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RESUME 

L’hypertension artérielle pulmonaire (PAH) est une vasculopathie obstructive 

caractérisée par une oblitération du lumen des artères pulmonaires distales et une 

augmentation des résistances vasculaires menant à une augmentation des pressions 

pulmonaires (PAP) et une hypertrophie ventriculaire droite (RVH) compensatrice. Aucun 

médicament n’est capable à ce jour de stopper le processus, et lorsque l’hypertrophie 

compensatrice devient insuffisante, le ventricule droit (RV) se dilate et défaille. 

A l’origine de ce processus se trouve une hyper-prolifération, une résistance à 

l’apoptose et une augmentation de la motilité des cellules musculaires lisses vasculaires de 

l’artère pulmonaire (PASMCs), les rendant « pseudo-malignes ». Le laboratoire a 

précédemment démontré que le facteur de transcription NFAT (Nuclear factor of activated 

T-cells) est en partie impliqué dans ces désordres cellulaires en provoquant une 

augmentation des concentrations calciques intracellulaires et stimulant la prolifération ; et 

une hyperpolarisation du potentiel de membrane mitochondriale (ΔΨm) inhibant ainsi 

l’apoptose dépendante des mitochondries.  

Dans le chapitre 2 nous avons démontré pour la première fois dans le réseau 

vasculaire pulmonaire que le facteur de transcription STAT3 (Signal transducer and 

activator of transcription 3) est activé et impliqué de façon directe dans la régulation de 

l’expression de NFAT et de façon indirecte dans son activation via l’oncoprotéine 

serine/thréonine kinase Pim1 (Provirus integration site for Murine Moloney leukemia 

virus). L’inhibition de Pim1 in vitro et in vivo (modèle de rat injecté à la monocrotaline) est 

associée à une diminution de l’activité de NFATc2 et à un retour à un phénotype normal. 

De plus, les souris déficientes pour le gène Pim1 sont résistantes à une induction de la PAH 

par hypoxie ou monocrotaline. De plus nous avons démontré que l’expression de Pim1 

corrèle avec la sévérité de la maladie dans le modèle expérimental et le modèle humain. 

Nous avons donc souligné l’intérêt de Pim1 comme cible thérapeutique et outil de 

diagnostic. 

Dans le chapitre 3, nous avons mis en évidence l’implication de la plateforme 

signalétique c-Src (sarcoma Schmidt-Ruppin A-2 viral oncogene homolog)/FAK (Focal 

adhesion kinase) dans la régulation du phénotype « pseudo malin » en partie par activation 
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de STAT3. L’inhibition de FAK in vitro diminue la prolifération des cellules 

pathologiques, augmente leur sensibilité a l’apoptose et réduit leur motilité. In vivo, 

l’inhibition de FAK réduit les pressions pulmonaires et le remodelage vasculaire faisant de 

FAK une cible thérapeutique intéressante. 

Dans le chapitre 4 nous proposons finalement une autre option thérapeutique par 

l’utilisation de la dehydroepiandrosterone. Cette hormone naturelle a précédemment été 

remarquée comme bénéfique dans le traitement de l’hypertension artérielle pulmonaire de 

par ses propriétés vasodilatatrices. Nous avons montré ici qu’en inhibant STAT3 la DHEA 

possède également des propriétés antiprolifératives et que son utilisation clinique est 

prometteuse. 

Durant mes travaux de doctorat, j’ai pu donc mettre en évidence l’implication 

majeure de l’axe Src/FAK/STAT3/Pim1 dans la pathogénèse de l’hypertension artérielle 

pulmonaire. J’ai pu proposer diverses solutions thérapeutiques qui pourraient apporter de 

nouvelles issues cliniques plus ou moins rapidement. 
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ABSTRACT 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is an obstructive vasculopathy characterized 

by distal pulmonary arteries lumen obliteration and increased vascular resistances, leading 

to a rise in pulmonary arterial pressure (PAP) and a compensatory right ventricular 

hypertrophy. Currently available therapies do not permit to reverse the established process 

and when the hypertrophy become insufficient, the right ventricle dilates and fails. 

This phenomenon is due to enhanced proliferation, survival and motility of 

pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs), which acquire a pseudo malignant 

phenotype. Our group previously described that the transcription factor NFAT (Nuclear 

factor of activated T-cells) is involved in these cellular disorders by increasing intracellular 

calcium level and enhancing proliferation; and by hyperpolarizing the mitochondrial 

membrane potential and decreasing mitochondrial-dependant apoptosis.  

In the Chapter 2, we demonstrated for the first time in the pulmonary vasculature, 

that STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) regulates directly NFATc2 

expression and indirectly NFATc2 activity via the oncoprotein serine/threonine kinase 

Pim1 (Provirus integration site for Murine Moloney leukemia virus). In vitro and in vivo 

Pim1 inhibition (in the monocrotaline rat model) is associated with decreased NFATc2 

activity and reversion of the malignant phenotype. Moreover, Pim1 deficient mice are 

resistant to monocrotaline or hypoxia-induced PAH. Finally, we demonstrated that Pim1 

expression correlates with disease progression both in animal and human model. Thus, we 

underlined Pim1 as a potent therapeutic target and an interesting diagnosis tool. 

In the chapter 3, we showed that the signaling hub c-Src (sarcoma Schmidt-Ruppin 

A-2 viral oncogene homolog)/FAK (Focal adhesion kinase) is implicated in the regulation 

of the PASMCs pseudo malignant phenotype, in part by activating STAT3. FAK inhibition 

in vitro decreases PASMCs proliferation, survival and motility. In vivo, FAK inhibition is 

associated with decreased PAP and decreased vascular remodeling, making FAK as an 

interesting therapeutic target. 
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In the chapter 4, we suggest dehydroepiandrosterone (DHEA) as another 

therapeutical option. This natural hormone is known to be beneficial in PAH through their 

vasodilating properties. We showed here that by inhibiting STAT3 activation, DHEA also 

has anti-proliferating properties. Therefore, clinical use of DHEA for PAH can be 

promising.  

During my PhD studies, I showed the critical implication of the 

Src/FAK/STAT3/Pim1 in PAH pathogenesis. I contributed to increase the knowledge on 

PAH pathogenesis and suggested some therapeutical solutions that can be useful to 

improve patient outcome.  
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1. INTRODUCTION 

1.1.  Physiologie cardio-pulmonaire. 

1.1.1. Le cœur. 

Le corps humain est parcouru par un système cardio-circulatoire distribuant le sang 

dans l’organisme et dont la finalité est d’alimenter les organes en nutriments et oxygène et 

de collecter les déchets métaboliques comme le dioxyde de carbone et l’urée libérés par les 

cellules. Ce sang est véhiculé par une pompe, le cœur, qui doit maintenir un débit continu 

au sein de l’appareil circulatoire.  

1.1.1.1. Structure. 

Le cœur est un organe creux dont la paroi comprend trois couches, de l’extérieur 

vers l’intérieur : le péricarde, véritable enveloppe protectrice, le myocarde, couche 

musculaire qui permet la contraction cardiaque, et enfin l’endocarde, qui assure un rôle 

mécanique en facilitant l’écoulement du sang. Il mesure de 14 à 16 cm et son diamètre est 

de 12 à 14 cm. Un peu moins gros chez la femme que chez l'homme, le cœur d'un adulte 

pèse de 300 à 350 grammes. Il consiste en deux parties le cœur droit et le cœur gauche, 

séparées par le septum et chacune d’elles est composée d’une oreillette et d’un ventricule. 

Des valves entre les oreillettes et les ventricules assurent le passage unidirectionnel en 

évitant les reflux. Les parois des ventricules sont plus épaisses que celles des oreillettes et 

la force de contraction est plus importante car leur fonction est nécessaire pour l’éjection le 

sang vers le corps ou vers les poumons. Selon que le sang va vers le corps ou vers les 

poumons, la circulation sanguine est divisée en deux circuits bien distincts : la grande 

circulation, dites systémique, qui dépend du cœur gauche, et la petite circulation, dite 

pulmonaire, qui est liée au cœur droit. 

1.1.1.2. Révolution cardiaque. 

Le fonctionnement de cette pompe consiste en une alternance de contraction et de 

relâchements et l’ensemble des phénomènes dont le cœur est le siège du début d’une 

contraction jusqu'à la suivante s’appelle une révolution cardiaque. 
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Une révolution cardiaque comprend trois temps : 

 La systole auriculaire : il y a contraction des fibres auriculaires éjectant le sang dans les 

ventricules, ce qui assure leur remplissage actif.  

  La systole ventriculaire : il y a cette fois contraction ventriculaire, entraînant une 

élévation de la pression intraventriculaire et la fermeture subséquente des valves 

auriculo-ventriculaires, évitant le reflux du sang vers les oreillettes. Il y a d’autre part 

ouverture des valves sigmoïdes aortiques et pulmonaires, permettant la distribution du 

sang vers les circulations systémiques et pulmonaires, respectivement. C’est la valeur 

de la pression intraventriculaire qui régule cette étape. En effet, lorsqu’elle dépasse la 

pression artérielle, les valvules sigmoïdes s’ouvrent, et inversement, lorsque le 

ventricule se relâche, la pression intraventriculaire baisse et les valves sigmoïdes se 

referment.  

 La diastole générale: temps de relâchement du cœur pendant lequel oreillettes et 

ventricules se remplissent de sang passivement. Plus de 80% du remplissage est 

effectué usuellement pendant la diastole.  

1.1.1.3. Trajet du sang dans le cœur. 

 Le sang appauvri en oxygène après son passage dans l’organisme entre dans 

l’oreillette droite par trois veines : la veine cave supérieure, la veine cave inférieure et le 

sinus coronaire. Le sang passe ensuite dans le ventricule droit (RV) et est amené aux 

poumons par l’artère pulmonaire  (PA) au cours de la systole. Il y est déchargé du dioxyde 

de carbone et oxygéné, puis il va rejoindre l’oreillette gauche par la veine pulmonaire au 

cours de la diastole suivante. Le sang entre dans le ventricule gauche (LV), la chambre 

pompante principale, ayant pour rôle d’envoyer le sang par l’aorte pour l’alimentation des 

organes (sauf les poumons). Le LV est bien plus massif que le RV car il doit exercer une 

force considérable pour forcer le sang à traverser tout le corps tandis que le RV ne dessert 

que les poumons.  

Le cœur lui même a besoin d’être irrigué, nourri. Ce sont les artères coronaires, 

dérivant de l’aorte et dont la circulation est dite diastolique, qui amènent au cœur une 

importante quantité de sang. 
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Figure 1- 1: Anatomie du cœur humain. 

Le sang appauvri en oxygène entre dans l’oreillette droite par la veine cave supérieure, la veine cave 

inférieure et le sinus coronaire. Le sang passe ensuite dans le ventricule droit et éjecté dans l’artère 

pulmonaire au cours de la systole. Dans les poumons, il est déchargé du dioxyde de carbone et oxygéné, puis 

il va rejoindre l’oreillette gauche par la veine pulmonaire au cours de la diastole suivante. Le sang entre dans 

le ventricule gauche, puis est expulsé dans l’aorte pour l’alimentation des organes.  

 

1.1.1.4. Débit cardiaque 

Le débit cardiaque (Q), comme tout autre débit, correspond à un volume éjecté par 

unité de temps. Le volume de sang éjecté ou d’éjection systolique (ESV) est la plupart du 

temps exprimé en millilitres (ml) et correspond à la différence entre le volume de sang en 

fin de diastole (c'est-à-dire juste avant éjection appelé volume télédiastolique, environ 

160mL dans le LV) et le volume de sang en fin de systole (c'est-à-dire juste après éjection 

du sang et avant le remplissage suivant, environ 60mL dans le LV). Il dépend d’une 

multitude de facteurs, notamment de la taille du cœur, de son remplissage, de la force et de 

la durée de la contraction et de la résistance à l’éjection du sang dans la circulation. Chez 
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l’homme il est proche de 100mL pour le LV (varie entre environ 70ml au repos et 150ml 

chez le sportif en plein effort). Un entraînement à long terme augmente le ESV.  

La composante unité de temps est apportée par le nombre de battements cardiaque 

par minutes, soit la fréquence cardiaque (HR). Chez l'adulte en bonne santé, au repos, le 

pouls se situe entre 50 (sportif pratiquant l’endurance) et 80 pulsations par minute. Pendant 

un effort, la fréquence cardiaque maximale théorique est de 220 moins l'âge (exemple : 180 

à 40 ans). 

Q = ESV x HR 

Equation 1- 1: Calcul de Débit cardiaque Q (L/min) 

ESV est le volume d’éjection systolique et HR la fréquence cardiaque 

 

Le débit cardiaque normal pour un adulte de surface corporelle moyenne est 

d’environ 5,25 L/min, soit environ le volume sanguin total. La quantité de sang expulsée 

par chacun des ventricules par minute et par mètre carré de surface corporelle est également 

appelle index cardiaque. 

1.1.1.5. Pré-charge/post-charge et Loi de Starling 

La pré-charge caractérise les conditions de remplissage des ventricules. Cette pré-

charge est quantifiée par la mesure de la pression en fin de diastole du circuit sanguin 

(volume télédiastolique). La loi de Starling décrit le fonctionnement du ventricule 

cardiaque et statue que le cœur s'adapte à la pré-charge en changeant sa force de 

contraction. Le cœur peut se contracter d'autant plus énergiquement qu'il reçoit une quantité 

plus grande de sang. 

La post-charge, c'est le frein à l'éjection, donc la force que doit vaincre le myocarde 

pour éjecter le sang et elle peut être appréciée indirectement par la résistance à l'éjection (la 

pression artérielle est une appréciation approximative de la post-charge). Si la post-charge 

est augmentée, le volume d'éjection systolique baisse et donc le volume résiduel augmente, 

le volume de remplissage augmente et donc la pression développée par le ventricule 

augmente de façon instantanée. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Myocarde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sang
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Lorsque la post-charge augmente de façon importante et prolongée, cela peut 

entraîner une insuffisance cardiaque. Elle est typiquement augmentée au cours de 

l'hypertension artérielle, du rétrécissement de la valve aortique ainsi que lors de certaines 

cardiomyopathies (cardiomyopathies obstructives). 

1.1.1.6. La fraction d’éjection. 

La capacité du cœur à se contracter efficacement se mesure par la fraction 

d’éjection (EF), soit le ratio entre le ESV et le volume d’éjection diastolique (EDV). Elle 

est de l'ordre de 60 % chez l’individu normal et est diminuée en cas d’anomalie de la 

contractilité, pouvant descendre jusqu’à 20 % en cas de dysfonction majeure comme une 

insuffisance cardiaque. Lorsque la fraction d’éjection est diminuée, l’organisme peut 

maintenir le débit cardiaque Q de deux manières : en augmentant la fréquence cardiaque 

HR et en maintenant un ESV constant en augmentant le EDV. L’augmentation du EDV a 

pour conséquence visible une augmentation de la taille du cœur. Lorsque ces mécanismes 

de compensation sont dépassés, le débit cardiaque Q diminue et devient insuffisant pour les 

besoins de l’organisme. 

1.1.2. La circulation. 

Veines et artères remplissent des rôles différents. Par définition, une veine est un 

vaisseau contenant le sang allant des tissus vers le cœur alors qu'une artère est un vaisseau 

contenant le sang allant du cœur aux tissus. Dans la circulation systémique, les artères 

apportent du sang oxygéné, alors que dans la circulation pulmonaire, les artères 

transportent du sang pauvre en oxygène. Au fur et à mesure que l'on s'éloigne du cœur, le 

calibre des veines et artères diminue et elles se subdivisent pour donner l'arbre artériel ou 

veineux. Elles deviennent progressivement des artérioles ou veinules, puis des capillaires 

au niveau desquels se font les échanges gazeux. 

1.1.2.1. Système artériel 

1.1.2.1.1. Compliance 

Le volume de sang éjecté durant la systole ventriculaire dans les artères crée un 

débit sanguin pulsatile à la sortie du cœur. La progression de l’onde de sang le long de 

l’arbre artériel s’accompagne d’un amortissement de cette onde de débit et la 

transformation progressive du débit pulsatile en un débit continu au niveau tissulaire. Ce 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Hypertension_art%C3%A9rielle
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9tr%C3%A9cissement_aortique
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phénomène, appelé Effet Windkessel et décrit par Otto Frank en 1899 est directement lié 

aux propriétés élastiques intrinsèques que présentent les artères, qui se déforment pour 

accueillir l’onde de débit, la propager et amortir ses pulsations : élasticité et compliance 

artérielle.  

1.1.2.1.2. Résistances vasculaires. 

Le sang propulsé dans la circulation doit faire fasse a la résistance imposée par le 

système circulatoire, la post-charge. Le principal facteur influençant cette résistance est la 

tonicité artériolaire, au niveau de la transition artério-capillaire (le diamètre passe de 

450μm à moins de 100μm). Cette zone du lit artériel est le siège de phénomène de 

contraction et dilatation vasculaires modulées par le système nerveux autonome et diverses 

hormones circulantes. Ces variations du diamètre des artérioles modulent les résistances 

vasculaires de façon subséquente et donc le débit sanguin local, permettant ainsi une 

adaptation du débit aux besoins de chaque organe.  

Les résistances dépendent également du sang en lui-même. Le sang est un fluide 

non Newtonien dont la viscosité augmente dans les petits vaisseaux du fait de 

l’agglomération réversible des érythrocytes. La loi de Poiseuille (également appelée loi de 

Hagen-Poiseuille) décrit l'écoulement laminaire d'un liquide visqueux dans une conduite 

cylindrique. Cette loi a démontré que la résistance tenant compte de cette viscosité pouvait 

être calculée par l’équation :  

 

   

R=
8hL

pr 4
 

Equation 1- 2: Détermination des résistances R en fonction de la loi de Poiseuille (Dynes). 

L  est la longueur de la portion cylindrique, r  est son rayon et η est la viscosité du 

liquide, une mesure de sa résistance à l’écoulement. 

 

 

 

 

1.1.2.1.3. Pression Artérielle. 
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La pression régnant sur la paroi interne des vaisseaux pendant la circulation 

sanguine, est variable selon que l’on est systole ou diastole d’une part, et selon que l’on est 

dans le système artériel ou veineux d’autre part.  

Elle est physiologiquement définie par la formule :  

  

AP =RQ 

Equation 1- 3: Calcul de la pression artérielle AP (mmHg) 

Q est le débit cardiaque et R les résistances périphériques, essentiellement 

artériolaires. 

 

En tenant compte de la Loi de Poiseuille, cette équation devient : 

   

AP =
8hL

pr 4
Q 

Equation 1- 4: Calcul de la pression artérielle en tenant compte de la loi de Poiseuille. 

L  est la longueur de la portion cylindrique, r  est son rayon et η est la viscosité du 

liquide, une mesure de sa résistance à l’écoulement, et Q est le débit. 

 

C'est une variable entre deux extrêmes : la pression artérielle systolique (SAP) et la 

pression artérielle diastolique (DAP). La SAP résulte de l'activité du cœur pendant 

l'éjection sanguine systolique contre les résistances périphériques, on l'appelle encore en 

langage courant " maxima ". La DAP dépend seulement des résistances périphériques et de 

la volémie ; c'est en langage courant la " minima ". Entre ces deux valeurs de SAP et de 

DAP, on a la pression différentielle ou pression pulsée, c'est elle qui donne la sensation du 

pouls. La pression différentielle augmente lorsque la compliance artérielle diminue. 
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LE SAVIEZ-VOUS 

C’est Imhotep en 2980 avant JC, qui aurait pour la première fois fait l’observation 

anatomique de la présence d’une pulsation artérielle. Ceci est décrit dans le Papyrus Edwin 

Smith, découvert par Edwin Smith à Thèbes en 1862 et désormais conservé à New York. 

Imhotep était un homme aux multiples talents. Considéré comme le fondateur de la 

Médecine égyptienne il est également reconnu architecturalement pour l’invention de la 

pyramide à degrés comme tombeau et demeure d’éternité du Roi. 

 

1.1.2.1.4. Anatomie de la paroi 

Comme de tout autre vaisseau, la paroi artérielle est répartie en intima, media et 

adventice, mais la composition de chaque couche est spécifique du fait des hautes pressions 

qui parcourent les artères (Figure 1-2). 

L'adventice est située en périphérie, elle est composée de tissu conjonctif, de fibres 

de collagène et d'élastine ainsi que de cellules adipeuses (adipocytes). L’adventice reçoit les 

éléments fonctionnels de l’artère : les terminaisons nerveuses à l’origine de la vasomotricité 

et les petits vaisseaux ou vasa vasorum qui irriguent la paroi. Elle jouerait un rôle 

mécanique de soutien architectural de la paroi dans le cas d’une media affaiblie ou absente. 

La media, centrale, est composée de (Figure1-3): 

 fibres musculaires lisses particulièrement riches dans les petites artères et les artérioles, 

vaisseaux résistifs précapillaires ; elles y assurent la vasomotricité.  

 fibres de collagène qui s’opposent à des augmentations importantes de volume. 

 fibres d'élastine qui donnent à l’artère sa propriété de compliance. Dans le cas des 

artères, il existe une limitante élastique interne circulaire et externe longitudinale. 

Plus le rapport élastine/collagène est élevé, plus l’artère est étirable. 

L'intima, en contact direct avec le sang, est constituée d’un endothélium et d’une 

couche sous endothéliale de tissu conjonctif lâche, séparés par une lame basale. Les cellules 
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endothéliales sont disposées en mosaïque, orientées selon le sens de l’écoulement sanguin 

et en fonction des contraintes de cisaillement. L’intima possède trois fonctions principales : 

 son intégrité et étanchéité empêche le développement de réactions d’hémostase entre le 

sang circulant et les constituants pariétaux sous-jacents; il représente une surface 

thromborésistante; 

 filtration et transport actif des constituants sanguins qui nourrissent la media ; 

 production de substances contribuant à la vasomotricité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1- 2: Anatomie comparée d’une artère et d’une veine de moyen calibre. 
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L’endothélium, constitué d’une monocouche de cellules, a longtemps été considéré 

comme une surface inerte ayant un rôle limité à la perméabilité. L’endothélium présente en 

plus un rôle protecteur contre la vasoconstriction, la thrombose et la prolifération des 

cellules musculaires lisses de la paroi artérielle. Le rôle de l’endothélium dans la 

vasomotricité fait intervenir plusieurs substances, synthétisées par l’endothélium lui-même 

ou résultant de la transformation de molécules circulantes. Parmi ces substances, il existe : 

la prostacycline, le monoxyde d’azote (NO), l’endothéline-1, l’angiotensine-1, la 

bradykinine. 

1.1.2.2. Particularités de la circulation artérielle pulmonaire. 

1.1.2.2.1. Généralités 

En ce qui concerne le circuit pulmonaire, le sang quitte le cœur par le tronc 

pulmonaire qui se divise immédiatement en artère pulmonaire gauche et droite. Chacune de 

ces deux artères se dirige alors vers les poumons pour se ramifier en autant de branches que 

la bronche qu'elle accompagne, appelées artérioles lobaires. Ces artérioles se ramifient en 

de nombreux lits capillaires au niveau des alvéoles pulmonaires. En continuité, les 

capillaires se regrouperont en veinules lesquelles se déverseront dans des veines plus 

grosses qui se regroupent pour former les quatre veines pulmonaires qui ramènent le sang 

vers le cœur. Ce réseau fonctionnel est complété par un réseau d’irrigation nutritionnel des 

bronches et du tissu bronchique (circulation bronchique) dont la partie artérielle est reliée à 

l’aorte et la partie veineuse aux veines pulmonaires.  

Ce circuit n'est pas bien long; c'est pourquoi on en parle comme de la petite 

circulation mais son rôle est primordial puisque c'est au niveau des poumons que le sang se 

charge d'oxygène et se débarrasse du gaz carbonique prit au niveau des cellules lors des 

combustions cellulaires. 

1.1.2.2.2. Relation Pression/Débit 

Le circuit systémique allant du ventricule gauche en systole jusqu’aux artérioles est 

un système à haute pression, forte résistance et faible compliance dit résistif. La circulation 

pulmonaire assure elle le passage de la totalité du débit cardiaque avec une pression 

artérielle 5 à 7 fois plus basse que la pression artérielle systémique. Elle représente donc un 

système à basse pression, faibles résistances et compliance élevée dit capacitatif (tout 
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comme le système veineux, le cœur droit et le cœur gauche en diastole). Cette diminution 

de la résistance dans les vaisseaux pulmonaires n’est ni un réflexe autonome, ni une 

réponse hormonale mais plutôt une réponse passive face à l’augmentation des pressions. 

Deux phénomènes peuvent être impliqués : le recrutement de nouveaux vaisseaux et la 

distension de vaisseaux déjà ouverts. Le recrutement passif des vaisseaux pulmonaires est 

possible car la circulation pulmonaire est sujette, en position debout, à l’action de la 

gravité
1
 et aux effets de la pression barométrique. La pression produite par le cœur droit 

n’est pas supérieure à la pression barométrique et la taille du poumon fait qu’il existe un 

gradient hydrostatique important entre le sommet et la base, à l’intérieur des vaisseaux. De 

plus, les capillaires sont très compliants et leurs parois sont exposées à la pression 

alvéolaire, qui elle, est uniforme du sommet à la base des poumons. C’est donc la 

différence entre la pression sanguine et alvéolaire qui va déterminer leur ouverture, et donc 

le débit pulmonaire (Figure 1-3). 

1.1.2.2.3. Anatomie 

En accord avec les faibles pressions s’exerçant dans le circuit pulmonaire, les parois 

des artères pulmonaires et de ses branches, sont plus minces et contiennent relativement 

peu de muscles lisses contrairement au système aortique.  
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Figure 1- 3: Distribution du débit sanguin pulmonaire et pressions transmurales des vaisseaux 
pulmonaires. 

Chez un individu en position debout, la pression alvéolaire qui s’applique sur les parois des 

capillaires (externes) est équivalente à la pression barométrique, et identique de haut en bas des poumons. Les 

pressions sanguines pulmonaires, artérielles (PAP) et veineuses (PVP), sont elles sujettes à la gravité et 

diminuent de bas en haut. Au sommet (zone 1), la PAlv (environ 10mmHg) est supérieure à la PAP, les 

vaisseaux sont donc collapsés et le débit est faible ou nul. Dans la zone 2, la PAP devient supérieure à la 

PAlv, le débit dépend donc de la différence entre les deux pressions et augmente. A la base (zone 3) la PAP et 

la PVP sont supérieures à la PAlv, le débit dépend donc de la différence entre PAP et PVP, les vaisseaux sont 

largement ouverts, le débit augmente encore. Dans la zone 4, la PAlv devient sans action face à 

l’augmentation de la PAP et PVP, l’ouverture des vaisseaux est intermédiaire, le débit est plus faible que dans 

la zone 3.  
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1.1.2.3. Le système veineux 

1.1.2.3.1. Remontée du sang veineux. 

Les vaisseaux du système veineux ramènent le sang au cœur. Un flux veineux 

normal dépend de quatre facteurs : le cœur (flux dynamique ou spontané), la respiration (le 

flux rythmé), la pompe musculaire et les valvules.  

L'ensemble de la force du flux rythmé produit par l'action de pompage du cœur est 

perdu lorsque le sang s'écoule depuis les artères à travers le vaste réseau de capillaires. La 

pression résiduelle du flux dynamique en sortie des capillaires est basse, environ 15mmHg. 

Elle suffit cependant pour produire un gradient de pression considérable par rapport à celle 

du côté droit du cœur où la pression veineuse est de 0. Le système veineux fonctionne donc 

à basse pression, et son flux dépend beaucoup moins de l'action de pompage du cœur.  

Les veines profondes et superficielles sont équipées de valvules ou clapets, disposés 

tous les quatre à cinq centimètres et qui imposent un sens unique de circulation du sang en 

empêchent le reflux. Néanmoins, la remontée du sang des pieds vers le cœur nécessite 

l’intervention de plusieurs mécanismes qui vont faciliter le phénomène.  

La compression de la voûte plantaire ainsi que la contraction des muscles des 

mollets et des cuisses sont deux mécanismes qui chassent le sang vers le haut. C'est dans les 

muscles du mollet que le mécanisme de la pompe musculaire est le plus développé pouvant 

produire une pression de plus de 200mmHg. Cette pression est suffisante pour expulser le 

sang des sinusoïdes jusqu'aux veines profondes. Celles-ci subissent à leur tour une force de 

compression similaire en raison du fort fascia qui recouvre le compartiment musculaire qui 

les contient. Ainsi, à chaque contraction musculaire, le sang est poussé vers le cœur. 

Les mouvements respiratoires diminuent la pression au sein du thorax lors de 

chaque inspiration, de façon à faciliter le retour veineux. Dans les bras et le cou, le flux vers 

le cœur augmente durant l'inspiration en raison de la pression intrathoracique négative 

qu'elle produit. Le contraire est vrai dans les jambes. Lors de l'inspiration, le diaphragme 

descend, ce qui augmente la pression intrabdominale et ralentit le flux. Le flux augmente 

quelque peu avec l'expiration, puisque celle-ci s'accompagne d'une réduction de la pression 

intra-abdominale. 
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1.1.2.3.2. Anatomie 

A l'exception des veines superficielles principales, les veines ont de minces parois 

présentant peu de muscles. Elles sont formées de trois couches comme les artères, mais leur 

couche musculaire est beaucoup plus réduite. Les parois des principales veines 

superficielles des extrémités sont plus épaisses que celles des veines profondes. De plus, 

puisqu'elles sont conçues pour la distension, elles contribuent peu à faciliter le flux. 

En temps normal, les veines sont seulement partiellement remplies de sang. Leur 

aire transversale est trois fois supérieure à celle des artères correspondantes. 

1.1.3. Vasoconstriction/relaxation artérielle.  

1.1.3.1. Mécanismes contractiles des cellules musculaires lisses 

vasculaires. 

1.1.3.1.1. Mécanismes dépendants du calcium. 

La cellule musculaire lisse vasculaire (Vascular smooth muscle cells, VSMCs) est 

une cellule très spécialisée dont la fonction primaire est la contraction et la relaxation. Ce 

phénotype contractile est nécessaire pour l’accomplissement de la fonction primaire de 

nombreux organes, dont le réseau vasculaire
2, 3

. La contraction est initiée par des 

changements au niveau de l’interaction entre les fibres d’actine et de myosine
4
. Ce 

phénomène est contrôlé par une phosphorylation sur le résidu sérique 19 de la chaine légère 

de myosine (Myosin Light Chain, MLC) qui rend l’interaction entre les deux partenaires 

impossible. Cette phosphorylation est dépendante de l’activité d’une kinase, la MLC kinase 

(MLCK) qui est elle-même régulée par le système Ca2+/calmodulin (CaM). De 

nombreuses voix de signalisation régulant le calcium ont donc été décrite comme impliquée 

dans la régulation de la contractilité des VSMCs. Le plus souvent, des agonistes neuronaux 

et hormonaux transmettent un signal au niveau de récepteurs couplés au proteines G  et à la 

phospholypase C (PLC), amenant a la production de second messager de type inositol-

1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). Ensuite, l’IP3 peut se lier au récepteur du 

réticulum sarcoplasmique (Sarcoplasmic reticulm SR) et entraîner la libération de calcium 

dans le cytosol de la cellule. La première cible de cette montée de Ca
2+ 

intra-cellulaire est la 

CaM. 



 16 

Une fois les réserves internes de Ca
2+

 épuisées, le maintien de l’augmentation 

intracellulaire de Ca
2+

 dans la VSMC dépend de l’entrée de Ca
2+ 

au niveau de la membrane 

plasmique, un phénomène requis pour que les stocks internes de Ca
2+ 

soient restaurés. Le 

Ca
2+

 entre soit par des canaux calciques voltage dépendants de type L et T (voltage-

operated Ca
2+ 

channels VOC L- et T-type) ou des canaux non dépendants du voltage (non-

voltage-operated Ca
2+

 channels non-VOC)
5
.  

L’ouverture des VOC est donc dépendante du potentiel de membrane (Em) et est 

stimulée par une dépolarisation de la membrane plasmique
6, 7

. Comme le Em est 

principalement gouverné par la perméabilité en potassium de la membrane plasmique
8
, 

l’activation des VOC est régulée par les canaux potassiques. Dans les VSMCs, au moins 5 

types de canaux K
+ 

ont été décrits mais ce sont les canaux K
+ 

dépendants du voltage (Kv) 

qui sont responsables de la maintenance du potentiel de membrane
9-11

. La conductance, la 

probabilité d’ouverture et l’expression sont les 3 paramètres des Kv qui régulent 

l’amplitude des courants potassiques. Une baisse de l’amplitude de ces courants est 

suffisante pour dépolariser la membrane plasmique d’une VSMCs et causer la contraction 

de celle-ci.  

Un autre type de canaux potassique impliqué dans la maintenance du potentiel de 

membrane sont les canaux K
+
 activés par le Ca

2+
 (Ca

2+
-activated K

+ 
channels KCa), 

subdivisés en fonction de leur conductance. Les canaux à large conductance (BKCa)
12

 sont 

activés par le Ca
2+

 et l’efflux de K
+
 résultant de leur activation peut être utilisé pour 

contrebalancer une dépolarisation de la membrane plasmique et la contraction.  

En ce qui concerne la classe des canaux non-VOC, ils sont divisés en canaux 

dépendants de la stimulation de récepteurs (receptor-operative Ca
2+

 channels ROC) et 

dépendants des réserves internes calciques (store-operated Ca
2+ 

channels SOC). Les ROCs 

sont régulés par l’interaction entre un agoniste et un récepteur
13-15

 alors que les SOCs sont 

activés par une déplétion en calcium provenant du RS
16, 17

. 
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1.1.3.1.2. Liens entre les voies de signalisations impliquant le Ca
2+

 

et les ROS/RNS  

Les espèces réactives d’oxygène et d’azote (reactive oxygen species ROS and 

reactive nitrogen species RNS) représentent une large classe de molécules régulant de 

nombreux aspects de biologie des VSMCs comme la contraction, la prolifération et la 

migration. Les ROS/RNS sont synthétisés au niveau mitochondrial par les NADPH 

oxydases et NO oxydases
18

. De nombreuses enzymes impliquées dans la synthèse des 

ROS/RNS sont sensibles au Ca
2+ 

et un changement dans la signalisation calcique peut 

rapidement entraîner une modulation de la production des ROS/RNS. De façon réciproque, 

ROS/RNS peuvent réguler la signalisation calcique des VSMCs par une modification des 

résidus amino-acides sur des sites spécifiques comme une oxydation des résidus méthionine 

en sulfoxydes, une nitrosylation des résidus cystéine, une carbonylation et désamination ou 

encore une nitratation. Toutes ces modifications résultent en une altération de la fonction 

protéique ou en une augmentation de la dégradation des protéines. Dans de nombreux 

autres types cellulaires, l’action des ROS/RNS sur la signalisation calcique fait intervenir 

par une inhibition des pompes calciques ainsi qu’une activation des canaux, résultant en 

une augmentation globale de la concentration calcique intracellulaire
19, 20

. 

1.1.3.1.3. Contraction dépendante du calcium 

La contraction des VSMCs n’est pas uniquement régulée par le calcium. En effet, 

l’état de phosphorylation de la MLC est également régulé par la MLC phosphatase (MLCP) 

dont l’activité est dépendante de RhoA, de la famille des petites protéines G, et de sa cible 

la kinase Rho (ROCK)
21

. ROCK phosphoryle MLCP et inhibe son activité, favorisant ainsi 

un état phosphorylé de la MCL et amenant à la contraction (Figure 1-3). De façon plus 

générale, le second messager DAG, relâché après activation de la PLC, active la protéine 

Kinase C (PKC) qui présente dans de nombreux cas un effet pro-contraction. En effet, la 

PKC est impliquée notamment dans la phosphorylation de la MLCK, ERK1/2, ROCK, de 

la protéine kinase II dépendante de la CaM, ainsi que nombreux canaux et transporteurs 

ioniques. 
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Figure 1- 4: Vue simplifiée de la contraction des VSMCs.  

Les agonistes neuronaux ou humoraux se fixent à des récepteurs membranaires couplés à la  

phospholypase C et entraînent la production des seconds messagers inositol-1, 4, 5-triphosphate (IP3) et 

diacylglycérol (DAG). La liaison de l’IP3 sur  son récepteur présent sur le the réticulum sarcoplasmique (SR) 

entraîne une relâche de Ca
2+

 depuis le SR dans cytosol. Ca
2+ 

lie la calmoduline (CaM) la kinase de la chaine 

légère de myosine (MLCK) est activée par le complexe Ca
2+

/CaM. Ceci déclenche la phosphorylation de la  

MCL, interaction entre myosine et actine et contraction. Comme les stocks internes de Ca
2+ 

sont vides, la 

maintenance de l’augmentation de [Ca
2+

]i, va dépendre de l’entrée de Ca
2+ 

par des canaux calciques présents 

sur la membrane cellulaire et également nécessaire à la reconstitution des stocks internes. Les canaux 

calciques dépendants du voltage (VOC) s’ouvrent dans le cas d’une dépolarisation de la membrane 

plasmique, due par exemple à la diminution d’expression ou d’activité des canaux potassiques dépendants du 

voltage (Kv). L’ouverture des canaux calciques dépendants de récepteurs (ROC) est régulée par la fixation 

d’un agoniste, celle des canaux calciques dépendants des réserves internes (SOC) par déplétion du SR. L’état 

de phosphorylation de la MLC dépend également de la phosphatase de la MLC (MLCP). La protéine RhoA, 

appartenant à la famille des petites protéines G, et sa cible la kinase Rho (ROCK) jouent un rôle important 

dans la régulation de l’activité de la MLCP. ROCK phosphoryle la MLCP et inhibe son activité, favorisant 

l’état phosphorylé de la MLC et la contraction. Le second messager DAG est à l’origine d’une activation de la 

protéine kinase C (PKC). Dans de nombreux cas, la PKC est pro-contraction par phosphorylation de 

nombreuses cibles dont ROCK. 
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Le phénomène contraire à la contraction est la relaxation et fait intervenir des 

mécanismes limitant l’entrée de Ca
2+ 

et favorisant sa clairance. L’entrée de calcium est 

limitée par une activation fonctionnelle des Kv ou BKCa qui va permettre le maintient du 

potentiel de membrane. La clairance dépend largement d’ATPases calciques de la 

membrane plasmique (plasma membrane Ca
2+

ATPases PMCA) qui vont rejeter le Ca
2+

 à 

l’extérieur de la cellule
22

, et d’ATPases présentes sur le SR (sarco-endoplasmic reticulum 

Ca
2+

ATPases SERCA) qui vont pomper le Ca
2+ 

intracellulaire dans le SR
23

 (Figure 1-4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1- 5: Vue simplifiée de la relaxation des VSMCs  

L’entrée de calcium est limitée par une activation fonctionnelle des Kv ou BKCa qui va permettre le 

maintient du potentiel de membrane. La clairance dépend largement d’ATPases calciques de la membrane 

plasmique (plasma membrane Ca
2+

ATPases PMCA) qui vont rejeter le Ca
2+

 à l’extérieur de la cellule, et 

d’ATPases présentes sur le SR (sarco-endoplasmic reticulum Ca
2+

ATPases SERCA) qui vont pomper le Ca
2+ 

intracellulaire dans le SR. 

1.1.3.2. Action de l’endothélium.  
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L’endothélium joue un rôle important dans la régulation des fonctions vasculaires 

en produisant un très grand nombre de substances actives biologiquement qui participent à 

la régulation du tonus vasculaire, de la croissance cellulaire, de l’inflammation, de la 

thrombose et de l’homéostasie. L’action de l’endothélium au niveau du tonus vasculaire 

passe par une balance entre la production de médiateurs vasoconstricteurs et de médiateurs 

vasodilatateurs. 

1.1.3.2.1. Monoxyde d’azote NO 

 L’endothélium vasculaire produit du NO à partir de l’arginine par la NO synthase 

d’origine endothéliale (eNOS). Le NO va induire à la fois une vasodilatation des vaisseaux 

artériels pulmonaires, une inhibition de la prolifération cellulaire en particulier des cellules 

musculaires lisses et une régulation négative de la production d’endothéline-1. Le NO est le 

résultat de la catalyse de la L-arginine en citrulline par la eNOS. Très labile, le NO diffuse 

vers les cellules musculaires lisses sous jacentes et active la guanylate cyclase 

cytoplasmique (non membranaire) catalysant la production de Guanosine monophosphate 

cyclique (cGMP) intra-cellulaire à partir de la Guanosine triphosphate (GTP). C’est le 

cGMP
24

 formé qui va entraîner l’effet relaxant sur le muscle lisse (Figure 1-6). Le cGMP 

active des protéines kinases dépendantes du cGMP
25

 qui vont entraîner une diminution du 

taux de Ca
2+

 intracellulaire par: 

 Augmentation de l’activité des BKCa 

 Inhibition des VOCs
26

 

 Activation des pompes Ca
2+

/ATPase de la membrane plasmique
27

 

 Activation des pompes Ca
2+

/ATPase du SR
28

 

 Inhibition du récepteur IP3
29

 

 Inhibition de la synthèse d’IP3
30-32

 

 Stimulation de l’activité de la MLCP
33

 

 Inhibition de la PKC
34

 

Le cGMP peut également être hydrolysé en GMP inactif par les phosphodiestérases 

(PDEs)
35

, hydrolysant les liaisons phosphodiesters. L’activité PDE, et notamment de la 

PDE5, est donc importante dans le contrôle des concentrations intracellulaires disponibles 

de cGMP. 



 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1- 6: Régulation de la constriction/relaxation des cellules musculaires lisses par les 
composés endothéliaux. Inspirée de Humbert et al, New England Journal of Medicine 200436. 

L’endothéline-1 (ET-1) est produit par clivages successifs de la préproendothéline puis de la 

proendothéline. L’ET-1 possède une forte activité vasoconstrictrice et pro-prolifération cellulaire par liaison 

sur deux récepteurs transmembranaires couplés à des petites protéines G. L’effet de l’ET-1 sur les SMCs par 

fixation sur les récepteurs A et B fait intervenir l’activation de la PLC et la production de DAG et IP3. L’effet 

ET-1 sur les cellules endothéliales par le récepteur ETB entraîne une vasodilatation par l’augmentation de NO 

et de prostacycline. Le NO va induire à la fois une vasodilatation, une inhibition de la prolifération cellulaire 

et une régulation négative de la production d’endothéline-1. Le NO est le résultat de la catalyse de la L-

arginine en citrulline par la eNOS. Le NO active la guanylate cyclase cytoplasmique (non membranaire) 

catalysant la production de Guanosine monophosphate cyclique (cGMP) intra-cellulaire à partir de la 

Guanosine triphosphate (GTP). C’est le cGMP formé qui va entraîner l’effet relaxant sur le muscle lisse. Le 

cGMP active des protéines kinases dépendantes du cGMP qui vont entraîner une diminution du taux de Ca
2+

. 

Prostaglandines et prostacyclines dérivent d’acides gras insaturés comme l’acide arachidonique (AA) par 

catalyse des cyclooxygénases et prostaglandines/prostacyclines synthases. Ces dérivés exercent un effet 

vasodilatateur par une cascade signalétique déclenchée après leur fixation sur leurs récepteurs TPR couplés 

aux protéines G. Ceci active l’adénylate cyclase et la production d’AMP cyclique responsable comme le 

GMPc d’une diminution de calcium intracellulaire.  
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1.1.3.2.2. Endothéline -1 

L’endothéline-1 (ET-1) est un peptide d’origine endothéliale produit par clivages 

successifs de la preproendothéline puis de la proendothéline
37, 38

. L’ET-2 et l’ET-3 sont des 

isoformes également produites par clivage de ces précurseurs mais l’endothélium produit 

uniquement la forme ET-1. L’expression de la pré-proendothéline est stimulée par des 

hormones comme l’épinéphrine, l’angiotensine, des substances dérivées de l’agrégation des 

plaquettes comme le Transforming growth factor β (TGF-β), des produits de la coagulation 

comme la thrombine et des cytokines comme l’interleukine (IL)-1
39, 40

. La production de 

l’ET-1 est également régulée de façon négative par le NO, la prostaglandine et la 

prostacycline
41, 42

. Il a également été montré que les SMCs produisent un facteur inhibiteur, 

probablement dégradant la proendothéline ou l’ET-1
43, 44

. 

L’ET-1 possède une forte activité vasoconstrictrice, des propriétés d’activation de la 

prolifération cellulaire et une action proagrégante plaquettaire. Elle agit de façon autocrine 

et paracrine par liaison sur deux récepteurs transmembranaires couplés à des petites 

protéines G
45, 46

. L’ET-1 a une affinité particulière pour le récepteur ETA exclusivement 

présent sur les SMCs
45

, mais lie également le récepteur ETB, présent sur les SMCs ainsi que 

les cellules endothéliales et qui est capable de lier les autres isoformes d’ET. L’effet de 

l’ET-1 sur les SMCs par fixation sur les récepteurs A et B fait intervenir l’activation de la 

PLC et la production de DAG et IP3. L’IP3 entraîne une augmentation de calcium 

intracellulaire
47, 48

 par recrutement des réserves internes calciques. Le DAG et 

l’augmentation de calcium intracellulaire stimulent d’un autre côté la PKC et la 

prolifération
49

.  

L’effet ET-1 sur les cellules endothéliales par le récepteur ETB entraîne une 

vasodilatation par l’augmentation de NO et de prostacycline 
50-54

.  

1.1.3.2.3. Prostanoïdes 

Les prostanoïdes sont une sous-classe d’éicosanoïdes formés par l’endothélium et 

activant le récepteur des thromboxanes et prostanoïdes (TPR) présents sur les VSMCs. Les 

prostanoïdes dérivent d’acides gras insaturés comme l’acide arachidonique (AA), qui est le 

principal précurseur, ou les acides éicosatriénoïque et éicosapentanoïque. L’AA peut être 

apporté par l’alimentation ou par dégradation de la phosphatidylcholine dans la membrane 
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phospholipidique suite à l’activation de la phospholypase A2 (PLA2) par une augmentation 

de la concentration calcique intracellulaire ou stimulation par l’acétylcholine. La seconde 

étape implique l’activation des cyclooxygénases 1 et 2 (COX) catalysant la transformation 

de l’AA en prostaglandines endoperoxides
55

 PGG2 et PGH2. La COX-1, exprimée 

ubiquitairement est responsable la production de base de prostaglandine. L'expression des 

COX-2, en revanche, est induite par des agents inflammatoires (TNF, cytokines), 

augmentant la production de prostaglandines en situation d'inflammation. Les 

prostaglandines endoperoxides synthétisés à partir de l'AA sont dites de la série indice 2. 

PGH2 est le substrat pour diverses enzymes dont prostaglandine synthases menant à la 

formation des prostaglandines D2, E2, F2α, la prostacycline synthase (PGI-S) conduisant à la 

prostacycline (PGI2,) et la thromboxanes synthase (TX-S) catalysant la formation de la 

thromboxanes A2 (TXA2). 

PGI2 est le principal produit formé depuis l’AA dans l’endothélium et décrit comme 

un puissant inhibiteur de l’agrégation plaquettaire, un agent relaxant du muscle lisse 

vasculaire
56-58

 et un agent hypotenseur systémique
59, 60

. Une réponse biphasique à la 

prostacycline a également été observée sur des vaisseaux isolés, où à faibles doses, PGI2 a 

un effet relaxant alors qu’à fortes doses elle a un effet contractant
61, 62

. Prostaglandines et 

prostacyclines exercent un effet vasodilatateur par une cascade signalétique déclenchée 

après leur fixation sur leurs récepteurs TPR couplés aux protéines G. Ceci active 

l’adénylate cyclase et la production d’AMP cyclique
63, 64

 responsable comme le GMPc 

d’une diminution de calcium intracellulaire. De même que pour le cGMP, les PDE peuvent 

hydrolyser le cAMP en AMP et diminuer la disponibilité intracellulaire en cAMP, et donc 

contrebalancer les effets des prostacyclines. La thromboxane présente elle un effet 

vasoconstricteur, principalement par activation de la cascade IP3
65, 66

. 

 

LE SAVIEZ-VOUS 

John Robert Vane remporta en 1982 le prix Nobel de médecine, avec Sune 

Bergström et Bengt Samuelsson, pour ses travaux sur l'aspirine. Il découvrit son mode 

d'action, par inhibition de la biosynthèse de la prostaglandine. 
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1.1.3.2.4. La sérotonine  

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

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

sérotoninergiques, puis stockée dans les plaquettes. Elle est fabriquée à partir du 

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

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

La sérotonine agit en se liant à des récepteurs membranaires spécifiques (5-HTR) 

couples a des protéines G. On connaît au moins 14 gènes codant ces récepteurs 

sérotoninergiques 5-HT, capables de donner par épissage alternatif au moins 30 protéines 

réceptrices différentes
67

. Dans la circulation pulmonaire, l’implication des récepteurs 5-

HT1B
68

, 5-HT2A et 5-HT2B
69-71

, et 5-HT7 a été montrée
72

. Les effets de vasoconstriction et 

de prolifération cellulaire sont secondaires à l’internalisation de la 5-HT soit par un 

récepteur, soit par un transporteur (5-HTT)
73, 74

. L’effet vasoconstricteur au niveau 

cellulaire se fait via les récepteurs 5-HTR qui activent la phospholipase C par 

l’intermédiaire d’une protéine G
74

. 

 

1.1.3.3. Régulation par le système nerveux autonome. 

Les fibres nerveuses du système autonome aboutissent au niveau de l’adventice et 

entrent en contact avec les cellules musculaires lisses de la media. Ce système est constitué 

du système sympathique (impliquant l’adrénaline), du système parasympathique 

(impliquant l’acétylcholine) et du système dit non-adrénergique non-cholinergique. 

1.1.3.3.1. Contrôle adrénergique 

Des examens histochimiques et immunohistochimiques ont révélé la présence de 

terminaisons sympathiques au niveau des artères extrapulmonaires et des veines 

pulmonaires de nombreuses espèces
75

. La stimulation des récepteurs A induit une 

vasoconstriction, provoquant une augmentation de la pression artérielle pulmonaire
76

, alors 

que la stimulation des récepteurs B induit une vasodilatation sur des préparations artérielles 

pulmonaires isolées de chien
77

. 
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1.1.3.3.2. Contrôle cholinergique 

Contrairement aux voies respiratoires où l’innervation cholinergique est le principal 

déterminant de la bronchoréactivité, la circulation pulmonaire reçoit peu de terminaisons 

cholinergiques. Le rôle de la stimulation vagale sur les résistances pulmonaires semble 

varier selon les espèces. L’acétylcholine provoque des effets antagonistes, à la fois 

dilatateurs et constricteurs
75

; le type de réponse dépendrait alors du niveau du tonus 

initial
78

. La libération d’acétylcholine par ces terminaisons active les récepteurs 

muscariniques présents sur les cellules endothéliales et musculaires lisses. L’augmentation 

de la résistance pulmonaire semble médiée par les récepteurs de type M1 chez le lapin
79

, 

alors que les récepteurs M1 et M2 semblent impliqués chez le chien
80

. La relaxation 

endothélium dépendante induite par l’acétylcholine est médiée par les récepteurs M3
81

. 

1.1.3.3.3. Contrôle non adrénergique, non cholinergique 

L’existence de ce système a été démontrée par la persistance de mécanismes 

dilatateurs nerveux malgré le blocage des systèmes adrénergique et cholinergique
75

. Chez le 

rat, ce système peut provoquer la constriction ou la dilatation des petites artères 

pulmonaires
82

. Les neurotransmetteurs de ce système varient selon les espèces étudiées. 

Ainsi le CGRP (Calcitonin gene-related peptide) et le NO ont une action vasodilatatrice, 

alors que le neuropeptide Y (NPY) a une action vasoconstrictrice. La substance P (SP) et 

l’ATP peuvent avoir une action vasoconstrictrice et/ou vasodilatatrice dépendante ou non 

de l’endothélium selon les récepteurs, l’espèce et le tissu considéré. Plus récemment, il a 

été montré que le VIP (Vasoactive intestinal peptide) possède une action vasodilatatrice 

systémique et pulmonaire, inhibe la prolifération des cellules musculaires lisses et diminue 

l’agrégation plaquettaire
83

. Le VIP par l’intermédiaire des récepteurs va activer la 

production de cAMP et cGMP
84

. 

La régulation de la pression sanguine dans le système circulatoire est 

primordiale pour une circulation fonctionnelle et constante. Dans certain cas 

toutefois, la gestion de cette pression sanguine est défaillante et est à l’origine de 

pathologies. C’est le cas de l’hypertension artérielle où l’ensemble des vaisseaux 

sanguins est affecté. On parle alors d’hypertension systémique. Un type 

d’hypertension affecte de façon spécifique la PA : l’hypertension pulmonaire (PHT). 
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1.2. Hypertension pulmonaire. 

L’Hypertension pulmonaire (PHT) est une pathologie du réseau vasculaire 

pulmonaire caractérisée par une augmentation des pressions pulmonaires et dont le 

symptôme principal est un essoufflement à l’effort. Chez l’adulte la PAH est définie par 

une pression artérielle pulmonaire (PAP) moyenne de repos supérieure à 25mmHg et/ou 

supérieure à 30mmHg à l’effort
85

. Selon la WHO (World Health Organisation, 

Organisation mondiale sur la Santé), les patients atteints de PHT peuvent être classés parmi 

l’un des 5 groupes basés sur la cause de la pathologie.  

1.2.1. Classification de l’Organisation mondiale sur la Santé. 

Table 1- 1: Classification clinique des PHT selon l’Organisation mondiale de la Santé. 

 

 

 

 

Classification clinique PHT 

1. Hypertension artérielle pulmonaire (PAH, Groupe I). 

1.1. Idiopathique : aucune cause décelée, absence d’antécédents familiaux 

1.2. Héréditaire  

1.3. Drogues et toxines 

1.4. Associée à une connectivite, une infection VIH, une hypertension portale, à une cardiopathie 

congénitale, une Schistosomiase, une anémie hémolytique. 

1.5. Associée à une pathologie veineuse ou capillaire (maladies veino-occlusives pulmonaires, 

hémangiome capillaire pulmonaire). 

1.6. Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né. 

2. PHT veineuses pulmonaires, secondaire à une cardiopathie gauche (Groupe II) auriculaire, ventriculaire ou 

valvulaire. 

3. PHT secondaire à maladies respiratoires (Groupe III) : hypoxémie (broncho-pneumopathies chroniques 

obstructives COPD, apnée du sommeil). 

4. PHT post-embolie (Groupe IV) : obstruction thrombo-embolique des artères pulmonaires proximales ou 

distales, ou obstruction d'origine non thrombotique (tumeur, parasite, corps étranger). 

5. PHT par mécanismes divers (Groupe V) : Sarcoïdose, histiocytose X, lymphangiomatose, compression des 

vaisseaux pulmonaires (adénopathies, tumeur, médiastinite fibrosante). 
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1.2.1.1. Groupe I : Hypertensions artérielles pulmonaires. 

Les PHT du Groupe I, dites Hypertensions Artérielles Pulmonaires (PAH), sont des 

PHT d’origines inconnues (idiopathiques), des formes familiales et plus communément des 

syndromes associés au HIV, à la consommation d’anorexigènes, à des pathologies 

cardiaques congénitales ou des tissus conjonctifs
86

. Ce groupe prend également en compte 

les PHT du nourrisson. Toutes ces situations sont caractérisées par une dysfonction 

endothéliale pulmonaire et des modifications histologiques similaires, ce qui justifie une 

classification commune et une prise en charge clinique semblable. La prévalence de la 

maladie est estimée à 50-60/millions mais la difficulté du diagnostic conduit à une sous 

estimation de la prévalence réelle
87, 88

. Une surveillance accrue des populations à risque par 

échocardiographie Doppler ne permet de déceler les PAH de sévérités faibles à modérées 

que chez 13 à 26% des patients présentant une sclérose systémique ou des pathologies du 

tissus conjonctif
89, 90

. Les taux de mortalité restent très élevés et innacceptables
86

 (50% à 5 

ans) du fait d’un mauvais diagnostic mais également parce que la pathogénèse de la PAH 

est encore aujourd’hui très énigmatique. 

1.2.1.1.1.  PAH idiopathique ou familiale. 

La PAH idiopathique est une maladie rare, sans cause déterminée et avec absence 

d’antécédents familiaux. Elle touche environ deux fois plus les femmes que les hommes et 

est diagnostiquée en moyenne à 37 ans
91

. La prévalence de cette forme est d’environ 6 par 

million
87

. La transmission héréditaire de la PAH a été reportée approximativement dans 6 à 

10% des patients atteints et 50 à 90% de ces individus présentent une mutation dans le gène 

codant pour BMPR2 (Bone Morphogenic Protein Receptor type 2) 
92, 93

. Le phénotype n’est 

pas exprimé dans toutes les générations, mais lorsqu’il est présent, il apparaît dans le bas 

âge et est associé à une plus forte sévérité et une progression plus rapide de la maladie
94, 95

. 

Cette mutation est également présente dans 25% des patients avec une PAH idiopathique
96

 

et 15% des patients présentant une PAH associée à l’utilisation d’anorexigènes 

(fenfluramine) et très rarement dans les autres formes de PAH
97, 98

. 
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1.2.1.1.2. PAH associée à des cardiopathies congénitales. 

De nombreuses cardiopathies congénitales telles que la tétralogie de Fallot, le Shunt 

gauche-droit ou la persistance du canal artériel, sont caractérisées par une communication 

entre le cœur droit et gauche. En raison des différences de pression régnant dans les cavités 

cardiaques et les gros vaisseaux issus du cœur, si la cardiopathie n’est pas corrigée 

chirurgicalement, elle est responsable d'une augmentation importante et prolongée des 

pressions dans la  circulation pulmonaire, exposant la circulation pulmonaires aux pressions 

systémiques. La PAH se développe comme complication du syndrome initial, et est 

qualifiée alors de secondaire. Elle est en plus associée à une hypertrophie ventriculaire 

droite qui dans ce cas est adaptative car il n’y a pas régression du phénotype 

hypertrophique fœtal. Ce type d’hypertrophie ventriculaire droite est une réponse beaucoup 

plus longue par rapport à une hypertrophie compensatrice et mal adaptative. La défaillance 

cardiaque droite peut donc survenir après des dizaines d’années. 

 

1.2.1.1.3. PAH associée à des connectivites
i
.  

Une artériopathie pulmonaire primaire peut survenir assez communément chez les 

patients atteints de sclérodermie systémique
i
. A l’autopsie, 65 à 80% des patients présentent 

des signes histologiques de PAH, alors que seulement moins de 10% présentent réellement 

des signes cliniques
99

. Des signes histologiques de PAH ont également été observés dans 

des cas de lupus systémiques érythémateux
i
 et d’arthrite rhumatoïde. 

1.2.1.1.4. PAH associée au virus d’immunodéficience humaine 

(HIV) ou à une hypertension portale. 

La proportion d’individus atteints par une PAH est 6 à 12 fois plus importante dans 

la population infectée par le HIV que dans la population générale
100

. L’occurrence semble 

être liée à la durée d’infection par le HIV
101

 mais comme le HIV n’infecte pas directement 

les cellules endothéliales vasculaires ou les VSMCs, les mécanismes induisant une PAH  

dans le cas d’une infection HIV restent peu clairs. 

La prévalence de la PAH est également 6 fois plus importante dans le cas d’une 

hypertension portale. Les études hémodynamiques ont estimé la prévalence de la PAH de 2 

à 6% chez ces patients et le risque augmente avec la durée de l’hypertension portale. 
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1.2.1.1.5. PAH associée à la consommation de drogues et toxines. 

L’association entre la prise d’anorexigènes
i 
 (stimulant la relâche de sérotonine et 

bloquant la reprise) et la PAH fut observée pour la première fois en Europe après 

l’augmentation de l’incidence suite à l’introduction de la molécule Aminorex fumarate
102

. 

Après le retrait de la molécule, l’incidence de la PAH est redevenue basale, mais des 

molécules structurellement reliées comme la Fenfluramine et la Dexfenfluramine ont été 

développées dans les années 1980 et leur consommation, même pendant uniquement 3 

mois, a de nouveau été associée au développement de PAH.
103

. Des études 

épidémiologiques ont également lié le développement de la PAH avec la consommation 

d’huile de colza
104

, de tryptophane
105 

(précurseur de la sérotonine) et de drogues illicites 

comme la methamphetamine
106

 et la cocaïne
107

. 

1.2.1.1.6. PAH associée a des hémoglobinopathies. 

La prévalence de la PAH chez les patients atteints de drépanocytose
i
  est évaluée 

entre 10 et 30%
108, 109

. Dans 50% des cas ou cette association est présente le taux de survie 

est de 2 ans. D’autres anémies telles que les Bêta-thalassémies
i
, les sphérocytoses 

héréditaires
i
 (maladie de Minkowski-Chauffard) ont également été associées au 

développement d’une PAH
110, 111

. 

1.2.1.1.7. PAH associée à d’autres étiologies. 

Des PHT cliniquement et histologiquement indifférenciables des PAH ont été 

observées dans environ 15% des individus présentant une télangiectasie hémorragique 

héréditaire
i112

 . Thrombocytoses
i
 , syndromes myélodysplasiques

i
 , asplénies

i 
, pathologies 

thyroïdiennes, pathologies pulmonaires veino-occlusives et d’hémangiomes capillaires 

pulmonaires peuvent également être associés à une PAH
113-115

. 

1.2.1.2. Groupe II, Hypertensions veineuses pulmonaires  

Les Hypertension veineuses pulmonaires (PHTV), qui présentent une prévalence de 

3,650/million, sont les PHT liées aux pathologies du cœur gauche : auriculaires, 

ventriculaires ou valvulaires. L’augmentation des pressions dans le ventricule gauche se 

transmet de façon rétrograde jusqu’au système veineux pulmonaire et crée une 

vasoconstriction au niveau du lit artériel pulmonaire. Ce phénotype est généralement 
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reversé par une intervention chirurgicale rétablissant la dysfonction cardiaque gauche, mais 

il existe certains cas d’hypertension pulmonaire persistante après la chirurgie
116, 117

. 

1.2.1.3. Groupe III : PHT associées à l’hypoxie.  

1.2.1.3.1. Broncho-pneumopathies chroniques obstructives  

Les Broncho-pneumopathies chroniques obstructives (Chronic obstructive 

pulmonary diseases COPD) sont un désordre du parenchyme pulmonaire et des voies 

respiratoires entrainant une ventilation limitée à l’exercice, des infections pulmonaires 

récurrentes et souvent une hypoxie et une hypercapnie. Principalement causée par la fumée 

de cigarette, la COPD est associée à des changements au niveau du réseau vasculaire 

pulmonaire comme une hyperplasie de l’intima et une diminution de la lumière des 

vaisseaux
118

. Dans 50% à 70% des cas de COPD il y a développement d’une PHT. 

Néanmoins, cette PHT est en général modérée et les traitements visent à résoudre les 

désordres liés à la COPD avant tout. Bronchodilatateurs, corticostéroïdes, thérapies anti-

inflammatoires et plus important, oxygène, sont administrés directement dans le poumon 

par inhalation. 

1.2.1.3.2. Pneumopathies interstitielles. 

Les pneumopathies interstitielles sont un groupe de désordres hétérogènes 

présentant une destruction inflammatoire ou fibrotique du parenchyme pulmonaire et 

communément associées à une PHT
119

. Par exemple, la fibrose pulmonaire idiopathique
i 

(IPF), est une forme commune de pneumopathie interstitielle dans laquelle la PHT a une 

prévalence estimée supérieure à 40%
120

. Des données récentes ont mis l’accent sur le 

manque de corrélations existant entre les fonctions et les pressions pulmonaires chez les 

patients atteints par une IPF, suggérant que des mécanismes autres que le degré de fibrose 

sont à l’origine de la PHT
120

. 

1.2.1.3.3. Troubles respiratoires du sommeil. 

Les troubles respiratoires du sommeil peuvent être associes à une PHT, notamment 

dans les cas de fréquentes et sévères hypoxémies. L’élévation des pressions est 

généralement modérée, même dans les cas d’apnée du sommeil. 
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1.2.1.4. Groupe IV : PHT post-embolie, thrombotique ou non.  

La PHT thromboembolique est causée par une obstruction de branches artérielles 

pulmonaires à la suite d’un ou de récurrents évènements emboliques sans complète 

résorption du thrombus
121

. L’augmentation subséquente des résistances vasculaires 

pulmonaires PVR  est considérée comme secondaire à une obstruction mécanique des 

artères pulmonaires proximales et au développement d’une artériopathie secondaire dans 

les petits vaisseaux pré-capillaires
122

. 

1.2.1.5. Groupe V : PHT associées à des mécanismes divers  

La sarcoïdose, souvent regroupée avec les pneumopathies interstitielles, est en fait 

une maladie inflammatoire systémique qui atteint préférentiellement les poumons, mais qui 

peut aussi atteindre n'importe quels autres organes. Généralement sans gravitée, elle guérit 

spontanément dans 80% des cas. Dans les 20 % restants, les patients développent des 

complications respiratoires menaçantes comme une PHT. La fréquence avec laquelle la 

PHT complique la sarcoïdose augmente avec la sévérité de la maladie 
123

. 

1.2.2. Défaillance du cœur droit. 

L’augmentation des pressions pulmonaires est la caractéristique distinctive des 

PHT. Néanmoins, cette montée de pression n’a qu’un modeste impact sur le pronostic vital 

des patients. En réalité, ce pronostic dépend de la capacité du cœur droit à gérer cette 

augmentation de pression
124, 125

. 

De manière fonctionnelle, le RV pompe le même volume que le LV mais en 

utilisant 75 % moins de force que le LV du fait des faibles résistances que présente la 

circulation pulmonaire. De ce fait, la paroi libre du RV est plus fine et plus élastique que 

celle du LV. Selon la loi de Laplace, dans une sphère à fine paroi, l’augmentation de la 

pression accroît le stress au niveau de la paroi, à moins que l’épaisseur de cette paroi soit 

augmentée ou que le rayon interne de cette chambre soit réduit. Lorsque la pression, les 

résistances pulmonaires et la post-charge augmentent, des changements morphologiques et 

fonctionnels s’opèrent donc au niveau du RV
126

 selon cette même loi, car il doit augmenter 

sa force pour compenser. 
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1.2.2.1. Hypertrophie 

L’augmentation de la post-charge est principalement à l’origine d’une synthèse 

protéique et d’une augmentation de la taille des cellules par addition de sarcomères qui va 

amener à une hypertrophie ventriculaire droite. La synthèse protéique au niveau des 

cardiomyocytes est directement induite par l’étirement et des influences autocrines, 

paracrine et neuro-hormonales. D’une part, l’augmentation de la post-charge est ressentie 

par les intégrines, des hétérodimères transmembranaires présentant des attachements avec 

la matrice extracellulaire (Extracellular Matrix ECM) et le cytosquelette, et permettant de 

convertir le signal mécanique reçu en un signal intracellulaire chimique. Ce signal 

intervient dans la synthèse de protéines contractiles et impliquées dans la signalisation 

autocrine et paracrine
127, 128

. D’autre part, des canaux ioniques sensibles à l’étirement 

présents sur les myoblastes, les fibroblastes et les cellules endotheliales
129

 sont également à 

l’origine d’une augmentation de l’expression protéique
130

. L’angiogénèse est un élément 

clé associé à la prolifération/croissance des cardiomyocytes qui est secondaire à 

l’augmentation des pressions. 

1.2.2.2. Défauts contractiles. 

Dans le RV normal adulte, la composition en chaine lourde de myosine (Myosine 

Heavy Chain (MHC) est de environ 30% de la forme alpha (MHC-α) et le reste de la forme 

bêta (MHC-β). La défaillance cardiaque droite associée à une PAH est accompagnée d’une 

réduction de 5% de MHC-α
131

. Du fait que cette forme MHC-α a une activité adénosine 

triphosphatase plus importante que la MHC-β, sa disparition dans la défaillance RV se 

traduit par une diminution significative de la fonction systolique
132

. Les protéines 

régulatrices comme la Troponine et la Tropomyosine, peuvent aussi être impliquées dans la 

baisse des performances contractiles. Par exemple, la phosphorylation de la Troponine T 

par la Protéine kinase C inhibe l’association de la Troponine T sur la Tropomyosine et peut 

contribuer à une diminution de l’activité triphosphatase. 

1.2.2.3. Dilatation 

De façon à compenser la diminution de la fraction de raccourcissement (différence 

entre le diamètre ventriculaire en diastole et le diamètre en systole, rapporté au diamètre en 

diastole) et pour maintenir le volume cardiaque, le RV se dilate et augmente sa pré-charge. 
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La progression des dysfonctions contractiles est associée à une défaillance du RV qui 

présente alors des pressions de remplissage hautes, une dysfonction diastolique et un débit 

cardiaque réduit. Par hypertrophie et dilatation, le RV devient progressivement plus 

sphérique
133, 134

, la paroi libre est stressée du fait d’un épaississement non proportionnel
135

. 

1.2.2.4. Défaillance 

Les mécanismes exacts menant à la défaillance du RV chez les patients avec une 

PAH ne sont pas encore complètement compris. Plusieurs mécanismes ont été proposés : 

ischémie
i
, dysfonctions des cellules microvasculaires endothéliales, apoptose des myocytes. 

Il est encore considéré que les principes et concepts appliqués au LV peuvent également 

être appliqués au RV. Toutefois, le RV répond de façon sous-obtimale à une augmentation 

de la post-charge en comparaison du LV. En effet, la défaillance du RV peut apparaître en 

seulement 3 à 5 ans chez des patients atteints par une PAH, alors qu’un patient présentant 

une hypertension systémique peut vivre des dizaines d’années sans symptômes prédisant 

une réponse mal adaptative du LV. De plus, il existe de nombreuses différences entre le RV 

et le LV notamment embryologiques
136, 137

. Le métabolisme énergétique
138

 et l’expression 

génique
139

 en réponse à l’augmentation de la post-charge sont également différents entre les 

deux compartiments. Ceci suggère donc que les mécanismes moléculaires impliqués dans 

la réponse mal adaptative du RV secondaire à une augmentation de la post-charge sont 

différents de ceux impliqués dans la réponse du LV. 

Le RV est soumis à de nombreux changements morphologiques après la naissance. 

En effet, chez le fœtus, il existe un flux entre le cœur droit et gauche à travers le foramen 

ovale et les pressions dans la PA et l’aorte sont égales du fait de la présence du canal 

artériel (les poumons au stade fœtal n'ont pas encore de fonction d'échange gazeux, le sang 

de l’artère pulmonaire retourne alors vers l'aorte par le canal artériel, est réoxygéné par le 

placenta via les artères ombilicales et retourne au fœtus par la veine ombilicale). 

L’épaisseur des parois libres du RV et LV, ainsi que leurs forces, sont également similaires. 

Le RV est donc naturellement hypertrophié à la naissance, et cette hypertrophie régresse 

avec la disparition du canal artériel et la mise en place de la circulation pulmonaire
140

. Dans 

le cas de cardiopathie congénitale, ce stade fœtal d’hypertrophie du RV ne régresse pas car 

les pressions sont maintenues élevées. Dans ce cas aussi, la défaillance peut apparaître très 

tardivement, après des années
141, 142

. Ceci suggère donc que les mécanismes moléculaires 
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impliqués dans la réponse mal adaptative du RV sont également différents de ceux observés 

au cours du développement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1- 7: Schéma de la progression théorique de la maladie vasculaire et du subséquent effet 
sur la fonction du ventricule droit RV. Champion et al. Circulation 2009143. 

Panel du haut: RV en condition physiologique (débit cardiaque Q, post-charge et perfusion 

normaux). Panel du milieu : RV hypertrophie, stade clinique de compensation. Le Q est préservé et 

l’hémodynamique est minimalement affectée, mais la masse du RV, les résistances vasculaires PVR sont très 

fortement augmentées et la compliance et la perfusion des poumons sont diminuées. Panel du bas : 

remodelage vasculaire sévère associé a une défaillance du RV. Le Q est diminué du fait de la défaillance de la 

pompe cœur, les PVR et la perfusion continuent à décroître. 
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1.2.3. Réversibilités des PHT 

Dans le cas des PHT d’origines connues ou secondaires, le traitement du problème 

initial ayant déclenché la PHT permet en général de diminuer les pressions et de rétablir un 

phénotype normal. 

Dans des cas de COPD chez des fumeurs de longue date, un sevrage tabagique peut 

être utile pour diminuer les pressions pulmonaires. Dans les cas d’apnées du sommeil, qui 

touchent des personnes de surpoids, un amaigrissement et le recours à la ventilation 

nocturne donnent de bons résultats. Dans d’autres cas le recours à la chirurgie est 

indispensable, mais suffisant à l’amélioration de la PHT. Chez les patients présentant une 

PAH associée à une cardiopathie congénitale de type shunt gauche-droit, une réparation 

chirurgicale extrêmement tôt dans la vie évitera la progression des lésions vasculaires 

pulmonaires et permettra une guérison complète. De même, dans le cas des PHT 

thromboemboliques (groupe IV), la chirurgie par endartériectomie pulmonaire est reconnue 

comme le traitement standard pour la majorité des patients. La procédure consiste à retirer 

les tissus fibreux qui obstruent les PAs et elle est accompagnée d’un arrêt de la circulation 

et d’une hypothermie prolongée. Dans de nombreux cas il y a restauration complète ou 

presque de l’hémodynamiques pulmonaires.  

Néanmoins, dans de nombreux autres cas il n’y a pas possibilité de corriger le 

problème initial, le patients est inopérable, une PHT persistante ou une vasculopathie 

secondaire peuvent être des complications observées après chirurgie
144

. Dans ces cas, les 

interventions thérapeutiques appliquées aux PAH peuvent être bénéfiques
145-148

. Aussi, 

l’amélioration des thérapeutiques PAH est essentielle. 

1.3. Diagnostic clinique. 

1.3.1. Présentation clinique 

Les symptômes de la PAH ne sont pas spécifiques et peuvent inclure pour 

symptôme principal une dyspnée d’effort en lien avec l’insuffisance cardiaque droite. 

Fatigue, faiblesse, angine de poitrine, syncope et distension abdominale peuvent être 

observés. La dysfonction du cœur droit peut également se traduire par des œdèmes des 

membres inférieurs.  
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L'examen clinique doit rechercher des signes d'insuffisance ventriculaire droite qui 

se manifestent par une Hépatomégalie. La biologie standard est classiquement normale. Les 

anomalies qui peuvent cependant être retrouvées ne sont pas spécifiques : baisse du nombre 

de plaquettes (thrombopénie) et anémie modérée, insuffisance rénale, anomalies du bilan 

hépatique, taux de prothrombine spontanément bas. Une recherche d'auto-anticorps sera 

effectuée afin de rechercher une maladie auto-immune. 

1.3.2. Classification fonctionnelle de l’insuffisance cardiaque. 

La sévérité de l’insuffisance cardiaque est cotée selon la classification fonctionnelle 

NYHA (New York Heart Association): 

 Classe I : l'activité physique n’est pas limitée, les activités physiques habituelles ne 

provoquent pas de troubles.  

 Classe II : l'activité physique est légèrement limitée mais l’individu est  

asymptomatique au repos. Les activités physiques habituelles provoquent une dyspnée, une 

fatigue ou des douleurs thoraciques.  

 Classe III : l'activité physique est limitée de façon marquée mais l’individu reste  

asymptomatique au repos. Une activité moins intense que l'activité quotidienne induit une 

dyspnée ou une fatigue.  

 Classe IV : l’individu est incapable de faire le moindre effort et présente des  

manifestations d'insuffisance cardiaque droite. La dyspnée ou la fatigue peuvent être 

également présentes au repos. 

Cette classification comporte des limites, elle est clairement subjective, fondée sur 

un interrogatoire peu standardisé. De plus les patients limitant eux-mêmes leur activité de 

façon spontanée, ils sous estiment souvent leur handicap fonctionnel. Néanmoins, cette 

classification reste largement utilisée en pratique quotidienne.   

 

1.3.3. Mesures non invasives de diagnostic 

1.3.3.1. Test à l’effort. 

Parce que la dyspnée d’effort est le principal symptôme de la PAH, l’évaluation de 

ces paramètres au niveau clinique est capitale. Le test de 6 minutes de marche 6MWT (6 

minutes walk test) sert a évaluer la tolérance respiratoire et cardiaque des patients à l’effort. 

Il mesure la distance qu’un individu est capable de marcher pendant 6 minutes, le plus 
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rapidement possible, sur une surface plane. Des études ont montré que ce test a une valeur 

de pronostique
149

 et il est utilisé non seulement pour le diagnostic clinique mais également 

pour l’évaluation de l’efficacité des molécules en phase clinique. Le 6MWT est plutôt 

utilisé chez des patients à un stade avancé de la maladie. Chez les patients 

asymptomatiques ou à un stade peu avancé, une épreuve d’effort plus classique est utilisée,  

demandant à fournir un effort maximal sur tapis ou vélo. Il peut être demandé 

communément au patient de réaliser des paliers de 3 minutes sur tapis roulant selon de 

protocole décrit par Bruce en 1974
150

. Pour une mesure plus sensible des performances 

cardio-vasculaires, un protocole de progression rapide (1 min par palier) couplé avec 

l’analyse des gaz respiratoires peut être envisagé. 

1.3.3.2. Electrocardiogramme. 

L'électrocardiogramme ECG peut à la fois suggérer ou confirmer un diagnostic PHT  

en montrant des signes d'hypertrophie du ventricule droit et de l'oreillette droite. Une 

hypertrophie du RV est présente sur l’ECG dans 87% des cas de PAH idiopathique
100

. 

1.3.3.3. Radiographie thoracique 

La radiographie  pulmonaire est anormale dans la majorité des cas (90%)
100

. Elle va 

alors montrer une augmentation de la taille de la silhouette cardiaque (cardiomégalie) et 

une augmentation du volume du diamètre des troncs artériels pulmonaires et des artères 

pulmonaires proximales. 

 

1.3.3.4. Echocardiographie Doppler 

L'évaluation de la fonction ventriculaire droite peut être mesurée par 

échocardiographie qui est de ce fait le principal outil de diagnostique. La dimension du 

cœur droit (ventricule et oreillette) en systole et diastole peut être observée. Les anomalies 

morphologiques, la cinétique, le degré de dilatation et d'hypertrophie du RV sont 

visualisables. L'échocardiographie fournit également de nombreux paramètres appréciant la 

fonction contractile et éjectionnelle du RV par mesure de : 

 La fraction de raccourcissement
151

 de surface qui se calcule à partir des surfaces 

télédiastoliques et télésystoliques du RV,  
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 L'amplitude de l'excursion systolique de la portion latérale de l'anneau tricuspide 

qui est normalement de l'ordre de 20 mm
152

. 

 L’index Tei
153

, calculé par la somme des temps isovolumiques de contractions et 

relaxation divisé par le temps d’éjection, est un index de la fonction globale du RV à la fois 

systolique et diastolique et semble être prédictif du pronostic
154, 155

. 

 La dP/dt peut être calculée à partir du flux d'insuffisance tricuspide en mesurant la 

différence de pression et de temps entre les vitesses de 0 et 2 m/s
156

. La valeur normale est 

supérieure à 400 mmHg/s. 

 La vélocité de l'onde S
157

 : la vitesse de déplacement systolique de l'anneau 

tricuspide latéral est normalement de l'ordre de 15 cm/s. Sa diminution en deçà de 11 cm/s 

est considérée comme le témoin d'une altération de la fonction LV. 

 La vélocité et l’accélération de l'onde présystolique
158

 enregistrée en Doppler 

tissulaire à l'anneau tricuspide, juste avant l'onde S, semblent être des paramètres 

intéressants de fonction ventriculaire droite et seraient relativement peu sensibles aux 

variations de conditions de charge. Les valeurs normales sont de l'ordre de 13 cm/s pour la 

vélocité max et de 3 m/s2 pour l'accélération. 

 Le pic de strain systolique
159

 du RV est un paramètre de déformation myocardique 

qui peut être mesuré soit à partir du Doppler tissulaire, soit à partir du 2D speckle tracking. 

Une diminution de cet index en deçà de 20% serait en faveur d'une dysfonction VD. 

 L'échographie 3D
160

 en temps réel permet une acquisition centrée sur le coeur droit. 

Sous réserve d'une qualité suffisante de détection des parois ventriculaires, notamment de la 

paroi antérieure, et avec l'aide de logiciels adaptés à la morphologie du VD, elle permet de 

mesurer les volumes et de calculer la fraction d'éjection du VD. 

L’évaluation de la PAP systolique
161, 162

 s'estime classiquement à partir de la 

vélocité du flux d'insuffisance tricuspide la vitesse ou de la vélocité de régurgitation 

tricuspidienne (à travers la valve séparant l'oreillette droite et le ventricule droit) qui lui est 

proportionnelle
163, 164

.. En cas d'absence d'insuffisance tricuspide, ou de mauvaise qualité 

du flux, l'étude du temps d'accélération pulmonaire (PAAT, Pulmonary Artery Acceleration 
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Time). Dans une étude menée par Lanzarini et al., un PAAT< 93 msec a permis d’identifier 

67.4% des patients avec une PAH
165

. 

L’évaluation des PVR peut être approchée en échographie
163, 166

 par le rapport de la 

vitesse maximale de l'insuffisance tricuspide sur l'intégrale temps-vélocité du flux 

pulmonaire antérograde, dont la valeur normale est inférieure à 0,2. 

1.3.3.5. Imagerie à résonance magnétique. 

L’utilisation de l’imagerie cardiaque à résonance magnétique (MRI) pour le 

diagnostique et le suivit des maladies cardio-vasculaires est maintenant bien établie. La 

MRI permet une évaluation directe de la taille du RV, de sa morphologie et de sa fonction
91

 

avec un haut niveau de reproductibilité
167, 168

. L’imagerie cardiaque MRI sur patients 

présentant des RVs avec des fonctions sévèrement altérées a révélé que des paramètres tels 

que le RV EDV, le LV EDV, et le volume cardiaque, peuvent être des facteurs 

indépendants de prédiction de la défaillance cardiaque droite et de la survie
169

. La MRI 

permet également d’accéder à la morphologie de la PA et de mesurer son élasticité par 

observation des changements de l’aire transversale. Cette mesure a également été 

démontrée comme prédictive de la survie dans une cohorte de 86 patients PAH
170

. Le 

diamètre de la PA principale et des PAs droite et gauche, mesurés par MRI, corrèlent de 

façon importante avec les valeurs obtenues avec les angiogrammes pulmonaires 

conventionnels
171

. L’utilisation d’agents de contraste comme le gadolinium permet 

également la visualisation du flux sanguin et de sa vélocité. De façon similaire à 

l’échocardiographie, la MRI avec contraste permet de calculer divers paramètres, comme la 

régurgitation tricuspidienne, qui permettent une évaluation des PVR. Aussi, des 

informations sur l’épaississement de la paroi des vaisseaux, le rétrécissement de la lumière 

et la dilatation peuvent être obtenues
171

. De récentes avancées permettent également de 

quantifier la perfusion pulmonaire et donc de visualiser clairement la diminution de la 

perfusion chez les patients atteints
172

. Cette technique, qui n’utilise pas de radiations, peut 

donc évaluer l’efficacité d’un traitement par un suivit « avant/après » des patients. 

 

 

1.3.3.6. Biomarqueurs. 
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Actuellement, la classe fonctionnelle déterminée par le classement de la NYHA, le 

6MWT, les données hémodynamiques d’échocardiographie et de cathérisation droite 

permettent une réelle évaluation du pronostic vital des patients atteints de PAH. Il existe 

quelques biomarqueurs dont la mesure, moins invasive, informe le médecin de l’évolution 

de la pathologie.  

1.3.3.6.1. Taux de vasodilatateurs/vasoconstricteurs. 

Se présentant sous forme gazeuse, le NO peut être mesuré dans l’air expiré. Cette 

mesure peut également se faire de façon indirecte par le dosage du cGMP plasmatique, qui 

reflète de l’activité de la NO synthase. Ces analyses ne sont toutefois pas disponibles en 

clinique.  

La concentration de l’inhibiteur des NO synthases : asymmetrical 

dimethylarginine
173

, est également le reflet de la dysfonction endothéliale. Il est considéré 

comme un facteur de pronostic pour des pathologies athéromateuses et pourrait également 

être dosé pour la PAH
174

. 

L’ET-1 fait partie des facteurs circulants retrouvés augmentés dans le plasma chez 

les patients atteints de PAH (0.95 0.52fmol/ml dans l’artère pulmonaire)
175-177

. Toutefois, 

l’ET-1 possède une demi-vie très courte, de quelques minutes, ce qui complique sa mesure. 

Son taux peut aussi varier en fonction d’autres données hémodynamiques comme 

l’hypertension systémique ce qui rend sa mesure peu spécifique à la PAH.  

1.3.3.6.2. Le BNP « Brain natriuretic peptide ». 

Le BNP est une hormone naturellement produite par les oreillettes, et produite par le 

myocarde ventriculaire en cas de remodelage cardiaque. Le BNP est synthétisé sous forme 

de précurseur proBNP qui sera clivé dans le sang (en N ou C terminal) par la corin. Ainsi, 

le N-terminal prohormone (NT-proBNP), clivé en N-terminal, est également un marqueur 

de dysfonction ventriculaire. Ce dernier possède une demi-vie plus longue que le BNP. Il 

est donc plus facilement mesurable par immunoluminescence
178

. On estime le taux de BNP 

normal pour un jeune adulte <25pg/mL et de NT-proBNP<70pg/mL 
179

. Le BNP joue un 

rôle important dans l’homéostasie cardiovasculaire, le tonus vasculaire, la perméabilité 

endothéliale et le volume sanguin
180

. Il présente également un effet pro-inflammatoire, 
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composante retrouvée dans la PAH
180

. Il a été montré que les taux élevés de BNP/NT-

proBNP mesurés pouvaient corréler avec la classe WHO
181

, les données hémodynamiques, 

les pressions et le Q
182

, ou encore le 6MWT
183

. Une amélioration des fonctions 

hémodynamiques entraîne une diminution des niveaux de BNP
182, 184

. Il a été également 

décrit que la deterioration du RV est corrélé à une montée des niveaux de BNP/NT-

proBNP
185-188

. Cette élévation survient cependant à un stade tardif de la maladie. Le 

BNP/NT-proBNP reste un des seuls biomarqueurs sanguins actuellement utilisés chez les 

patients atteints de PAH. 

La Troponine T cardiaque (cTnT) fait également partie des marqueurs connus pour 

indiquer la sévérité de la PAH. Marqueur spécifique en cas de lésion des cardiomyocytes, 

elle est détectable lors du remodelage ventriculaire. Cependant, la cTnT qui n’est détectable 

que chez une minorité de patients, reste un marqueur très tardif et non spécifique de la PAH 

puisqu’elle permet également le diagnostic de syndromes coronariens aigus. 

1.3.3.6.3. Marqueur du métabolisme oxydatif 

Par une augmentation du métabolisme oxydatif, notamment observé dans la PAH, la 

production d’acide urique est augmentée. Ce dernier est connu comme un facteur de risque 

de mortalité dans les problèmes cardiaques. Egalement augmenté dans le sérum de patients 

avec une PAH idiopathique, sa concentration est corrélée aux résistances vasculaires 

pulmonaires
182

. Cependant, l’acide urique est élevé dans diverses conditions et sa mesure 

demeure peu discriminative. 

1.3.3.6.4. Cytokines/Interleukines 

De façon très récente, la GDF-15 (Growth differentiation factor-15), faisant partie 

de la familles des cytokines TGF-β, a été montrée comme pouvant pronostiquer la survie 

des patients dans la PAH
189

. En effet, la concentration plasmatique de la GDF-15, 

normalement faible chez l’individu sain, peut-être très fortement augmentée dans des 

pathologies telles que l’embolie pulmonaire et l’insuffisance cardiaque gauche. Nickel et al. 

ont montré lors d’une étude sur des patients présentant une PAH idiopathique, qu’il existe 

une corrélation entre le niveau de GDF-15, le test de marche de 6 minutes et les données 

hémodynamiques telles que la pression auriculaire droite. Une importante concentration de 
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GDF-15 correspond à un mauvais pronostic de survie chez la moitié des patients PAH
189

. 

Toutefois, le dosage de GDF-15 n’est pas corrélé à la PAP moyenne laissant entrevoir les 

limites de ce biomarqueur. 

Plus récemment, il a été démontré qu’il existe une relation entre le taux circulant de 

cytokines pro-inflammatoires et le potentiel de survie des patients. Les patients présentant 

une HTAP ont des taux d’IL-1β, -2, -4 -6 -8 -10 et -12p70 supérieurs par rapport aux 

patients contrôles. Les niveaux  d’IL-6, -8, -10 et -12p70 ont été décrits comme pouvant 

prédire la survie, de façon supérieure aux traditionnels marqueurs comme le test de marche 

de 6 minutes. Toutefois, ils ne sont pas encore utilisés cliniquement. 

1.3.4. Mesure invasive: la cathétérisme droit 

Tous les patients suspectés d’avoir une PAH après une évaluation non invasive sont 

soumis à un cathétérisme droit avant que toute thérapie soit proposée. La procédure 

consiste en l'introduction d'un cathéter sous contrôle radiologique dans l'artère pulmonaire 

dans le but de déterminer la PAP, les PVR et le débit Q. Le cathétérisme droit permet 

également d'évaluer l'évolution de la pression pulmonaire après administration de produits 

potentiellement vasodilatateurs (monoxyde d'azote ou adénosine), permettant d'anticiper la 

réponse à certains médicaments. Cette mesure reste la meilleure solution pour obtenir des 

données hémodynamiques dans la PHT. Néanmoins, cette mesure se fait sur des patients au 

repos et ne reflète donc pas la véritable étendue des données hémodynamiques. 

1.4. Traitements 

1.4.1. Prise en charge des patients aujourd’hui. 

1.4.1.1. Traitements de base 

Un traitement anticoagulant est recommandé dans la plupart des cas, avec une 

amélioration de la survie. Il s’agit principalement d’une mesure de prévention visant à 

protéger les poumons contre le risque d’apparition de caillots de sang qui pourraient freiner 

encore plus la circulation sanguine dans les poumons. Des antidiurétiques sont conseillés si 

il y présence d’œdèmes dans les membres inférieurs ou d’enflure. L’oxygénothérapie qui 

consiste à respirer de l’oxygène, est conseillée aux personnes dont l’oxygénation du sang 
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est perturbée. En effet, elle permet au sang d’être aéré de façon plus efficace qu’avec l’air 

extérieur.  

1.4.1.2. Les autres traitements pouvant être proposés en plus du 

traitement de base. 

1.4.1.2.1. Bloqueurs calciques 

 Les inhibiteurs calciques ne sont actifs que dans moins de 10% des formes 

primitives. La réponse à ce type de médicament peut néanmoins être estimée par un test de 

vasodilatation au cours du cathétérisme droit. Pour ses patients réactifs, Nifedipine et 

Diltiazem peuvent permettre une amélioration des paramètres hémodynamiques et de la 

survie
36, 190

. 

1.4.1.2.2. Prostacyclines et analogues.  

 L’Epoprosténol est le premier analogue des prostacyclines approuvé pour le 

traitement de la PAH. Cette molécule a une demi-vie très courte de 3 à 5 minutes et 

demande donc à être injectée directement dans les veines en perfusion continue 24 heures 

sur 24. Les études réalisées principalement avec des patients avec une PAH ou une PHT 

associée à une maladie des tissus conjonctifs, ont démontré une amélioration des 

symptômes, de la capacité à l’exercice (mesurée par le 6MWD), une diminution des PAPs 

et des PVRs
191-193

. Les études à long terme ont évalué une amélioration de la survie chez les 

patients PAH en comparaison des données contrôles historiques, 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%)
194, 195

. Communément, la dose de 

départ est de 2 à 4ng/kg/min et cette dose est ajustée en fonction des symptômes et des 

effets secondaires observés. La plupart des experts pensent que le dosage optimal pour une 

monothérapie chronique est entre 25 et 40ng/kg/min. Les effets secondaires les plus 

courants sont des maux de tête, des diarrhées, des douleurs articulaires, des rougeurs et des 

douleurs aux mâchoires lors de la mastication
195

. 

L’Iloprost est un analogue stable de la prostacycline, sa demi-vie est 10 fois 

supérieure à l’époprostenol, soit entre 20 et 30 min. Dans une large étude sur 203 patients 

atteint d’une sévère PAH ou d’une PHT thromboembolique, 6 à 9 inhalations (2.5 a 5μg) 

par jour d’Iloprost améliorent le 6MWT de 10%, et une amélioration significative des 

paramètres hémodynamiques est observable après 12 semaines
196

. Une étude à long terme 
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sur 63 patients publiée récemment a montré que la survie à 2 ans sous Iloprost (6 à 9 

inhalation de 4 μg par jour) est de 83% alors que la survie prédite est de 63%
197

. Les effets 

secondaires les plus fréquents sont une toux prononcée et une hypotension systémique. 

1.4.1.2.3. Inhibiteurs de la voie ET-1 

Le Bosentan est le premier antagoniste des récepteurs à l’endothéline à avoir été 

développé et mis sur le marché. Administré par voie orale, ce traitement a démontré un 

bénéfice clinique significatif dans une étude de 169 patients atteints de PAH idiopathique 

suivit sur 2 ans. La survie à un an sous Bosentan a été évaluée à 97% dans cette cohorte, et 

89% à 2 ans (contre les 69% et 57% prédits)
198

. Globalement, la tolérance du Bosentan est 

satisfaisante. Les effets indésirables survenant de façon plus fréquente sont : des céphalées, 

des bouffées de chaleur, des anomalies de la fonction hépatique, des œdèmes des membres 

inférieurs et parfois de l’anémie.   

1.4.1.2.4. Inhibiteurs de la PDE-5 

Le Sildénafil est un inhibiteur de la PDE5, utilisé précédemment pour les 

dysfonctions érectiles. L’étude SUPER-1 (Sildenafil Use in Pulmonary Arterial 

Hypertension) réalisée sur 278 patients avec une PAH, une PHT associée a une maladie des 

tissus conjonctifs ou une PHT persistance après chirurgie d’un shunt gauche-droit sur 12 

semaines, a révélé une amélioration du 6MWT et une diminution des PAPs chez les 

patients traités au Sildénafil (20, 40, or 80 mg, 3 fois par jour) en comparaison des patients 

ayant reçu le placebo. Une étude à long terme sur 222 patients ayant complété une année de 

traitement au Sildenafil (80mg, 3 fois par jour) en monothérapie a montré une amélioration 

soutenue dans le 6MWT
199, 200

. Les effets secondaires le plus fréquemment observés sont : 

maux de tête, malaises d’estomac, rougeur du visage, maux de dos, troubles de la vision, 

diarrhée et saignements de nez. 

1.4.2. Actuellement en phase clinique 

1.4.2.1. Activateurs de la Guanylate Cyclase. 

Des agents stimulants la GC, comme le YC-1 et le BAY 420-2272 augmentent la 

sensibilité de l’enzymes vis a vis des faibles taux de NO alors que les activateurs de la GC 

tel que BAY-58-2667 jouent préférentiellement sur l’enzyme oxydée ou l’hème libre, lui 

donnant la capacité d’induire une vasodilatation en absence de NO. Riociguat et 
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Cinaciguat, deux stimulateurs de la GC ont été testés dans des phases cliniques avec des 

contrôles placebo et ont été bien toléré par les patients. Une administration aiguë de 

Riociguat en phase clinique 2 a été décrite comme associée à une amélioration des 

paramètres hémodynamiques, de l’index cardiaque et de la capacité à l’exercice chez 4 

patients présentant une PHT modérée à sévère (incluant PAH, PHT thromboembolique ou 

associée à une maladie des tissus interstitiels), de manière dose dépendante et de manière 

supérieure à la thérapie par inhalation de NO. 

1.4.2.2. Inhibiteurs des RTK. 

L’inhibiteur du récepteur au PDGF Imatinib a été testé sur 28 patients PAH en 

phase clinique II. Malgré une significative diminution des PVRs et une augmentation du 

débit Q, aucune amélioration du 6MWT n’a été observée par rapport aux patients traités 

avec un placebo
201

. De plus, des effets secondaires sévères ont été notés dans 39% des 

patients ayant reçu Imatinib, contre 23% des patients ayant reçu le placebo. Dans la phase 

clinique Ib pour l’inhibiteur de multiples kinase Sorafenib (ciblant des récepteurs 

angiogéniques comme le récepteur au VEGF, au PDGF et ciblant également la voie 

Ras/Raf/MEK/ERK) testé sur 12 patients PAH (déjà sous une thérapie agressive), une 

significative diminution (>5mmHg) des PAPs a été mesurée chez 4 patients malgré un 

manque global d’amélioration dans le 6MWT et une significative diminution du débit Q
202

. 

Des effets secondaires de grade 1 ont été observés, comme des diarrhées, syndrome pieds-

mains-bouche, rougeurs cutanées et alopécie. Les limites de l’utilisation des inhibiteurs 

RTK résident dans le fait qu’ils sont très peu sélectifs et qu’ils mènent à des dysfonctions 

ventriculaires, attribuables à une perte ou une dysfonctions des myocytes
203

. 

1.4.2.3. Inhibiteurs de ROCK 

Chez un petit nombre de patients PAH et PHT
204, 205

, l’inhibiteur de ROCK Fasudil 

administré en intraveineuse a montré une diminution des PVRs, associée par contre à une 

hypotension systémique. 

1.4.2.4. Première thérapie génique pour la PAH. 

En comparaison des autres maladies thoraciques comme les cancers, l’asthme, la 

fibrose kystique, la PAH est un peu en retard en ce qui concerne les applications de 

thérapies géniques. En effet, le premier essai clinique mettant en place un transfert de gène 
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a commencé en 2010
206

. Des cellules progénitrices endothéliales (EPCs) autologues 

programmées pour surexprimer la eNOS ont été administrées à des patients présentant une 

PAH idiopathique ou une PAH associée à une sclérodermie. Les données préliminaires 

montrent une modeste mais significative amélioration du 6MWT et des PAP. Néanmoins, 

étant donné qu’une thérapie aux EPC seules (sans transfert de gène) dans 2 précédents 

essais cliniques ont également montré une amélioration du 6MWT et des PVR
207

, il est 

difficile d’évaluer le réel bénéfice associé uniquement au transfert de gène additionnel.  

1.5. L’Hypertension Artérielle Pulmonaire (PAH). 

La PAH, qui réfère aux PHTs de groupe I, est multifactorielle et de nombreuses 

dysfonctions cellulaires sont à l’origine de ce syndrome menant à des artères pulmonaires 

obstruées et contractées. Ceci est suivit d’une augmentation des résistances vasculaires 

PVRs, créant une augmentation des pressions pulmonaires PAPs, à une hypertrophie 

ventriculaire droite compensatoire et finalement la décompensation cardiaque droite et le 

décès.  

1.5.1. Histologie caractéristique. 

La connaissance de l’évolution naturelle des lésions chez les patients est assez 

limitée, notamment car elle est basée sur l’examen histologique d’explants pulmonaires, de 

prélèvements post-mortem et rarement de biopsies pulmonaires chirurgicales. La PAH est 

une pan-vasculopathie qui affecte principalement les petites PAs distales
86

. De nombreuses 

anomalies artérielles peuvent être observées comme une hyperplasie de l’intima, une 

hypertrophie de la media, une prolifération de l’adventice, thrombose, inflammation et une 

artériopathie plexiforme. L’artériopathie plexiforme associe une hypertrophie de la media, 

une fibrose de l’intima, des lésions plexiformes et des thromboses organisées (Figure 1- 8). 

Dans certains cas, des lésions veineuses ou capillaires peuvent être observées en association 

aux artériopathies. 

La communauté scientifique est d’avis que l’hypertrophie de la media apparaît plus 

tôt et est plus réversible que l’apparition de lésions plexiformes. L’hypertrophie de la media 

est secondaire à l’hypertrophie et l’hyperplasie des fibres musculaires lisses et à 

l’augmentation de la matrice conjonctive et des fibres élastiques. Les lésions plexiformes 

dérivent d’une prolifération aberrante et focale des cellules endothéliales entourées de 
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myofibroblastes, de VSMCs et de ECM. Les lésions plexiformes sont décrites dans les 

PAH idiopathiques et familiales uniquement et sont donc un phénomène rare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1- 8 : Atteinte évolutive de la paroi des artères pulmonaires. Humbert. 

L’hypertrophie de la media est secondaire à l’hypertrophie et hyperplasie des fibres musculaires 

lisses et à l’augmentation de la matrice conjonctive et des fibres élastiques. Elle apparaît tôt, au stade initial et 

est une lésion réversible. Au stade avancé, l’hypertrophie de la media est associée a une hyperplasie de 

l’intima, une prolifération de l’adventice, à la présence de thromboses organisées et d’inflammation et au 

développement de liaisons plexiformes. Les lésions plexiformes dérivent d’une prolifération aberrante et 

focale des cellules endothéliales entourées de myofibroblastes, de VSMCs et de ECM. Cette étape est 

considérée comme irréversible et associée à un mauvais pronostic vital. 
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1.5.2. Modèles animaux. 

1.5.2.1. Le modèle hypoxique. 

L’induction d’une PHT chez le rat et la souris par une exposition à l’hypoxie 

chronique est un modèle très utilisé. Après 2 semaines en hypoxie (10% O2), les rats 

développent une PHT modérée, la PAP est doublée et une hypertrophie du RV est notable. 

Néanmoins, ce modèle est rarement associé à une défaillance du RV. Au niveau 

histologique, ce modèle est associé à une rapide muscularisation des petites artères 

(normalement non musculaires), le recrutement et la différenciation locale de fibroblastes, 

le recrutement de cellules mononucléaires, progénitrices et la transdifférenciation des 

cellules endothéliales en cellules mésenchymenteuses
208, 209

. La muscularisation évolue 

rapidement en hypertrophie des VSMCs
210

, probablement du fait d’une augmentation de la 

prolifération. L’inflammation semble jouer un rôle important dans le remodelage vasculaire 

associé à ce modèle, elle apparaît tôt et est persistante
211

. Chez la souris, une augmentation 

significative de la PAP est observée mais le remodelage vasculaire associé est minimal, 

moins net que chez le rat
212-214

. Il y a augmentation de la prolifération des VSMCs à un 

stade plus tardif durant l’exposition
215

, un épaississement des artères pulmonaires 

proximales avec hypertrophie de l’adventice, fibrose et diminution de la compliance
216, 217

. 

Il n’y a aucune indication dans ce modèle hypoxique de la présence de lésions plexiformes 

non réversibles. De plus, le retour à des conditions normoxiques permet la réversion totale 

de la pathologie (K.R. Stenmark, observations non publiées). Ceci est également le cas dans 

la forme humaine de la maladie associée à d’importantes altitudes, appelée aussi la maladie 

de Monge, qui est dramaticallement diminuée avec le retour a des conditions barométriques 

proches du niveau de la mer. 

LE SAVIEZ-VOUS 

Les Andes restent la grande chaîne montagneuse la plus habitée de notre planète, 

avec une population estimée à 30 millions d’habitants occupants 1.300.000km
2
. Les 

populations sont physiologiquement adaptées à ces conditions barométriques extrêmes. 

C’est une perte de l’acclimatation à l’altitude qui est a l’origine de la maladie de Monge, du 

nom du Docteur qui la décrie en 1928. 
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1.5.2.2. « Fawn-hooded rats » 

« Fawn-Hooded rats » (FHR) est le seul modèle de rat développant une PAH de 

façon spontanée. Les FHR présentent un désordre dans le stockage des plaquettes 

characterisé par une incorporation aberrante de la sérotonine dans les plaquettes. La PAH 

dans les FHR est héritée, se développe lentement au niveau de la mer mais le processus 

peut être accéléré par une exposition à l’hypoxie/altitude
218, 219

. Les FHR présentent des 

PASMC vasocontrictes et prolifératives et une production élevée de ET-1. C’est le modèle 

offrant le plus sévère spectre de PAH associée à l’hypoxie. Néanmoins, les FHR présentent 

2 désavantages majeurs. D’abord, les rats présentent également une anomalie alvéolaire et 

capillaire. Ensuite, un certain degré d’hypertension systémique est également observé alors 

que ce n’est pas une caractéristique de la maladie humaine. 

 

1.5.2.3. La monocrotaline. 

La monocrotaline est un alcaloïde présent dans la Crotalaria spectabilis. C’est une 

toxine qui est activée, métabolisée en monocrotaline pyrrole in vivo par le cytochrome P-

450 au niveau hépatique, et qui va entraîner des lésions vasculaires. Ce modèle est 

couramment utilisé pour induire une PHT chez le rat car il est très facile à mettre en place, 

par simple injection sous-cutanée ou intrapéritonéale (60mg.Kg
-1

). Les mécanismes exacts 

par lesquels l’ingestion de monocrotaline est associée au développement d’une PHT ne sont 

pas complètement connus. Néanmoins, beaucoup pensent que cette toxine endommage 

directement les cellules endothéliales
220

 car l’augmentation des PAPs et le remodelage 

vasculaire ne débutent que 2 semaines après injection
221

. D’autres études ont suggéré que 

l’augmentation des PAPs et le processus de remodelage vasculaire seraient causés par une 

précoce et dramatique accumulation de cellules inflammatoires mononucléaires dans 

l’adventice des petits vaisseaux
222

. Ce modèle est associé à une hypertrophie et des 

dysfonctions du RV, qui sont deux paramètres essentiels dans la PHT, puisque ce sont les 

principaux facteurs déterminant la survie. Cinq semaines après injection de monocrotaline, 

les pressions systoliques du RV peuvent atteindre 80mmHg et être associées à un faible 

taux de survie des rats (30%)
221

. 
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Le système de métabolisation de la crotaline par le cytochrome P450 peut différer 

entre les espèces, notamment entre les rats et les souris
223, 224

. Des méthodes de 

transformation in vitro et chimiquement de la monocrotaline en pyrrole actif ont donc été 

développés pour pouvoir outrepasser ce problème
225

. Une injection intraveineuse du 

composé actif et stabilisé dans le dimethylformamide directement dans la jugulaire est 

associée au développement d’une PHT chez la souris
226

. Ce modèle n’est pas très utilise 

dans la littérature mais il présente l’avantage, par rapport au modèle hypoxique, d’entraîner 

une défaillance cardiaque droite et donc d’être plus près du modèle humain. 

1.5.2.4. SUGEN 5416 et hypoxie. 

Taraseviciene-Stewart et ses collègues ont développé un modèle de PAH sévère de 

façon à mieux accéder à la compréhension des mécanismes impliqués dans la formation des 

liaisons plexiformes que présentent les patients avec une PAH
227

 en combinant l’hypoxie et 

une injection de SUGEN 5416, un inhibiteur du récepteur au VEGF (implique dans le 

maintien et la différenciation des cellules endothéliales). Très récemment, le modèle a 

évolué pour être obtenu par une unique injection de SUGEN 5416 (20 mg/kg) suivit par 3 

semaines d’hypoxie (10% d’O2) puis 10 à 11 semaines en normoxie
228

. Les rats 

développent une artériopathie similaire à celle présentée par les patients et qui devient de 

plus en plus grave avec le temps. Les lésions plexiformes ne se développent néanmoins que 

très tardivement à la 13 ou 14
ème

 semaine, rendant le modèle plus lourd à l’utilisation. De 

plus, dans ce modèle, les RVSPs atteignent environ 96 mmHg (vs. 21 mmHg pour les rats 

contrôles), des valeurs de pression très hautes, qui sont associés de façon surprenante qu’à 

de faibles taux de mortalité des animaux en comparaison du modèle monocrotaline ou des 

patients. Peu de données sur l’hypertrophie ventriculaire droite dans ce modèle sont 

disponibles, et les faibles taux de mortalité suggèrent que peut être la défaillance cardiaque 

droite est tardive. Ce modèle est à mon avis très intéressant pour l’étude des lésions 

plexiformes spécifiquement, et des dysfonctions endothéliales plus généralement. Dans le 

cas d’études portant sur les PASMCs comme il en est question ici, ce modèle est je pense 

moins indispensable. De plus, la présence de lésions plexiformes n’est décrite que pour les 

PAH idiopathiques et familiales, ce qui correspond à un faible pourcentage des PAH, et la 

question de l’apport de ce modèle ainsi que de l’extrapolation des résultats trouvés aux 
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autres types de PAH et autres PHT peut être posée. Une meilleure connaissance de ce 

modèle est néanmoins nécessaire et pourrait apporter de nouvelles données.  

1.5.3. Dysfonction endothéliale. 

LE SAVIEZ-VOUS 

La position exceptionnelle de l’endothélium dans la circulation sanguine fut 

reconnu dès 1954 par Rudolf Altschul
229

, un Professeur d’histologie de l’Université du 

Saskatchewan au Canada. Ce fut un chercheur hors normes et un visionnaire qui écrivit 

dans son livre : « ...the secretory function of endothelium need to be considered... there are 

reasons to accept its dysfunction in the case of degenerative vascular diseases”. 

La vasoconstriction est classiquement reconnue comme un phénomène précoce  

dans la pathogénèse de la PAH. Comme nous l’avons vu précédemment, les cellules 

endothéliales jouent un rôle prépondérant dans la sécrétion de molécules stimulatrices et 

l’état contractile des VSMCs au niveau basal est le résultat de l’équilibre entre l’influence 

de facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs. Dans la PAH, l’hypertension est induite par 

une dérégulation de cette balance qui peut être due à un excès de vasoconstricteur versus 

vasodilatateurs. Les cellules endothéliales peuvent être engagées dans une synthèse 

anormale de substances stimulatrices : 

 une baisse de monoxyde d'azote (NO) du fait d’une diminution de 

l’expression de la NO synthase endothéliale
230

  

 un excès de thromboxane A2
231

, qui stimule l’agrégation plaquettaire 

 une réduction de prostacycline par diminution de l’expression de la 

prostacycline synthase
232

. 

 une augmentation de la sécrétion d'ET-1
233

 qui contribue à la résistance 

vasculaire pulmonaire
234

. Rubens et al
175

, ont montré qu’il existait une forte corrélation 

entre la concentration d’ET-1 présente, les résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et la 

pression artérielle pulmonaire moyenne (mPAP), reflétant donc de la sévérité de la PAH. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Monoxyde_d%27azote
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thromboxane
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 Il est également possible qu’un excès de sérotonine
235

 (vasoconstricteur) soit causé 

par la prise d’anorexigènes (aminorex, fenfluramine). Ils diminuent l’assimilation de la 

sérotonine par les cellules endothéliales en interagissant avec son transporteur (5-HTT) 

et/ou inhibe son activation par la monoamine oxydase, et causent un largage massif de cette 

dernière par les plaquettes (qui présentent une activité augmentée dans la PAH).  

1.5.4. Phénotype cancéreux. 

Le paradigme cancéreux de la PAH a été décrit pour la première fois en 1998 
236

 par 

Tuder et Voelkel, qui introduisirent le concept de cellules endothéliales “quasi malignes” et 

angiogéniques
237

 au niveau des lésions plexiformes. Apres la description du « sceau » 

cancéreux par Hanahan and Weinberg en 2000 
238

, il a été plus clairement définit que les 

lésions vasculaires retrouvées dans la PAH sont gouvernées par la plupart des mécanismes 

à l’origine du développement tumoral malin: comme la persistance de voie de signalisation 

en faveur de la prolifération 
86

, l’évasion des mécanismes stimulant l’apoptose et freinant la 

croissance, et la participation des mécanismes angiogéniques. Dans une toute récente mise 

à jour de la description de ce « sceau » 
239

, Hanahan et Weinberg décrivent l’instabilité 

génomique, l’inflammation, la reprogrammation du métabolisme énergétique comme des 

caractéristiques émergeante du phénotype tumoral (Figure 1-9). Ces mécanismes 

apparaissent également régulés de façon aberrante dans les PASMCs 
83, 240-243

, augmentant 

le parallèle qui peut être fait entre PAH et cancer. De plus, il est suggéré que les propriétés 

oncogéniques et suppresseur de tumeurs de protéines et microARN, qui jouent un rôle 

capital dans le développement et le maintient du phénotype pathologique tumoral 
244

, 

auraient également un rôle dans le maintient du phénotype dans la PAH. 
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Figure 1- 9: « Sceau » du cancer décrit par Hanahan and Weinberg en 2011239. 

Mécanismes cellulaires à l’origine du développement tumoral malin. L’instabilité génomique, 

l’inflammation, la reprogrammation du métabolisme énergétique sont des caractéristiques émergeantes du 

phénotype tumoral. 

 

 

 

 

1.5.4.1. Angiogénèse 

1.5.4.1.1. Lésions plexiformes 

Dans de nombreux cas de PAH, la formation d’une structure particulière appelée 

« lésion plexiforme » est observée. Cette structure ressemble à des glomérules rénaux et 

semble refléter une croissance anormale des cellules endothéliales
245, 246

. Cela semble 
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également être associé à une réponse angiogénique vis à vis d’un stimulus local d’hypoxie 

ou d’ischémie, avec la formation de vaisseaux collatéraux par rapport aux artères obstruées.  

Des anomalies et remodelages sont observés dans les différentes structures de la 

paroi des vaisseaux et contribuent à la constriction et l’obturation des petites artères 

pulmonaires. Ces dernières, dans la PAH, sont caractérisées par une fibrose de l’intima 

(cellules endothéliales), une hypertrophie et une hyperplasie de la media du fait d’une 

augmentation du nombre de VSMCs, et une prolifération de l’adventice par production 

accrue de matrice extracellulaire. Chaque type cellulaire est donc atteint dans sa fonction.  

1.5.4.2. Instabilité génique 

1.5.4.2.1. Mutation BMPR2 

Le gène Bone morphogenetic protein receptor type 2 (BMPR2) apparaît muté dans 

les formes familiales de la maladie, entrainant des dysfonctions dans la voie de 

signalisation du Transforming Growth factor-β (TGF-β) et des changements dans les taux 

de prolifération et d’apoptose
247, 248

. Cette mutation est en effet associée à une perte de 

fonction de la voie de signalisation impliquant les suppresseurs de tumeurs SMAD 

(mothers against decapentaplegic homolog)
248, 249

, et une augmentation de la voie de 

signalisation oncogénique p38/MAPK (Mitogen-activated protein kinase)
250, 251

. 

BMPR2 est également diminué en expression dans d’autres formes de PAH, comme 

celles associées au HIV
252, 253

. Néanmoins, des études sur modèles animaux ont amené de la 

controverse. Alors qu’un modèle de souris transgéniques exprimant un transgène dominant-

négatif BMPR2 développe spontanément un certain degrés d’hypertrophie ventriculaire 

droite et d’hypertension pulmonaire
254

, une infection adénovirale exprimant un dominant 

positif de BMPR2 ne démontre pas d’amélioration de la condition dans un modèle de rat 

monocrotaline
255

. Aussi, BMPR2 ne peut être considéré comme la cause majeure de 

développement de la PAH.  

c-Src (sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog) a été décrit comme 

un partenaire de BMPR2, l’interaction avec le domaine C-terminal de BMPR2 diminuant 

son activité. La mutation BMPR2 (ou la diminution d’expression) diminue cette interaction, 

augmentant l’activation de c-Src et suggérant  un possible rôle de c-Src dans la PAH
256

.  
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1.5.4.2.2. Mutation dans le gène codant pour ALK1. 

Une mutation dans le gène de ALK1 (Activin-like kinase 1) a été détectée dans un 

groupe de patient présentant une PHT associée à une télangiectasie hémorragique 

héréditaire
i257, 258. 

Ces patients
 
présentent également, tout comme dans le cas de la mutation 

BMPR2, une altération dans la voie de signalisation SMAD. De plus des cas de PAH chez 

des enfants arborant une mutation ALK1 mais sans présence de télangiectasie ont 

également été décrits
259, 260

, suggérant que cette mutation pourrait être un facteur de risque 

indépendant pour la PAH. 

1.5.4.2.3. Polymorphismes 

Transporteur a la sérotonine 5-HTT. 

L’analyse de la séquence promotrice du gène codant pour le 5-HTT a révélé 

l’existence d’un polymorphisme au niveau d’un motif, qui, selon qu’il est long ou court, va 

réguler une vitesse de transcription rapide ou lente, respectivement
261, 262

. L’existence de ce 

polymorphisme a conduit à s’interroger sur la fréquence du génotype long chez les patients 

PAH (et PHT). Les études réalisées n’ont pas réussi a montrer que le génotype long est 

réellement un facteur de susceptibilité ou de prédisposition de la PAH
261, 263, 264

. Néanmoins 

il se pourrait que la présence de ce génotype puisse influencer la sévérité ou l’évolution de 

la maladie.  

Canaux potassiques Kv. 

L’activité des Kv est importante pour la régulation du potentiel de membrane, du 

tonus vasculaire et de la prolifération des VSMCs. Des SNPs (single-nucleotide 

polymorphisms) dans le gène KCNA5 codant pour Kv1.5 ont été identifiés chez les patients 

atteints par une PAH idiopathique
265

. Parmi ces SNPs, certains sont présents dans le 

promoteur. Ils pourraient donc altérer le site de liaison des facteurs de transcription TFs  et 

influencer la perte d’expression et d’activité des Kv1.5 dans la maladie. 

1.5.4.3. Inflammation 

Le rôle de l’inflammation dans la PAH est supporté par la présence d’auto-

anticorps, de cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-6 et d’infiltrats inflammatoires 

(macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T et B) chez les patient présentant une 
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PAH
266

. Ceci suggère que l’inflammation pourrait contribuer au développement de 

certaines formes de PAH 
267

. 

Compte tenu du fait que la PAH est associée à des maladies auto-immunes, telles 

que la sclérodermie ou la thyroïdite, il a longtemps été suggéré que l’auto-immunité est 

impliquée dans la pathogénèse de la PAH. Des auto-anticorps dirigés contre les cellules 

endothéliales et les fibroblastes ont été plus récemment détectés dans le sérum de patients 

avec une PAH idiopathique et associée à une sclérodermie
268-270

, confirmant les croyances 

ultérieures. De plus, la présence d’auto-anticorps  antinucléaires et anti-tissulaires a été très 

récemment mesurée dans les sera de patients présentant une COPD cliniquement stable
271

. 

Aussi, malgré que la PAH ne soit pas une maladie auto-immune, l’auto-immunité semble 

avoir un rôle important dans la pathogénèse de cette maladie. 

Concernant les cytokines pro-inflammatoires, une augmentation des concentrations 

en IL-1 et IL-6 a été reporté chez les patients présentant une PAH idiopathique et associée à 

une scerodermie
272, 273

.  

Des infiltrats de cellules inflammatoires, principalement composés de lymphocytes 

T et B, de macrophages et cellules dendritiques sont présents autour des artères 

pulmonaires remodelées dans les poumons des patients atteints par une PAH
274

. Les 

lymphocytes B jouent probablement un rôle majeur dans la pathogénèse de la PAH de par 

leur implication dans la présentation des antigènes, la production de cytokines, la 

différenciation des cellules T effectrices et de part leur collaboration avec les cellules 

dendritiques
275

. Une augmentation de l’activité des lymphocytes Treg et une diminution des 

cellules T cytotoxiques CD8+ a aussi été rapportée chez les patients présentant une PAH
276

. 

Ces cellules pourraient être à l’origine du contrôle de l’activité des lymphocytes B et T 

ainsi que de la fonction des cellules dendritiques
277

. Les cellules dendritiques sont des 

cellules présentatrices d’antigène qui sont également responsables de l’initiation de la 

réponse inflammatoire. Les cellules dendritiques peuvent aussi se différentier en d’autres 

types cellulaires, comme les ECs. Perro et al. ont démontré l’augmentation de la présence 

des cellules dendritiques immatures au niveau des lésions vasculaires et leur rôle dans le 

remodelage des vaisseaux pulmonaires
277

. 
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1.5.4.4. Dérégulation du métabolisme énergétique et résistance à la mort 

cellulaire dépendante des mitochondries. 

Les mitochondries sont des senseurs métaboliques qui reçoivent à tout moment les 

signaux de « santé de la cellule » et décident de la survie (production d’ATP) ou non 

(apoptose) de celle-ci
278

. Si les demandes des cellules prolifératives excèdent les apports, 

l’apoptose peut apparaître comme un moyen de préserver les réserves ou d’éviter le 

transfert des dommages causés à l’ADN par le stress oxydatif à la génération suivante. 

Aussi, la suppression de ces mécanismes apoptotiques qui dépendent des mitochondries 

peut offrir aux cellules prolifératives, un moyen de survivre indépendamment des apports et 

des dommages. 

1.5.4.4.1. Prévalence de la glycolyse 

La voie de signalisation glycolytique convertit dans le cytoplasme le glucose en 

pyruvate, avec production d’une faible quantité d’ATP. En sortie de glycolyse, le pyruvate 

peut être soit converti en lactate, soit être transféré dans la mitochondrie pour l’oxydation 

du glucose (Figure 1- 10). Pour cette dernière, le pyruvate est converti en Acétyl-CoA par 

le biais d’une enzyme, la pyruvate deshydrogénase (PDH), puis c’est l’Acétyl-CoA qui est 

introduit dans le cycle de Krebs. Il y a alors production de donneurs d’électrons NADH qui 

vont transférer les électrons au complexe I de la chaîne de transporteurs d’électrons 

(Electron transporter chain, ETC), et de donneurs FADH2 qui vont eux, transférer leurs 

électrons au complexe III. Le flux d’électrons dans la ETC entraîne la production de ROS 

et de protons, à l’origine du m négatif. L’ATP synthase utilise cette énergie, stockée 

dans le m, pour la synthèse d’ATP. Aussi, le m apparaît comme le reflet de l’activité 

de la ETC et des fonctions mitochondriales. 

Otto Warburg, Prix Nobel 1931 pour ses travaux sur la respiration cellulaire, a 

démontré que la prévalence de la glycolyse vis-à-vis de l’oxydation du glucose joue un rôle 

essentiel dans l’installation et la maintenance d’un cancer. Dans le cancer, les 

mitochondries sont hyperpolarisées (hypernégatives) et la production des ROS 

mitochondriaux est diminuée
240, 279

. Les mitochondries arborent un fonctionnement 
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modifié, leur activité est supprimée avec une prévalence pour la glycolyse vis-à-vis de 

l’oxydation du glucose. De la même façon, ce phénotype est également retrouvé dans la 

PAH
240

 et se matérialise également par une hyperpolarisation du potentiel de membrane 

mitochondriale (m), une diminution de l’activité de la  PDH et une baisse de la 

production des ROS, comme l’H2O2
280

. La ETC n’est donc pas alimentée, d’où 

l’hyperpolarisation du m et la baisse de la production de ROS. Les ROS étant également 

des activateurs des canaux potassiques Kv1.5, la baisse de leur production dans la PAH 

corrèle avec la diminution d’activité des Kv1.5. Le pyruvate, non décarboxylé en acétyl-

CoA, reste dans le cytoplasme soit pour être converti en lactate par la lactate 

déshydrogénase (LDH) avec production de NAD
+
, soit pour être utilisé dans des réactions 

anaplérotiques associées à la synthèse des acides aminés requis par les cellules 

prolifératives. Cette prévalence de la glycolyse est un signal pour la cellule qui arbore des 

caractéristiques de prolifération et de résistance à l’apoptose, en partie car les enzymes de 

la glycolyse ont également des fonctions anti-apoptotiques
281

. 

1.5.4.4.2. Apoptose dépendante des mitochondries 

Dans les situations pathologiques (à l’opposé des situations physiologiques comme 

au cours du développement), la mitochondrie est considérée comme l'organelle provoquant 

la mort cellulaire
282

.   Le phénomène de départ est l'accroissement de la perméabilité de la 

membrane externe mitochondriale pouvant aboutir à sa rupture
283

. Ce phénomène est 

produit par l'ouverture du pore non spécifique mPTP (mitochondrial permeability transition 

pore) qui va permettre à diverses substances apoptogènes d’être libérées dans le cytosol, 

dont principalement le cytochrome c, faisant normalement partie de la chaîne respiratoire, 

  et l'AIF (Apoptosis-inducing factor) (Figure 1-10). La libération de ces facteurs 

proapoptotiques va mener à l’activation d’effecteurs, les caspases et à une cascade de 

protéolyse jusqu'à l’activation de DNAses. Le mPTP est formé d'au moins 3 éléments : le 

canal anionique dépendant du voltage (Voltage-Dependent Anion Channel, VDAC),   la 

translocase ANT (Adenine Nucleotide Translocase) traversant la membrane interne et   la 

cyclophiline-D, une protéine matricielle inhibitrice de l’ouverture du pore
284-286

.   Des 

interactions spécifiques entre le mPTP et les protéines de la famille Bcl-2 régulent 

l’ouverture du pore
287

. Bax et Bak, sont essentielles pour que la perméabilité du pore soit 

déclenchée. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL ralentissent le mécanisme de 

http://www2.ulg.ac.be/cord/mito%20et%20oxygene/mitions.html#vdacanal
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déclenchement de l’apoptose et favorisent la survie de la cellule
288

.   Bad et Bid envoient 

un signal apoptotique à la mitochondrie par une interaction avec Bcl-2 et empêchant la 

fermeture du VDAC. L’Hexokinase, enzyme catalysant la première étape de la glycolyse, 

peut être transloquée sur la membrane mitochondriale où elle se fixe sur le canal anionique 

voltage dépendant (VDAC) et inhibe alors l’apoptose par blocage mécanique des facteurs 

pro-apoptotiques à l’intérieur de la membrane mitochondriale
289-291

.  

 

 

LE SAVIEZ-VOUS 

Chez les animaux, lors de la reproduction sexuée, la quasi totalité des mitochondries 

de la cellule œuf provient du gamète femelle. Des évidences montrent que les 

mitochondries paternelles entrent dans l’ooplasme au moment de la fécondation et qu’elles 

sont rapidement et spécifiquement ciblées pour la dégradation par le système ubiquitine en 

place
292

. Les raisons de cette sélection seraient évolutionnaires (sélection de l’ADN 

mitochondrial le plus fort) ou développementales (élimination de mutations). 
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Figure 1- 10: Métabolisme mitochondrial et apoptose dépendante des mitochondries. 

Lors de la glycolyse faisant intervenir des enzymes comme l’hexokinase, le glucose est converti en 

pyruvate, avec production d’une faible quantité d’ATP. En sortie de glycolyse, le pyruvate est soit converti en 

lactate, soit transféré dans la mitochondrie pour l’oxydation du glucose. Pour cette dernière, le pyruvate est 

converti en Acétyl-CoA par la pyruvate deshydrogénase (PDH). L’Acétyl-CoA qui est introduit dans le cycle 

de Krebs permet la production de donneurs d’électrons NADH, qui vont transférer leurs électrons au 

complexe I de la chaîne de transporteurs d’électrons (ETC), et de donneurs FADH2 qui vont eux, transférer 

leurs électrons au complexe III. Le flux d’électron dans la ETC entraîne la production de ROS et de protons 

qui sont à l’origine du m négatif. L’ATP synthase utilise cette énergie, stockée dans le m, pour la 

synthèse d’ATP. Aussi, le m apparaît comme le reflet de l’activité de la ETC et des fonctions 

mitochondriales. La voie métabolique et la voie apoptotique sont liées. Dans les situations pathologiques la 

mitochondrie est considérée comme l'organelle provoquant la mort cellulaire.   L'ouverture du pore non 

spécifique mPTP (mitochondrial permeability transition pore) va permettre à diverses substances apoptogènes 

d’être libérées dans le cytosol, dont principalement le cytochrome c et l’AIF (apoptotic inducible factor) qui 

vont activer les effecteurs : les caspases. Des interactions spécifiques entre le mPTP et les protéines de la 

famille Bcl-2 régulent l’ouverture du pore. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL favorisent la 

survie et donc la fermeture du pore.   Bad et Bid peuvent interagir avec Bcl-2 et empêcher sa fonction sur 

VDAC et favoriser l’apoptose. L’hexokinase peut également être transloquée sur le mPTP et empêcher son 

activité apoptotique. 
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1.5.4.4.3. Activation pseudo hypoxique de Hif-1α 

Durant la respiration normoxique, le transport d’électrons libres dans les complexes 

I et III de la ETC, résulte en la production de quelques radicaux superoxydes. Ces ROS 

sont potentiellement toxiques pour la cellule et sont rapidement convertis par la superoxyde 

dismutase-2 (SOD-2) présente dans la mitochondrie, en un second messager diffusible, le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2). L’H2O2 régule l’activité de Hif-1α (Hypoxia inducible 

factor-1α)
293

, un facteur de transcription sensible au potentiel redox, ainsi que l’ouverture et 

l’expression des Kv
294

. En conditions hypoxiques, les senseurs mitochondriaux sont altérés 

et l’expression des Kv, tels que Kv1.5 et Kv2.1 est diminuée
294, 295

. Les mitochondries des 

cellules PAH-PASMCs sont déficientes au niveau des composants de la ETC, 

particulièrement le complexe I et SOD2. Ceci résulte en une diminution de la production de 

ROS créant une pseudo-condition d’hypoxie et une activation normoxique de Hif-1α. 

1.5.4.5. Signalisation pro-proliférative 

1.5.4.5.1. Mitogènes 

Dans la PAH, les patients présentent une augmentation du taux circulant de facteurs 

de croissances comme le PDGF (platelet-derived growth factor)
296, 297

, l’EGF (Epidermal 

growth factor)
298

, de cytokines comme l’Interleukin-6 (IL-6), ou d’agonistes comme 

l’Endothelin-1 (ET-1)
297, 299, 300

. Ces facteurs agissent comme de puissants mitogènes qui 

régulent de nombreuses réponses biologiques comme la prolifération, la survie et le 

métabolisme. Ces facteurs exercent leurs effets par fixation à des récepteurs présentant une 

activité tyrosines kinase (TKRs)) ou une activité serine/thréonine kinase, et par 

transduction d’un signal mitogène, notamment par des voies de signalisation impliquant des 

oncoprotéines. Il est donc vraisemblable que ce genre d’activités oncogéniques soient 

retrouvées dans la PAH.  

1.5.4.5.2. Protéines avec activités oncogéniques et suppresseurs de 

tumeurs 

RhoA/ROCK. 

Nous avons vu précédemment que l’axe RhoA/ROCK joue un rôle particulier dans 

le maintien de l’état contractile des VSMCs. D’un autre côté, l’inhibition de RhoA/ROCK 

attenu également la prolifération des VSMCs
301

. Des études principalement menées sur des 
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fibroblastes ont montré que la signalisation via RhoA/ROCK est importante pour la 

progression en phase G1 du cycle cellulaire en réponse à des mitogènes. Ceci requiert 

l’activation des CDKs (cyclin-dependent kinases). Les CDK sont activées par liaison avec 

des cyclines, notamment la cycline D1 et inhibées par une augmentation de l’expression de 

p27
kip1

 et p21
cip1

. L’axe RhoA/ROCK est capable de réprimer p27
kip1

 et p21
cip1

, ainsi que de 

stimuler la production de cycline A
302, 303

. 

 

Nuclear Factor of activated T-cells NFAT. 

Le maintien du phénotype tumoral dans la PAH requiert l’activation du facteur de 

transcription NFAT (Nuclear factor of activated T-cells), responsable d’une partie des 

désordres associés à la PAH. L’activation de ce facteur de transcription est à l’origine de : 

 réprimer la transcription de gènes pro-apoptotique comme Kv1.5, résultant en une 

accumulation de potassium intracellulaire, une dépolarisation de la membrane des 

PASMCs, une stimulation de l’ouverture des canaux calciques voltage dépendants 

entrainant une entrée de calcium dans la cellule, stimulant la contraction et de la 

prolifération. De plus, l’augmentation de Ca
2+

 intracellulaire provoque l’inhibition de la 

voie de signalisation menant à la mort cellulaire programmée par les caspases. Archer et al, 

ont montré l’importance de Kv1.5 et Kv2.1 dans le potentiel cellulaire
304

. Cette diminution 

de l’expression des canaux potassiques dans les PAH-PASMCs maintient la 

vasoconstriction présente dans la pathologie
305

. Moins de choses sont connues concernant 

Kv2.1, mais ils semblent encore plus impliqués que Kv1.5 dans le potentiel membranaire 

des PASMCs chez le rat
304

. Il a été montré que les anorexigènes bloquent les Kv et 

notamment Kv2.1
306

. 

 activer la transcription de gènes pro-prolifératifs tels que Bcl2 qui va 

s’homodimériser et être transloqué à la membrane mitochondriale, résultant en une 

fermeture des pores mitochondriaux et une hyperpolarisation du potentiel de membrane 

mitochondriale (Ψm), piégeant les facteurs pro-apoptotiques à l’intérieur de la 

mitochondrie et entraînant la résistance à l’apoptose. 
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L’inhibition de NFAT permet de stimuler l’apoptose en restaurant les fonctions 

mitochondriales, diminuer la prolifération des PASMCs, et dans un modèle expérimental in 

vivo, de réduire les PAPs, de diminuer le remodelage vasculaire et d’augmenter la survie
307-

309
.  

MAPK 

La découverte de la mutation sur le gène BMPR2 dans la PAH a ouvert les 

investigations sur l’implication des suppresseurs de tumeurs et des oncoprotéines dans la 

pathogénèse de la maladie. En l’absence de son ligand BMP, les BMPRs forment des 

complexes hétérodimériques
310

 qui activent une réponse dépendante des SMAD, 

principalement anti-proliférative
311-314

. Par contre, lorsque le ligand BMP se fixe sur le 

récepteur, les complexes formés par le BMPR activent de façon préférentielle une réponse 

non-SMAD comme p38/MAPK
249, 315

, qui est principalement pro-proliférative et anti-

apoptotique. BMPR2 est le seul BMPR possédant un long domaine C-terminal. La délétion 

de ce domaine empêche la formation des complexes hétérodimériques, et favorise une 

signalisation BMP/SMAD
249

. La mutation BMPR2 entraîne la formation d’une protéine 

avec troncature du domaine c-terminal et est également associée à une diminution de la 

phosphorylation des intervenant SMAD1/5, diminuant la réponse SMAD et augmentant la 

réponse pro-proliférative en réponse au BMP4 avec une activation anormale de l’axe 

p38/MAPK
250, 251

.  

Il existe aussi des évidences montrant que ERK1/2 et JNK/SAPK, d’autres 

membres de la famille des MAPKs, sont régulés par les BMPs
316, 317

. De plus, l’activation 

JNK/ERK est également associée à la prolifération des PASMCs induite par la 5-HT et la 

progression du cycle cellulaire
318

, suggérant que cette voie de signalisation joue une rôle 

important dans la pathogénèse de la PAH. 

HIF-1α (Hypoxia inducible factor 1α)/p53 

Les concentrations en oxygène dans les tumeurs solides sont communément 

réduites en comparaison des tissus normaux. L’activation des mécanismes senseurs 

d’oxygène aide la cellule à s’adapter à l’apport inadéquat en oxygène. Ces mécanismes sont 

basés sur l’inhibition des protéines avec des domaines Prolyl-hydroxylase PHD). Ces 

senseurs à l’oxygène organisent une réponse adaptative à l’hypoxie et au stress oxydatif par 
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activation de HIF-1α. HIF-1α est un puissant facteur de transcription influençant 

l’expression de approximativement 1% des gènes du génome. En diminuant la 

consommation en oxygène et reprogrammant le métabolisme cellulaire, l’axe PHD/HIF-1α 

permet à la cellule de tolérer l’hypoxie et le stress oxydatif. Le problème est que cette 

réponse adaptative est également associée à la croissance cellulaire. Nous avons vu aussi 

que la PAH est associée à une activation pseudo-hypoxique de HIF-1α. 

Des suppresseurs de tumeurs et des oncogènes on été décrits comme impliqués dans 

la modulation de l’activité de HIF-1α et plus particulièrement dans la régulation de la sous 

unité α. Des suppresseurs de tumeur comme PTEN peuvent avoir un effet négatif sur le 

niveau d’expression protéique et d’activité de HIF-1α, possiblement par implication de la 

PI3 kinase
319

. A l’opposé, des oncogènes tels que Akt, Ras ou Src peuvent promouvoir son 

activité
320, 321

. D’un autre coté, certains proto-oncogènes comme les effecteurs de la voie 

MAPK c-jun et c-fos, sont eux activés par l’hypoxie
322, 323

, par un mécanisme dépendant de 

HIF-1
324

. HIF-1 communique également avec le suppresseur de tumeur p53 en hypoxie, 

qui peut être induit par p21
325

, un régulateur clé du cycle cellulaire dans les cellules 

exposées à l’hypoxie ou au stress oxydatif. Aussi HIF-1 apparaît comme un puissant 

régulateur des voies de signalisation oncogénique dans le cancer. Comme une exposition 

prolongée à l’hypoxie est suffisante pour induire une PHT, qu’il existe une activation 

normoxique de Hif-1 dans la PAH et que le stress oxydatifs est un mécanisme clé de la 

pathogénèse de la PAH
326, 327

, il est naturel de se demander quelle est l’implication des 

oncogènes et suppresseurs de tumeurs associés a Hif-1 dans la PAH.  

La surexpression de p27 a été montrée comme capable de diminuer la prolifération 

des PASMCs
328, 329

, et de prévenir une PAH induite par l’hypoxie in vivo. Comme la 

diminution de l’expression de p27 est une caractéristique  des cancers présentant une 

mutation p53, les intérêts se sont aussi portés sur le rôle de p53 dans la PAH. Les souris 

déficientes pour p53 développent une PAH plus sévère à l’hypoxie, avec des pressions 

ventriculaires plus hautes, un ratio RV/LVS plus grand et un épaississement plus important 

de la media des vaisseaux pulmonaires que les souris de type sauvage
330

. De plus ces effets 

ont été associés à une augmentation  de l’expression de HIF-1α et une perte d’expression de 

p21. Le rôle de p21 fut étudié plus en détail dans la PAH par une surexpression de p21 
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induite par un adénovirus dans un modèle de rat présentant un shunt gauche/droit. La 

surexpression de p21 dans ce modèle a été associée à une inhibition du développement de 

la PAH, confirmant un effet protecteur de p21
331

. 

 

1.5.4.5.3. miRNA avec activité oncogénique et suppresseur de 

tumeur. 

Durant les 20 dernières années, l’implication des protéines et facteurs de 

transcription a activité de suppresseurs de tumeur ou oncogènes a été étudiée et a ouvert de 

nouvelles voies d’investigation et de nouvelles perspectives thérapeutiques pour la PAH.   

Plus récemment, les micro-ARNs (miRNA) sont apparût comme une autre classe 

d’importants régulateurs des processus cellulaires. Leur expression est dérégulée dans de 

nombreux cancers et autres maladies, et ils présentent leurs propres propriétés 

oncogéniques ou de suppresseurs de tumeurs. Aussi, leur possible implication dans la PAH 

a été suggérée.  

Les miRNAs sont des petits ARNs non codants de 17 à 23 nucléotides régulant 

négativement et post-transcriptionnellement l’expression de gène. Ceci intervient par 

fixation du miRNA sur la région 3’UTR (untranslated région) d’un ARN messager 

(mRNA)
332

. Cette interaction entre le miRNA et sa cible entraîne une répression de la 

traduction par clivage, séquestration du mRNA ou bien répression ribosomale. Plus de 

1000 miRNAs ont été séquencés à ce jour dans le génome humain et il est estimé qu’ils 

régulent environ 30% de l’expression globale des gènes
332

. Les miRNAs sont transcrits par 

la polymérase 2 en un pri-miRNA non mature (Figure 1- 11). Un complexe protéique 

comportant l’endonucléase Drosha procède au clivage du pri-miRNA en pré-miRNA 

possédant une structure en tête d’épingle. Ce pré-miRNA est exporté dans le cytoplasme 

par l’exportine 5, ou il est clivé par une deuxième endonucléase, Dicer, pour générer un 

miRNA double brin. Seul le brin 5’ va être pris en charge par le complexe RISC pour être 

dirigé sur l’ARNm cible. 
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Figure 1- 11: Biosynthèse des microARNs et mécanismes de régulation post-transcriptionnelle 
de l’expression génique. 

Les miRNAs sont transcrits par la polymérase 2 en un pri-miRNA non mature. Un complexe 

protéique comportant l’endonucléase Drosha procède au clivage du pri-miRNA en pré-miRNA possédant une 

structure en tête d’épingle. Ce pré-miRNA est exporté dans le cytoplasme par l’exportine 5, ou il est clivé par 

une deuxième endonucléase, Dicer, pour générer un miRNA double brin. Seul le brin 5’ va être pris en charge 

par le complexe RISC pour être dirigé sur l’ARNm cible. Il y a fixation du miRNA sur la région 3’UTR 

(untranslated région) d’un ARN messager et répression de la traduction par clivage, séquestration du mRNA 

ou bien répression ribosomale.  
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Le rôle fondamental des miRNAs à été mis a jour suite aux observations faites après 

l’invalidation du gène Dicer chez la souris, une modification génétique létale. De plus, 

l’altération de l’expression de Dicer liée à un adénocarcinome
333

 induit une expression 

aberrante de l’ensemble des miRNAs, suggérant que la régulation post-transcriptionnelle de 

l’expression des gènes  par les miRNAs est une étape essentielle du développement fœtal et 

pathologique. Les miRNAs sont principalement logés dans les introns des unités 

transcriptionnelles codant pour des protéines (60%). Leur transcription peut être 

dépendante du promoteur du gène hôte ou d’un autre promoteur, permettant une fine 

régulation de la transcription des miRNAs. Cette régulation est similaire à celle rencontrée 

pour les gènes codant les protéines : les promoteurs sont contrôlés par des facteurs de 

transcription (transcription factors, TFs), des éléments de régulation positifs et négatifs et 

des modifications de la chromatine. Aussi, l’expression des miRNA est fortement liée à 

l’activité des TFs. L’expression de nombreux miRNAs est régulée par des TFs tels que c-

Myc, p53 et HIF-1, qui sont aberramment activés dans la plupart des cancers. Des 

évidences ont d’ailleurs montré que la dérégulation de l’activité transcriptionnelle joue un 

rôle majeur dans le profil d’expression des miRNAs dans le cancer. De nombreux exemples 

décrivent aussi une régulation réciproque de l’activité du TF par les miRNAs (et donc 

contrôlant leur propre expression) par des boucles de rétrocontrôle positives ou négatives.  

miRNAs dépendants de STAT3 

La régulation de l’expression de BMPR2 vient d’être décrite comme sous l’emprise 

des miRNAs par Brock et ses collègues 
334

. Par des analyses bioinformatiques ils ont mis à 

jour que plusieurs intervenants du regroupement de miRNAs 17/92 sont capable de lier et 

cibler BMPR2. Ce regroupement est situé dans le 3ème intron du gène C13orf25, 

transcriptionnellement regulé par STAT3 (Signal Transducer and activator of transcription 

3). Dans un modèle de cellules endothéliales d’artère pulmonaire humaine HPAECs, 

l’activation de STAT3 par une stimulation a l’IL-6 entraîne la fixation de STAT3 sur la 

région promotrice de miR-17/92 (C13orf25), augmentant la transcription du gène, 

l’expression du miRNA et diminuant finalement l’expression de BMPR2.  
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miRNAs dépendants de l’hypoxie. 

De nombreux miRNAs semblent inductibles par l’hypoxie ou par p53. miR-34a est 

décrit comme le miRNA dont l’expression est la plus significativement dépendante de p53 

dans le cancer, il est en plus relié à une induction de l’apoptose et un arrêt du cycle 

cellulaire
335, 336

. Mizuno et al. ont montré une augmentation de l’expression de miR-34a 

dans les poumons des souris sous hypoxie depuis 2 semaines. L’expression de ce miRNA 

est par contre supprimée chez les souris délétères du gène p53. Ceci suggère que miR-34a 

est régulé par l’induction hypoxique de p53 et pourrait être induit dans la voie de 

signalisation menant au remodelage vasculaire hypoxique dans les poumons
330

. miR-210 

est un des miRNAs des plus sensibles à l’hypoxie, impliqué dans la régulation de la 

réponse hypoxique des cellules tumorales et des tumeurs en croissance
337

. miR-210 est 

transcriptionnellement induit par HIF-1α et sa surexpression protège les cellules 

mammaires cancéreuses de l’apoptose induite par l’hypoxie
338

. miR-210 semble également 

jouer un rôle dans la régulation du cycle cellulaire
339

, des fonctions mitochondriales
340

 et 

d’autres facteurs associés au développement de la PAH. Néanmoins, l’expression de miR-

210 dans la PAH humaine et expérimentale PAH n’a pas été démontrée comme 

significativement dérégulée 
341, 342

.  

miRNAs dépendants BMP/SMAD.  

De façon très intéressante, Davis et al. ont montré qu’une stimulation au TGF-β ou 

aux BMPs induit rapidement l’expression de miR-21 et miR-199a dans les PASMCs. Ceci 

fait intervenir une étape post-transcriptionnelle, promouvant la transformation du pri-miR 

en pré-miR par Drosha. La translocation des R-Smads au noyau en réponse à la stimulation 

permet leur complexation avec Drosha et facilite le clivage du pri-miRNA
343

. Les auteurs 

ont identifié plus tard dans un groupe de pri-miR régulés post-transcriptionellement par la 

signalisation dépendante du TGF-β et des BMPs, une région contenant une séquence 

conservée similaire à la séquence de l’élément de liaison de SMAD. Les SMADs peuvent 

lier directement cette séquence et fournir une plateforme pour Drosha, facilitant ainsi le 

clivage des pri-miRs 
344

. Cette étude fournit un mécanisme intéressant de sélection et de 

régulation d’un groupe de miRNAs par la voie de signalisation au TGFβ/BMP. Comme la 
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signalisation BMP est altérée dans la PAH
345

, il est facilement envisageable que ce groupe  

de miRNAs soit exprimé de façon aberrante dans la PAH. 

Caruso et al. ont justement décrit une diminution de l’expression de miR-21 dans le 

modèle expérimental de PAH par injection de monocrotaline chez le rat
341

. Néanmoins, la 

régulation, les cibles et le rôle de miR-21 dans la pathogénèse de la PAH restent à être 

définis. miR-21 a été associé précédemment à une hyperplasie de l’intima
346

, et pourrait 

avoir un rôle tout particulier dans le remodelage vasculaire vu dans la PAH.  

1.5.4.6. Migration /invasion 

Le mécanisme cellulaire considéré comme l’une des différences majeure séparant le 

phénotype cellulaire acquis par les PAH-PASMCs de celui acquis par les cellules 

cancéreuses est le pouvoir métastatique. Même si les PAH-PASMCs ne sont effectivement 

pas métastatiques, il existe des similarités intéressantes entre les VSMCs qui répondent à 

une blessure ou stimulus inflammatoire et les cellules cancéreuses métastatiques. Dans les 

deux cas, la cellule répond aux facteurs environnementaux en proliférant, secrétant des 

molécules chemotactiles, en dégradant la membrane basale par sécrétion de 

métalloprotéases qui vont invalider la matrice. Le phénotype contractile des VSMCs est 

alors transformé en un phénotype dit synthétique, caractérisé par une augmentation de la 

prolifération et de la migration
347, 348

. La connaissance des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la régulation de la migration des VSMCs reste quelque peu limitée mais 

peut être déduite en partie des études réalisées sur fibroblastes. 

1.5.4.6.1. Le cycle migratoire. 

Le mécanisme de migration dépend d’un changement polarisé de la forme de la 

cellule
349

. En réponse à des signaux environnementaux, le cytosquelette d’actine et de 

myosine de la cellule adopte des changements dynamiques, générant des géométries dans 

l’espace et le temps, la cellule devenant de plate et étendue à ronde, allongée et 

multipolaire
350

. Pour migrer la VSMC a besoin de déployer des lamellipodes par 

polymérisation du cytosquelette d’actine en direction du stimulus, un événement proximal 

qui va permettre à la cellule de s’étendre (Figure 1-12). Des points de contact focaux vont 

se développer immédiatement au niveau de cette protrusion de façon à créer un attachement 

de la membrane cellulaire à la matrice extracellulaire. La myosine associée aux filaments 
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d’actine dans le corps de la cellule, génère des forces permettant la propulsion de la cellule. 

Le cytosquelette se remodèle et les structures cellulaires qui sont attachées par des 

protéines adaptatrices à ce cytosquelette se déplacent. Les points de contact présents à 

l’opposé de la protrusion se détachent par dégradation, facilitant également le déplacement. 

Les forces de tractions transmises par les points de contacts focaux à la matrice sont 

générées par activation des moteurs de myosine, via l’activation dépendante du calcium de 

la MLCK et phosphorylation de la MLC. La voie RhoA/ROCK peut également activer la 

myosine de façon indépendante du calcium. En plus des points focaux d’adhésion et du 

réarrangement des filaments d’actine, la migration cellulaire nécessite également un 

réarrangement des microtubules. Pendant la migration, le noyau de la cellule est réorienté et 

le MTOC (microtubule organizating center) reste au centre de la cellule. 

1.5.4.6.2. Migration vs invasion. 

Il existe différents types de migration en fonction de si la migration est aléatoire ou 

dirigée et s’il y a dégradation ou non de la ECM. Lorsqu’il y a dégradation de la EMC, la 

mobilité cellulaire est appelée invasion plutôt que migration et implique la formation de 

structures cellulaires différentes des lamellipodes, appelées invadopodes et podosomes où 

les métalloprotéinases de la matrice (Matrix Metalloproteinase MMP) sont activées. Que ce 

soit pour la migration ou l’invasion, la motilité cellulaire implique un réarrangement du 

cytosquelette d’actine. C’est la profiline qui active la polymérisation de l’actine à 

l’extrémité positive. La dépolymérisation de l’actine est engagée à l’extrémité négative par 

la cofiline pour limiter d’une part la longueur des filaments mais également pour la rotation 

des filaments existants (Figure 1-12). De plus lamellipodes, invadopodes et podosomes 

partagent un nombre de composants incluant les intégrines et autres protéines nécessaires 

au niveau des points focaux d’adhésions comme FAK (Focal adhésion kinase), cofiline, 

paxilline, taline et Src, entre autres (Figure 1- 12). 
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Figure 1- 12: Le cycle migratoire. 

Pour migrer la VSMC déploie des lamellipodes par polymérisation du cytosquelette d’actine en 

direction du stimulus. Des points de contact focaux vont se développer immédiatement au niveau de cette 

protrusion de façon à créer un attachement de la membrane cellulaire à la matrice extracellulaire. Il y a un 

réarrangement du cytosquelette d’actine. C’est la profiline qui active la polymérisation de l’actine à 

l’extrémité positive, alors que la cofiline dépolymérise l’actine à l’extrémité négative. De plus lamellipodes, 

invadopodes et podosomes partagent un nombre de composants incluant les intégrines et autres protéines 

nécessaires aux point focaux d’adhésions comme FAK (Focal adhésion kinase), cofiline, paxilline, taline et 

Src entre autres. La myosine associée aux filaments d’actine dans le corps de la cellule, génère des forces 

permettant la propulsion de la cellule. Le cytosquelette se remodèle et les structures cellulaires qui sont 

attachées par des protéines adaptatrices à ce cytosquelette se déplacent. Les points de contact présents à 

l’opposé de la protrusion se détachent par dégradation, facilitant également le déplacement.  
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1.5.4.6.3. Migration pathologique. 

Le phénotype migratoire des VSMCs, tout comme le phénotype prolifératif, est 

nécessaire au cours du développement et pour la réparation des lésions tissulaires en 

réponse a une lésion vasculaire. D’un autre côté, la migration pathologiques des VSMCs est 

un des facteurs majeurs amenant à la formation des plaques athérosclérotiques et à la re-

sténose vasculaire. En cas de lésion, la production de signaux par les cellules lésées active 

la migration et la prolifération des cellules voisines de façon à activer la réparation. Si ces 

signaux persistent après réparation, les VSMCs ne retrouvent pas leur phénotype contractile 

et le phénotype synthétique devient pathologique. 

1.5.4.6.4. Migration dans la PAH 

Il est assez bien caractérisé aujourd’hui que le PDGF est un puissant stimulateur de 

la migration des PASMCs
351-353

 notamment par activation de la voie ERK/MAPK. 

L’augmentation de l’expression et de l’activité de la cofiline et la profiline a également été 

décrite dans les PASMCs stimulées au PDGF et dans les PAs des rats MCT-PAH
354

. Cette 

équipe a aussi montré une implication de la LIMK2, qui est responsable de la 

phosphorylation et donc de l’activité de la cofiline. LIMK2 est une isoforme de la LIMK1, 

qui comme c-Src est capable d’interagir avec le domaine c-terminal de BMPR2
355

 résultant 

en une diminution de l’activité de LIMK1. La liaison de BMP sur BMPR2 attenue cette 

diminution d’activité, augmentant la phosphorylation de la cofilin et entrainant des 

changements dans l’organisation du cytosquelette d’actine. Ceci suggère donc que dans la 

PAH, où le signal BMP est détérioré, où BMPR2 peut être muté ou diminué en expression, 

la séquestration la LIMK1 serait levée et son activité augmentée, provoquant la 

phosphorylation de la cofilin et la réorganisation de l’actine propice a la migration. Ceci 

pourrait être aussi le cas pour LIMK2, mais ces mécanismes restent à être démontrés. 

Rabinovitch et ses collaborateurs ont également décrits qu’après stimulation au S100A4 

(appartenant à la famille des protéines se liant au calcium avec un motif main-EF) ou au 

BMP-2 la migration des PASMCs est engagée via BMPR2 et RAGE (Receptor for 

Advanced-glycation end-products)
356, 357

. De nombreuses études in vitro ont également 

démontré que l’hypoxie stimule la migration des PASMCs
358-360

, de façon dépendante ou 

indépendante de l’activation de Hif-1α. Et finalement il a aussi suggéré une régulation de la 

migration des PASMCs par la sphingosine-1 via l’implication de ROCK
361

.  
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Les thérapies actuellement approuvées comme le Bosentan, le Sildénafil ou les 

analogues des prostacyclines ont des effets vasodilatateurs et des effets 

antiprolifératifs, principalement associés à la modification des taux de calcium 

intracellulaires et à une inhibition de la prolifération dépendante du calcium. Tous ces 

traitements ont montré une amélioration de la qualité de vie des patients et de la 

survie, mais présentent aussi d’importants effets secondaires
362, 363

. De plus, étant 

donné la persistance des hauts taux de mortalité et la persistance des problèmes 

hémodynamiques chez de nombreux patients, la communauté d’expert est d’avis que 

ces traitements sont insuffisants. Aussi, l’étude des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la pathogénèse de la PAH reste essentielle.  

 

 

HYPOTHESE GENERALE. 

A l’exception des inhibiteurs des RTK, la plupart des thérapies en phase clinique 

aujourd’hui visent encore à rétablir la balance vasodilatation/vasoconstriction. Pourtant, 

certaines évidences montrent qu’il existe un parallèle entre cancer et PAH, suggérant que 

l’implication des voies de signalisation oncogéniques dans l’étiologie de la PAH est 

majeure. Nous pensons que cibler des voies de ce type aurait plusieurs avantages. D’abord, 

activées de façon inappropriée dans la circulation pulmonaire spécifiquement, aucune 

conséquence sur la circulation systémique ne devrait être associée à leur inhibition. De 

plus, il serait possible de tirer partie des essais cliniques déjà en cours pour certaines 

molécules anti-cancer. En effet, des données de tolérance pour certaines molécules 

pourraient être exploitables pour accélérer leur utilisation dans la PAH. 

 

Aussi, mon travail de Doctorat a visé à démontrer l’implication de nouvelles 

voies oncogéniques dans la PAH et de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, plus 

spécifiques et pouvant potentiellement donner de meilleurs résultats au niveau de la 

survie.  
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CHAPITRE 2: L’AXE DE SIGNALISATION 

STAT3/PIM1 JOUE UN ROLE CRUTIAL DANS 

LA PATHOGENESE DE LA PAH.  

L’INHIBITION DE PIM1, EN AVAL DE STAT3, 

ABROGE LA PAH. 
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HYPOTHESE DE TRAVAIL. 

En 2007, le laboratoire a démontré l’implication du facteur de transcription NFAT 

dans la PAH, comme étant responsable d’une partie des désordres associés à la 

pathologie
242

. Néanmoins une inhibition d’NFAT est associée à des effets secondaires 

graves (immunosuppression) du fait de l’implication d’NFAT dans la réponse immunitaire.  

Les mécanismes d’activation d’NFAT dans la PAH demeurent inconnus et 

pourraient être d’un grand intérêt thérapeutique pour une inhibition plus spécifique 

de ce facteur de transcription. Par contre il est nécessaire d’inhiber uniquement 

l’activation inappropriée de NFATc2 sans toucher à son activation constitutive qui 

physiologiquement importante et nécessaire, pour le maintient d’une bonne réponse 

immunitaire par exemple. 

Pim-1 (Provirus integration site for Moloney murine leukemia virus) est un proto-

oncogène codant une protéine serine/thréonine kinase
173

. De récents travaux montrent que 

Pim1 est capable d’induire l’activation de NFAT dans les cellules PC12 et Jurkat
364, 365

. De 

plus, la surexpression de Pim1 est liée au développement et à la progression de nombreux 

cancers en augmentant la prolifération, la survie cellulaire et la résistance à l’apoptose
366-

369
. Dans les pathologies cardio-vasculaires, il a été montré que l’activation de Pim1 dans 

les VSMCs et les cardiomyocytes augmente la prolifération par une modulation de la 

concentration calcique intracellulaire [Ca
2+

]i, la résistance à l’apoptose par une 

augmentation de Blc2 (protéine dépendante de NFAT et anti-apoptotique) et par une 

inhibition de la protéine pro-apoptotique Bad (i.e. en augmentant PS
112

-Bad)
370-372

. 

L’augmentation simultanée de BcL2 et PS
112

-Bad provoque une hyperpolarisation du 

potentiel de membrane mitochondriale, une inhibition du relargage du cytochrome c et de 

l’activation des caspases-9. L’expression de Pim1 est induite, via l’activation de la voie de 

signalisation impliquant STAT3
373

, par de nombreuses cytokines et facteurs de croissance, 

dont certains apparaissent augmentés dans le sérum des patients atteints par une PAH
374

,. 

STAT3 est un facteur de transcription activé par de nombreuses cytokines, facteurs 

de croissance ainsi que par des oncoprotéines telles que Ras ou Src
375, 376

 au niveau de 

RTKs ou de protéines tyrosines kinases non-récepteurs (Src, ERK). Parmi les nombreux 

activateurs de STAT3, plusieurs apparaissent comme des facteurs augmentés en expression 
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dans le plasma des patients atteints par une PAH. En comparaison de patients contrôles, les 

patients avec une PAH montrent, en effet, un taux circulant élevé de cytokines et 

chemokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6
272

, la monocyte chemoattractant protein 

(MCP-1
377

), RANTES
378, 379

, Tumor necrosis factor (TNF-α) , Interferon (IFN-γ)
380

, de 

facteurs de croissance tels que Platelet Derivated Growth Factor (PDGF), Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF)
 380381

, de facteurs thrombotiques comme LIGHT
382

, 

tous connus pour être des activateurs de STAT3
383-387

.  

La phosphorylation de STAT3 dans le cytoplasme conduit à sa dimérisation, à son 

transport dans le noyau et à sa fixation sur l’ADN. Les nombreux gènes cibles de STAT3 

sont impliqués dans la régulation de la prolifération, l’apoptose et la différenciation. De 

façon intéressante, des études in silico (ENCODE consortium database
388

) ont révélé la 

présence de plusieurs sites, conservés entre les espèces, de liaison des STATs sur le 3’ du 

gène codant pour Pim1. De même, plusieurs sites de liaison des STATs ont été identifiés 

dans le promoteur des trois isoformes de NFAT
389

, majoritairement impliquées dans la 

PAH
242

 (NFATc1, c2 et c3).  

Aussi nous émettons l’hypothèse que Pim1 active NFAT dans la PAH, par une 

voie de signalisation impliquant possiblement STAT3. Alors que le rôle de STAT3 

dans la PAH a été suggeré
334

, sa fonction exacte reste a être établie, de même que les 

effets de son activation sur l’expression et l’activation de Pim1 et NFAT. 
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2. The STAT3/Pim1 axis plays a critical role in the pathogenesis of 

human pulmonary arterial hypertension. 
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RESUME 

 INTRODUCTION : La PAH est une pathologie vasculaire caractérisée par une 

augmentation de la prolifération et de la résistance à l’apoptose des cellules musculaires 

lisses de l’artère pulmonaire. Le maintien de ce phénotype requiert l’activation du facteur 

de transcription NFAT. L’onco-protéine kinase Pim-1, impliquée dans la prolifération et 

la survie cellulaire, est reconnue comme un puissant activateur de NFAT. Dans le cancer 

Pim-1 est principalement activée par STAT3, un facteur de transcription lui même activé 

par des cytokines (Il-6, TNF) et des facteurs de croissance (PDGF) qui sont impliqués 

dans la pathogénèse de la PAH. Nous émettons donc l’hypothèse que l’axe STAT3/Pim1 

est impliqué dans l’étiologie de la PAH. 

 RESULTATS/METHODES : Nous avons montré que l’activation de STAT3 et 

l’expression de Pim1 sont augmentées (p<0.05; Western blot, qRT-PCR et 

immunofluorescence) dans la PAH humaine (échantillons pulmonaires, buffy coat et 

PAH-PASMCs), ainsi que dans les modèles expérimentaux (MCT et CH) en comparaison 

des contrôles, et corrèlent positivement avec les pressions moyennes et les résistances 

vasculaires (p<0.05 n=30 patients). De plus cet axe est à l’origine de l’expression et de 

l’activation de NFAT puisque l’inhibition de STAT3 (ARN interférence) diminue 

l’expression de NFAT (p<0.05 n=5; qRT-PCR) alors que l’inhibition de Pim1 diminue 

son activation (p<0.05, n=5; essai luciférase et translocation nucléaire). L’inhibition de 

l’axe STAT3/Pim1 1) augmente l’apoptose de 25% (n=150 p<0.05, TUNEL et TMRM); 

2) diminue la prolifération de 30% (PCNA et FLUO3 n=150, p<0.05). In vivo, l’inhibition 

de Pim1 par inhalation d’ARN interférents chez les rats MCT-HTAP (n=10; p<0.05) 

montre un effet thérapeutique caractérisé par 1) une inhibition spécifique de NFAT dans 

les PAs, 2) une baisse des pressions pulmonaires, du remodelage vasculaire et de 

l’hypertrophie ventriculaire droite (échographie et cathétérisation). Pour finir, les souris 

deficientes pour Pim1 sont résistantes à l’induction de la PAH (n=20).  

 CONCLUSION : Nous avons démontré pour la première fois que Pim-1 présente 

un potentiel thérapeutique considérable et que cette protéine pourrait être un bio-marqueur 

intéressant permettant un diagnostic précoce de la PAH. 
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ABSTRACT 

Background: Pulmonary artery hypertension (PAH) is a proliferative disorder 

associated with enhanced pulmonary artery smooth muscle cell proliferation and 

suppressed apoptosis. The sustainability of this phenotype required the activation of a 

prosurvival transcription factor like signal transducers and activators of transcription-3 

(STAT3) and nuclear factor of activated T cell (NFAT). Because these factors are 

implicated in several physiological processes, their inhibition in PAH patients could be 

associated with detrimental effects. Therefore, a better understanding of the mechanism 

accounting for their expression/activation in PAH pulmonary artery smooth muscle cells is 

of great therapeutic interest. 

 

Methods and Results: Using multidisciplinary and translational approaches, we 

demonstrated that STAT3 activation in both human and experimental models of PAH 

accounts for the expression of both NFATc2 and the oncoprotein kinase Pim1, which 

trigger NFATc2 activation. Because Pim1 expression correlates with the severity of PAH in 

humans and is confined to the PAH pulmonary artery smooth muscle cell, Pim1 was 

identified as an attractive therapeutic target for PAH. Indeed, specific Pim1 inhibition in 

vitro decreases pulmonary artery smooth muscle cell proliferation and promotes apoptosis, 

all of which are sustained by NFATc2 inhibition. In vivo, tissue-specific inhibition of Pim1 

by nebulized siRNA reverses monocrotaline-induced PAH in rats, whereas Pim1 knockout 

mice are resistant to PAH development. 

 

Conclusion: We demonstrated for the first time that inhibition of the inappropriate 

activation of STAT3/Pim1 axis is a novel, specific, and attractive therapeutic strategy to 

reverse PAH. 
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2.1. Introduction 

Pulmonary artery (PA) hypertension (PAH) is a proliferative vascular remodeling 

disease characterized by enhanced inflammation
83

, vasoconstriction and (PA) smooth 

muscle cells (PASMCs) proliferation and resistance to apoptosis
86

. This leads to an increase 

in pulmonary vascular resistance (PVR) and eventually to right heart
 
failure

390
. The 

sustainability of this pro-proliferative and anti-apoptotic phenotype is due in part to the 

activation of the transcription factor NFAT, Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT)
240, 

242
. Nonetheless, the mechanism by which NFAT expression and activation are increased 

remains elusive.  

The Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT) protein family 

regulates diverse cellular processes including growth and survival, and is frequently 

deregulated in cancer. The family is composed of 7 isoforms (STAT1, STAT2, STAT3, 

STAT4, STAT5A, STAT5B, and STAT6), with STAT3 being the most important in 

cardiovascular diseases
391, 392

. STATs are
 
activated (i.e. phosphorylated [P-STAT] and 

translocated to the nucleus) in response to cytokines (such as Interleukin-6 (IL-6))
393

, 

growth factors (such as Platelet-derived growth factor (PDGF))
393

 or agonists (such as 

Endothelin-1 (ET1) and Angiotensin II (AngII)),
394

 all of which are implicated in PAH
297, 

299, 300
. Interestingly, several STAT binding sites have been identified within the promoter 

regions
389

 of NFATc1; NFATc2 and NFATc3 (the 3 major NFAT isoforms implicated in 

PAH
242

). Although the role of STAT3 in PAH has been suggested 
334

 its exact function and 

its effects on NFAT remain to be established. 

In cancer, STAT3 promotes the expression of the Provirus integration site for 

Moloney murine leukemia virus (Pim1), a proto-oncogene encoding a serine/threonine 

protein kinase
173

. Overexpression of Pim1 is linked to the development and progression of 

several cancers by increasing cell proliferation/survival and resistance to apoptosis
367-369

. 

Finally, Pim1 activation enhanced NFATc1 through 4 activity in rat PC12 cells and 

lymphoid cells
364, 365

, suggesting a potential role for Pim1 in PAH. 

The present study aimed to elucidate the role of STAT3 and Pim1 in the origin of 

PAH, particularly with regard to the sustainability of the proproliferative and anti-apoptotic 

phenotype mediated by NFAT. 
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2.2. Materials and methods 

2.2.1. Human tissue samples (Tab.1):  

All human tissues were obtained from the Laval Hospital tissue bank. PAH tissues 

were from 8 subjects with nonfamilial PAH, all classified within the group 1 of the latest 

World Health Organization classification with a mean PA pressure >25 mm Hg. Normal 

lung tissues were obtained from 8 individuals without PAH undergoing lung resection for 

benign nodules (n=3) and malignant tumor (n=5). Buffy coat samples were obtain from 7 

healthy donors, 13 nonfamilial PAH patients (9 idiopathic PAH and 4 scleroderma-PAH), 

and 7 patients with scleroderma. All experiments were performed in accordance with Laval 

University and Laval Hospital biosafety and ethics committee (protocol 20142). All 

patients gave informed consent before the study. 

2.2.2. Cell culture:  

For all PASMCs (control and PAH) we used cells in the fourth to sixth passage. 

PAH-PASMCs were isolated from <1,500 µm–diameter small pulmonary arteries from 3 

males with PAH defined by a mean PAP greater than 25mmHg (Supplemental Tab.1) as 

previously described
280

. Control PASMCs from 5 patients were purchased (Cell 

Application group USA). See supplemental material and methods. PASMC (less than 

passage 6) were grown in high-glucose DMEM supplemented with 10% FBS (Gibco, 

Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and 1% antibiotic/antimytotic (Gibco, Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada)
240

.  

2.2.3. Cell treatments:  

All treatments from EMD Bioscience, (Mississaga, ON, CANADA) were diluted in 

DMSO (DMSO final concentration <0.001%). Endothelin 1 (10nM), Angiotensin 2 

(200nM), PDGF (30ng.mL
-1

), TNF (100ng.mL
-1

) and Quercetagetine (1M) were applied 

for 48h. siRNA (from AMBION, Austin, TX, USA) were transfected at a final 

concentration of 20nM with CaCl2. After 12h, medium was changed and experiments were 

performed 48h after the beginning of the transfection. Adenoviruses were used by simply 

infection (110
7
PFU) for 48h as previously described

240, 280
. Efficiencies of siRNA 

transfections and adenoviruses infections rates were assessed in Supplemental Fig.11.
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Table 2- 1: Patients providing blood (buffy coat) and lung tissue: 

iPAH: idiopathic PAH; SSC-PAH: PAH associated with scleroderma; SSC: scleroderma; PAH 

class1: PAH defined as group 1 based on latest World health organization WHO classification. 

 

 Patient type Sex Age Mean PA pressure 

(mmHg) 

PVR 

(dyne*sec)/cm
5
 

Buffy Coat Lung tissue 

1 Healthy F 35 ND ND No Yes 

2 Healthy F 38 ND ND No Yes 

3 Healthy M 45 ND ND No Yes 

4 Healthy M 51 ND ND No Yes 

5 Healthy M 48 ND ND No Yes 

6 Healthy F 44 ND ND No Yes 

7 Healthy F 47 ND ND No Yes 

8 Healthy F 50 ND ND No Yes 

9 Healthy F 30 ND ND Yes No 

10 Healthy F 40 ND ND Yes No 
11 Healthy F 25 ND ND Yes No 
12 Healthy F 27 ND ND Yes No 
13 Healthy M 72 ND ND Yes No 
14 Healthy M 64 ND ND Yes No 
15 Healthy M 18 ND ND Yes No 
16 iPAH M 67 30 219.35 Yes No 
17 iPAH F 34 62 770.37 Yes No 
18 iPAH F 24 69 884.21 Yes No 
19 iPAH F 25 32 279.36 Yes No 

20 iPAH F 48 29 381.32 Yes No 
21 iPAH M 57 36 885.71 Yes No 
22 iPAH F 29 55 1050 Yes No 
23 iPAH M 68 92 1276.92 Yes No 
24 iPAH F 58 56 1709 No Yes 

25 iPAH F 36 67 2274 No Yes 

26 iPAH F 44 40 755.55 Yes No 
27 SSC-PAH F 57 56 569.23 Yes No 
28 SSC-PAH F 59 41 558.49 Yes No 
29 SSC-PAH F 66 123 1403.07 Yes No 
30 SSC-PAH F 55 48 980 No Yes 

31 SSC-PAH F 63 35 546.34 Yes No 
32 PAH group1 F 64 59 926 No Yes 

33 PAH group1 M 72 39 11.7 No Yes 

34 PAH group1 M 58 42 991 No Yes 

35 PAH group1 F 51 51 1199 No Yes 

36 PAH group1 F 48 73 1800 No Yes 

37 PAH group1 F 51 41 990 No Yes 

38 PAH group1 F 68 37 544 No Yes 

39 SSC only F 63 ND ND Yes No 

40 SSC only F 69 ND ND Yes No 
41 SSC only F 48 22 208.69 Yes No 
42 SSC only F 46 ND ND Yes No 
43 SSC only F 51 ND ND Yes No 
44 SSC only M 55 28 177.77 Yes No 
45 SSC only F 64 21 84.21 Yes No 
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2.2.4. m and [Ca
2+

]i 

Measurement of the m and [Ca
2+

]i in live PASMCs (37°C) were performed using 

tetramethylrhodamine methyl-ester perchlorate (TMRM) and Fluo-3AM from Invitrogen 

(Branchburg, NJ, USA) at a final concentration of 5M, as previously described
241, 242

.  

2.2.5. Proliferation and apoptosis measurements.  

To study the effect of STAT3 and Pim1 on PASMC proliferation and apoptosis in 

vitro, we established a model where cultured human PAH-PASMCs were exposed to 10% 

FBS (a condition that is known to promote proliferation)
240, 242

 or 0.1% FBS (a “starvation” 

condition that promotes apoptosis)
240, 242

. PASMC apoptosis and proliferation were 

measured using Apoptag apoptosis detection kit (TUNEL; Millipore, Temecula, CA) and 

the proliferating cell nuclear antigen PCNA antibody from (DAKO, Carpinteria, CA) 

according to the manufacturer’s instructions
241, 242

. Percent of nuclei positive PASMCs for 

TUNEL or PCNA were determined.  

2.2.6. Nuclear translocation assay.  

Nuclear localization was measured by immunofluorescence. In humans/rats and 

mice lungs biopsies PAs were previously stained with SM-Actin (Sigma, 1/5000), STAT3 

and NFATc2 activation were measured only in SM-Actin positive cells within distal PAs 

(<1500μm in human, <400μm in rats and <300μm in mice) in at least 5 to 10 PAs per 

patient/rat/mice at least in 5 patients/rats/mice. In PASMCs, STAT3 and NFATc2 

activation were measured in at least 50 PASMCs per experiment per patient. At least 3 

experiments were performed in 3 PAH and 5 healthy patients. Briefly, PY705-STAT3 (Cell 

Signaling, 1/250) and NFATc2 (ABCam, 1/250) staining were performed as previously 

described
242

. Secondary antibodies used were Alexa Fluor 488 or 594 (Invitrogen, 

Branchburg, NJ, USA). Co-localization between the targeted protein stained in red or green 

and the nucleus stained in blue with DAPI was assessed using Volocity software from 

Perkin Elmer USA. Co-localization was assessed at least in 5 to 10 distal arteries 

(<1500μm in human, <400μm in rats and <300μm in mice) per patient/rat/mice at least in 5 

patients/rats/mice. Number of positive cells (with clear co-localization between target and 

DAPI) was measured. Positive PASMCs/total number of cells ratio was quantified and 

presented as the percentage of target activation. 
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2.2.7. NFAT luciferase assay.  

Cells were plated in 24-well plate, with 110
5
 cells per well. NFAT luciferase 

adenovirus was transfected at 110
7
PFU. After 12h, medium was changed and treatments 

were applied for 48h. Cells were lysed, and luminescence was detected using the Luciferase
 

Assay System (Promega) according to the manufacturer's instructions.
 

Luminescence 

counts were standardized to protein content.  

2.2.8. Quantitative RT-PCR and immunoblots. 

Quantitative RT-PCR and immunoblots were performed as previously described
241, 

242
 qRT-PCR 2

ΔΔCt
 were calculated with 18s as housekeeping gene (Taqman Gene 

expression Assay, Applied Biosystem, Foster, CA, USA). For immunoblots, protein 

expression of PY705-STAT3, STAT3, PS473-Akt, Akt, PY701-STAT1, STAT1, PY694-

STAT5, STAT5, PS112-Bad, Bad, NFATc2 were quantified and normalized to both 

smooth muscle actin (Santa Cruz Biotechnology, 1/500) and Amido Black as previously 

described
242

. PY705-STAT3/STAT3, PS473-Akt/Akt, PY701-STAT1/STAT1, PY694-

STAT5/STAT5 and PS112-Bad/Bad ratios evaluation were obtained from the same gel 

after 30min stripping at 50 degrees.  

2.2.9. In vivo experiments:  

Rats were injected s.c. with 60mg.Kg
-1

 of MCT. Mice were injected i.v. with 

5mg.Kg
-1

 of monocrotaline pyrrole (MCTP) as previously described
226

. Monocrotaline was 

converted to MCTP using the methodology of Mattocks et al
225

. Intra-tracheal nebulization 

was given on day 18, siSCR (AMBION, 1nmol) and siPim1 (AMBION, 1nmol) were 

combined with Invivofectamine (Invitrogen, Canada) as described by manufacturer. Mice 

CH were placed for 2 weeks in normobaric hypoxic chambers maintained with 5.5 l min
-1

 

flow of hypoxic air (10% O2 and 90% N2). Chambers were opened twice a week for 

cleaning and replenishment of food and water. Oxygen concentrations were continuously 

monitored with blood gas analyzers. Soda lime was used to lower carbon dioxide 

concentration. 
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2.2.10. Hemodynamic measurements.  

All rats and mice underwent hemodynamic and echocardiography (vevo 2100 

visualsonics) studies as previously described
242, 243

. Right catheterizations (closed chest) 

were performed using SciScence catheters. Direct PA pressures were measured in both rats 

and mice.  

2.2.11. Histology measurements:  

% media wall thickness was assessed in distal PAs in rats (<400μm) and mice 

(<300μm) as previously described
242

, at least in 5 to 10 distal arteries per rats/mice in least 

in 5 rats/mice were considered.  

2.2.12. ChIP-PCR.  

The binding of STAT3 on 3’ region of Pim1 gene was studied in ET-1 stimulated 

PASMCs from 3 control patients. The activation of STAT3 by ET-1 was confirmed by 

immunoblots as shown in (Fig.1). Cross-links were generated with 1% formaldehyde and 

chromatin was extracted in lysis buffer (50mM Tris-HCl pH8; 10mM EDTA; 0,2 % SDS 

and 5mM Na-Butyrate). Chromatin was then sheared by sonication (Diagenode Bioruptor) 

on ice to an average length of 750bp. After pre-clearing with a mix of protein A/G 

sepharose beads (4C for 1 hour), 80µg of chromatin was used for immunoprecipitation 

with appropriate antibodies [Phospho-Sat3 (Tyr705) from Cell Signaling (9131; 10ml) and 

normal rabbit IgG from Vectors laboratories (I-1000; 10mg)] in a total volume of 300ml. 

After overnight incubation at 4C, 25µl protein-A Dynabeads (Invitrogen) was added and 

incubate for more than 1 hour. Beads were extensively washed and immunoprecipitated 

complexes were eluted in buffer E (50mM sodium bicarbonate; 1 % SDS). Cross-links 

were reversed overnight at 65C. Samples were treated with proteinase K and the DNA was 

extracted using phenol-chloroform. Quantitative real-time PCR was performed using 

SYBR Green I (LightCycler 480, Roche). Enrichment for a specific DNA sequence was 

calculated using the comparative Ct method. The numbers presented with standard errors 

are based on two biological repeats (cells/chromatin/IP). Primers used in the PCR reactions 

were analyzed for specificity, linearity range and efficiency in order to accurately evaluate 

occupancy (percent of IP/input). VEGF primers were used as positive control, while OR8J1 

primers were used as negative control. 
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2.2.13. siRNAs and adenoviruses efficiencies  

Efficiencies of transfections and infections were evaluated by both qRT-PCR and 

immunoblot see Supplemental Fig.11C. 

2.2.14. Statistics:  

Averaged data are mean±SEM. Normality of our data was assessed by the Shapiro-

Wilk normality test. For comparison between 2 means we used unpaired Student’s t test. 

For comparison
 
between more than two means we used one-way ANOVA

 
followed by 

Dunn’s test. For correlation studies Spearman two tails test was used. Significance p<0.05 

is indicated by *, p<0.01 by ** and p<0.001 by ***. In cultured cell based experiment n 

indicates the number of patients, while in vivo it indicates the number of animals. For 

survival analysis a cohort of 20 KO and 20 WT mice exposed to CH or injected to MCTP 

were prospectively followed for 25 days and sacrificed after hemodynamic studies on day 

25 after MCTP injection or CH exposure. Spontaneous deaths were counted as events and 

mice undergoing planed hemodynamic studies and sacrifices were censored. Time-to-event 

data were plotted using the Kaplan-Meier method, with differences evaluated using the 

Log-Rank test. A (p<0.05) was considered as significant. 

 

2.3. Results 

2.3.1. STAT3 activation is increased in human PAH-PASMC.  

STAT3 activation (nuclear translocation of Y705-phosphorylated STAT3) was 

measured in whole pulmonary arteries (PAs) of 8 PAH patients and 8 healthy donors 

(Table 2-1) and in PASMCs isolated from 8 individuals, (3 PAH and 5 healthy donors). 

Compared with control, the percentage of cells presenting a colocalization between P-

STAT3 and DAPI was significantly increased in PAs from PAH patients and in PAH-

PASMCs (Figure 2-1A). This finding was confirmed in PASMCs by immunoblots 

measuring the PY705-STAT3/STAT3 ratio normalized to smooth muscle actin (Figure 2-

1A).  
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Figure 2- 1: The STAT3/Pim1 axis is activated in Human PAH. 

The signal transducers and activators of transcription-3 (STAT3)/Pim1 axis is activated in human 

pulmonary artery (PA) hypertension (PAH). A, STAT3 activation measured by PY705-STAT3 nuclear 

localization is significantly increased in both whole PAs and PA smooth muscle cells (SMCs) isolated from 

PAH patients compared with control. This was confirmed by immunoblots showing a 2.8-fold increase in the 

PY705-STAT3/STAT3 ratio in PAH PASMCs compared with control PASMCs. B, Pim1 mRNA levels 

measured by quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) are significantly 

increased in both lungs and PASMCs isolated from PAH patients compared with control patients. This was 

confirmed by immunoblots in isolated PASMCs. Finally, Pim1 mRNA levels in lungs correlate with PAH 

severity assessed by pulmonary vascular resistance (PVR). C, PAH PASMCs treated with siSTAT3 had a 

significant reduction in Pim1 expression (qRT-PCR) compared with the scrambled-treated cells. Endothelin-

1– (ET1; 10 nmol/L), angiotensin II– (AngII; 200 nmol/L), platelet-derived growth factor– (PDGF; 30 

ng/mL), and tumor necrosis factor– (TNF; 100 ng/mL) treated healthy PASMCs had an increased PY705-

STAT3/STAT3 ratio associated with a proportional increase in Pim1 expression measured by immunoblots 

(P<0.05 vs control group). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2. Pim1 expression is increased in human PAH-PASMC and correlates with 

PAH severity.  

To investigate the role of Pim1 in PAH, Pim1 expression was measured in both 

lungs (from 8 PAH and 8 control patients) and in PASMCs isolated from distal PAs (3 

PAH and 5 Control patients). Compared to control, a 8-fold and a 2.5-fold increase in Pim1 

mRNA levels (qRT-PCR) was observed in PAH-lung tissue and PAH-PASMC respectively 

(Figure 2-1B). This was confirmed at the protein level in distal PAs by 

immunofluorescence (Supplemental Figure 2-1A) on lung sections with Pim1 in green, 

SM-Actin in red and nucleus in blue (DAPI). As shown, green fluorescence was 

significantly increased in PAH. In addition, the rise in Pim1 was mainly localized within 

the PASMCs as shown by a greater colocalization between smooth muscle actin and Pim1 

giving a yellow staining (Supplemental Figure 2-1A). This finding was confirmed in 

isolated PASMCs using immunoblots (Figure 2-1B) showing a 2-fold increase in Pim1 
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protein expression in PAH-PASMCs compare to control. 

To determine whether Pim1 expression correlates with PAH severity, Pim1 mRNA 

expression was measured in human lungs with varying degrees of PAH, evaluated by PVR. 

As shown, Pim1 mRNA levels positively correlates with PVR (Figure 2-1B). Because PAH 

is characterized by increased circulating levels of activated T-cells
242

 and endothelial 

progenitor cells (EPC)
395, 396

 in which Pim1 is expressed
397, 398

, Pim1 expression could be 

used as a PAH marker. Thus, Pim1 mRNA levels were measured in human buffy coat 

(containing both T-cells and EPC) isolated from healthy donors, patients with idiopathic 

PAH, patients with scleroderma only and patients with PAH associated with scleroderma 

(Table 2-1). As in lungs and PAH-PASMC, Pim1 expression was significantly increased in 

buffy coats of patients with PAH associated or not with scleroderma (Supplemental Figure 

2-1B). As in lungs, Pim1 mRNA levels in buffy coats correlates with PAH severity 

evaluated by both mean of PA pressure and PVR (Supplemental Figure 2-1B). These 

results further support a role for Pim1 in PAH and suggest that Pim1 may be a good 

biomarker for the disease. 

2.3.3. STAT3 activation in human PAH-PASMC triggers Pim1 expression.  

To investigate whether STAT3 plays a role in the regulation of Pim1 in PAH, Pim1 

mRNA levels were measured in PAH and control PASMC in the presence or absence of 

STAT3 siRNA (siSTAT3). Compared to the scrambled siRNA, siSTAT3 significantly 

reduce Pim1 expression in PAH-PASMC (Figure 2-1C), suggesting that STAT3 activation 

regulates Pim1 expression in PAH-PASMC. To confirm this finding, healthy-PASMCs 

were treated for 48h with factors known to activate STAT3 and that are increased in 

PAH
297, 299, 300

 like ET1, AngII, PDGF and TNF. As expected, these factors increase 

STAT3 activation measured by immunoblots (PY705-STAT3/STAT3 ratio) by 2.8, 3.2, 

2.5, 1.9-fold in ET1, AngII, PDGF and TNF treated PASMC respectively (Figure 2-1C), 

which promoted Pim1 expression (Figure 2-1C). 

 

To determine whether STAT3 binds directly to the Pim1 gene and activates its 

transcription, we performed in silico analysis using ENCODE consortium database
388

. This 

analysis revealed the presence of several STATs binding sites in 3’ of the Pim1 gene, 
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conserved among several species (Supplemental Figure 2-2A). Chromatin 

immunoprecipitation coupled to PCR (ChIP-PCR) experiments were performed to 

demonstrate the direct binding of STAT3 in 3’ of the Pim1 gene. VEGF gene was used as a 

positive control (with established STAT3 binding sites
389

) while OR8J1 gene was used as 

negative control (without STAT3 binding sites
389

). As predicted in silico, we showed that 

STAT3 binds directly to Pim1, while no bindings were indentified with OR8J1. Based on 

our positive control VEGF the interaction between STAT3 and Pim1 (which showed 

greater binding signal) can be considered as strong (Supplemental Figure 2-2B). Among 

other putative Pim1 activators, neither STAT1; STAT5
393

 nor Akt
399, 400

, appeared to be 

activated in PAH-PASMCs (Supplemental Figure 2-3A). Therefore, STAT3 is likely 

responsible of Pim1 activation in PAH.  

2.3.4. Pim1 promotes proliferation and resistance to mitochondria-dependent 

apoptosis in PAH-PASMCs.  

We treated PAH-PASMCs with either Pim1 or STAT3 siRNA and their control-

scrambled siRNA, and STAT3 inhibitor peptide (50M) or its negative control. Compared 

to healthy PASMCs, PAH-PASMCs had a greater proliferation rate (increased % of PCNA 

positive cells) and were resistant to starvation (0.1% FBS) induced apoptosis (decreased % 

of TUNEL positive cells Figure 2-2A). Similarly to STAT3 inhibition (siRNA and inhibitor 

peptide), Pim1 inhibition (siRNA) in “starved” PAH-PASMCs increased apoptosis by 8.2-

fold; while PAH-PASMCs (10% FBS) proliferation was decreased by 2.4-fold (Figure 2-

2A). These findings were confirmed in healthy-PASMCs stimulated for 48h with PDGF 

(30ng.mL
-1

) or ET-1 (10nM)(Supplemental Figure 2-4A) both known as pro-proliferative 

factors
401-403

. 

Pim1 is implicated in mitochondrial membrane potential (m) regulation
404, 405

, 

thus the increase in apoptosis following Pim1 inhibition might result from the activation of 

mitochondrial-dependent apoptosis. As the mitochondria transition pore is voltage-

dependent
406

, ΔΨm depolarization is an index of the threshold for mitochondrial-dependent 

apoptosis, and apoptosis is associated with decreased ΔΨm. Using tetramethylrhodamine 

methyl-ester (TMRM) we measured ΔΨm in PAH-PASMCs transfected with Pim1 siRNA 

and in control-PASMC infected by an adenovirus carrying the Pim1 gene (Ad-GFP-Pim1-
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WT). Transfections of PAH-PASMC with Pim1 siRNA caused significant ΔΨm 

depolarization, compared with control-scrambled treated PAH-PASMCs. In contrast, 

infection of control-PASMC with Ad-GFP-Pim1-WT caused a significant ΔΨm 

hyperpolarization compared to Ad-GFP treated control-PASMC (Figure 2-2B). These data 

confirmed the role of Pim1 in ΔΨm regulation In PAH-PASMC and thereby mitochondrial-

dependent apoptosis. Similar results were obtained with the STAT3 peptide inhibitor 

(Supplemental Figure 2-4B). Note that Pim1 inhibition has no effects in control PASMC 

(data not shown). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2- 2: Pim1 is implicated in the regulation of both PASMC proliferation and apoptosis.  

 (A) PAH-PASMCs had increased proliferation (% PCNA) and decreased apoptosis (%TUNEL) 

compared with healthy PASMCs. Both STAT3 inhibition and Pim1 inhibition significantly decrease PAH-

PASMC proliferation and promote apoptosis. 

(B) Pim1 inhibition in PAH-PASMC reverses ΔΨm hyperpolarization (TMRM), while Pim1 

activation in healthy PASMCs using adenovirus overexpressing Pim1 promotes it. 

(C) Pim1 inhibition in PAH-PASMC decreases PS112-Bad/Bad ratio, allowing Bad translocation to 

the mitochondria (increased co-localization between Bad in green and mitochondria (mitotracker red) in red 

giving a yellow pattern).  
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Previous studies revealed that Pim1 inhibits the pro-apoptotic protein Bad (increase 

P-Bad), blocking its translocation to the mitochondria causing ΔΨm hyperpolarization
407

. 

In PAH-PASMCs, Pim1 inhibition decreases P-Bad/total Bad ratio (Figure 2-2C), 

promoting Bad (green) mitochondrial (stained with mitotracker red) translocation (greater 

co-localization in yellow). Control-PASMC infected with Ad-GFP-Pim1-WT showed the 

opposite effects (Figure 2-2C). These findings confirmed the implication of Pim1 in the 

resistance to mitochondrial dependent apoptosis seen in PAH-PASMCs. 

2.3.5. STAT3 regulates Pim1 and NFATc2 expressions, while Pim1 regulates 

NFATc2 activation in PAH-PASMC.  

We previously demonstrated that the sustainability of the pro-proliferative and anti-

apoptotic phenotype seen in PAH-PASMCs is attributed in part to the activation of the 

transcription factors NFATc2. In PAH, NFATc2 activation leads to the downregulation of 

important K
+
 channels like Kv1.5 leading to PASMC depolarization, increasing [Ca

2+
]i and 

promoting PASMC proliferation 
240-242

. NFATc2 activation also triggers the upregulation of 

Bcl-2 leading to mitochondrial hyperpolarization and apoptosis inhibition
240-242

. Pim1 is a 

NFAT activator, thus the Pim1-dependent NFAT activation could be implicated in PAH. 

NFATc2 expression (qRT-PCR) and activation (Luciferase assay) are increased in PAH-

PASMC compared to control PASMCs (Figure 2-3A). PAH-PASMC treated with siSTAT3 

showed a significant decrease in both NFATc2 mRNA and activation levels (Figure 2-3A), 

while PAH-PASMC treated with siPim1 revealed only a decrease in NFATc2 activation 

level (similar to the one induced by siSTAT3) but not in NFATc2 mRNA level (Figure 2-

3A). This last finding was further confirmed using NFATc2 nuclear translocation assay. As 

shown Pim1 inhibition significantly decrease the amount of NFATc2 (green) colocalizing 

with DAPI (blue), reducing yellow staining (Supplemental Figure 2-5). Taking together, 

these findings suggest that STAT3 activation accounts for NFATc2 expression, while Pim1 

is required only for the activation of NFAT in PAH-PASMC. These results were further 

confirmed using the Pim1 inhibitor quercetagetine
408

 and Pim1 dominant negative 

adenovirus (Figure 2-3A). Quercetagetine mimic Pim1 siRNA (decrease NFAT activation) 

in PAH-PASMC while overexpression of Pim1 by Ad-GFP-Pim1-WT in control PASMC 

enhanced NFAT activation (Figure 2-3A). 
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Finally, we provided further evidences that the STAT3/Pim1-dependent NFAT 

activation in PAH-PASMCs contributes to the pro-proliferative and anti-apoptotic 

phenotype by increasing [Ca
2+

]i (Figure 2-3B), a well accepted pro-proliferative factor, and 

the apoptotic factor Bcl-2 compared to normal PASMCs (Figure 2-3C). Note that Pim1 

inhibition has no effects on [Ca
2+

]i in control PASMC (data not shown). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2- 3: The STAT3/Pim1 axis accounts for NFATc2 expression and activation in PAH-PASMCs.  

 (A) NFATc2 expression is increased in PAH-PASMCs compare to control-PASMC. STAT3 

inhibition decreases NFATc2 expression, while Pim1 inhibition has no effects. NFATc2 activation (luciferase 

assay) is increased in PAH-PASMCs compared to control-PASMCs. Pim1 inhibition decreases NFAT 

activation, while Pim1 overexpression in control PASMC promotes it. 

(B) Pim1 inhibition in PAH-PASMC decreases [Ca
2+

]i (FLUO3) and Bcl-2 expression 

(immunofluorescence). 
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2.3.6. STAT3/ Pim1/NFATc2 axis is increased in rat experimental PAH. 

Pim1 expression (qRT-PCR, immunoblots and immunofluorescence) was quantified 

in both lungs and PAs isolated from monocrotaline (MCT) injected rats, an accepted model 

of PAH
242

. Greater Pim1 expression was seen in PAs of rats with severe PAH (more than 

21 days after MCT injection). In contrast, light expression was seen in partially remodeled 

PAs, and no expression was seen in non-remodeled PAs from rats with mild early PAH (1 

to 12 days after MCT) (Figure 2-4A and Supplemental Figure 2-6A&C). As in humans, 

Pim1 expression is confined within the PASMCs (greater colocalization between Pim1 in 

green and SM-Actin in red Supplemental Figure 2-6A, than Pim1 with the endothelial cell 

marker VE-cadherin (Supplemental Figure 2-6B)) and correlates with PAH severity 

(Fig4A). Moreover, Pim1 mRNA levels were measured in rats buffy coat isolated from 

control rats (mean PA pressure <15mmHg), rats with mild PAH (mean PA pressure less 

30mmHg and rats with sever PAH (mean PA pressure greater than 30mmHg). As in distal 

PAs, Pim1 mRNA levels in buffy coats correlates with PAH severity (Supplemental Figure 

2-7A). These results further support a role for Pim1 in PAH and suggest that Pim1 may be 

a good biomarker for the disease. 

Finally, because Pim1 is poorly expressed in other tissues like aorta, kidney and 

liver (Supplemental Figure 2-7B) make him an attractive therapeutic target for PAH. To 

further study the implication of the STAT3/Pim1/NFAT axis activation in the progression 

of PAH, rats were sacrificed at different time points after the s.c. injection of MCT. PA 

pressure and PAs wall thickness (H&E staining) were measured. STAT3 activation (P-

STAT3 nuclear translocation in Figure 2-4B and P-STAT3/STAT3 ratio by immunoblots in 

Supplemental Figure 2-6C) increases between week 1 and 2 post MCT-injection preceding 

both Pim1 expression and NFAT activation (qRT-PCR and NFATc2 nuclear translocation 

in Fig4.A&B and immunoblots in (Supplemental Figure 2-6C), which increased between 

week 2 and 3 post MCT injection paralleling the increase in both PAs wall remodeling and 

PA pressure (Figure 2-4A&B). Although these findings don’t demonstrate a direct causal 

links between STAT3 activation and Pim1/NFAT, it confirms the implication of the 

STAT3/Pim1/NFATc2 in PAH development. These results confirmed the implication of a 

STAT3-dependent activation of Pim1 in the etiology of PAH.  
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Figure 2- 4: Pim1 expression is increased in the monocrotaline-injected rat PAH model.  

 (A) Heavy Pim1 mRNA expression is seen in PAs of rats with severe PAH (more than 21 days after 

MCT injection). In contrast, light expression was seen in mild PAH, and no expression was seen in rats with 

early PAH. Moreover, Pim1 expression correlates with PAH severity assed by mean PA pressure. 

(B) STAT3 activation (nuclear translocation of PY705-STAT3) precedes both Pim1 expression 

(qRT-PCR) and NFATc2 expression (qRT-PCR) and activation (nuclear translocation) which paralleled both 

increased PA wall remodeling (H&E staining) and PA pressure.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.7. Pim1 inhibition reverses MCT-PAH.  

Pim1 siRNA (1nmol) was selectively delivered to the lung of MCT-PAH rats 18 

days after MCT injection (when endogenous expression of Pim1 peaks), by intra-tracheal 

nebulization. To verify the tissue distribution of our treatment we: 1) nebulized an 

adenovirus carrying GFP (Supplemental Figure 2-8A) 2) and measured the effect of Pim1 

inhibition in several tissues (Supplemental Figure 2-8B). Both techniques revealed that 

Pim1 inhibition by nebulized siRNA is localized to the PAs therefore having limited 

detrimental effect. After confirming that Pim1 siRNA treated MCT-PAH rats had 

decreased Pim1 expression in both PAs and lungs (qRT-PCR) (Supplemental Figure 2-8B), 

using non-invasive measurements (Doppler and Echocardiography)
242

, we showed, Pim1 

inhibition increases PA acceleration time (PAAT) and decreases RV wall thickness in 

comparison with the scrambled treated MCT-PAH rats (Supplemental Figure 2-8C). These 

findings were confirmed invasively by PA pressure, PA wall remodeling, RV hypertrophy 

(RV/LVS), and general cardiac functions (exercise capacity on treadmill) measurements 

(Figure 2-5A).  
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This finding was associated with significant decrease in Pim1-dependent NFATc2 

activation (decrease Pim1/NFATc2 (yellow) and NFATc2/DAPI (purple) co-localization), 

decreasing PASMCs proliferation (% PCNA) and resistance to apoptosis (% TUNEL) 

(Figure 2-5B).  

2.3.8. Pim1 knockout mice is resistant to PAH. 

PAH was induced in mice by i.v injection (5mg.Kg
-1

) of pyrrole-modified 

monocrotaline (MCTP) and by exposure to chronic hypoxia (CH) for 15 days (10% O2) as 

previously described
226

. As in rats, development of PAH was assessed both non-invasively 

and invasively. Compare to Pim1 K.O mice, wild type mice injected with MCTP or 

exposed to CH developed PAH (decreased PAAT, increased RV hypertrophy, PA wall 

thickness, PA pressure and mortality) without affecting systemic pressure and cardiac 

output (Figure 2-6A and Supplemental Figure 2-9A&B).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2- 5: Pim1 inhibition reverses MCT-PAH.  

 (A) Pim1 inhibition (1 nebulization of 1nmol) 18 days after MCT injection decreased mean PA 

pressure, RV hypertrophy, improved exercise capacity and diminished distal PA wall thickness. 

(B) As in vitro, these effects were mediated by the inhibition of Pim1-dependent NFATc2 activation 

showed by a decrease in Pim1/NFATc2 (yellow) and in NFATc2/DAPI (purple) colocalization, decreasing 

PASMC proliferation (%PCNA) and increasing apoptosis (%TUNEL). 
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As in rats, the development of PAH in MCTP-WT and CH-WT mice is associated 

with the STAT3/Pim1 dependent activation of NFATc2. Interestingly, both STAT3 

activation and NFATc2 mRNA levels were also increased in MCTP and CH Pim1-KO 

mice. Nonetheless in the absence of Pim1, they were not sufficient to trigger PAH. This 

result suggests that the implication of STAT3 in PAH-development is mainly Pim1 

dependent and that STAT3 activation alone cannot induce PAH. Therefore, Pim1 represent 

the primary therapeutic target of the STAT3/Pim1 axis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2- 6: Pim1 knock out mice are resistant to MCTP and CH-PAH. 

 (A) Compare to Pim1 K.O mice (n=5), MCTP and CH-WT mice (n=8) developed PAH (increased 

PA pressure, RV hypertrophy, PA wall thickness) without detrimental effects on both systemic pressure and 

cardiac output. 

(B) PAH development in MCTP-WT and CH-WT mice is due to the STAT3/Pim1 dependent 

activation of NFATc2. Both STAT3 activation (nuclear translocation assay) and NFATc2 mRNA levels 

(qRT-PCR) are increased in both WT and KO MCTP and CH mice but, in the absence of Pim1, were not 

sufficient to trigger PAH. 
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2.4.  Discussion: 

Here we show that STAT3/Pim1/NFAT axis is etiologically associated with the 

development of PAH, and believe have opened a new avenue of investigation for PAH 

treatment. Pim1 expression is increased in human and experimental PAH and relies on 

STAT3 activation (Figure 2-3). Interestingly Pim1 expression parallels NFAT activation, 

PA remodeling and pressure and correlates with PAH severity (Figure 2-1&4).  

In opposite to STAT3 and NFAT, which are constitutively expressed in several 

tissues including normal PAs, Pim1 affects PASMCs phenotype only in PAH, thus 

constitutes an interesting therapeutic target for PAH. Notably, inhibition of endogenous 

Pim1 significantly improves PA pressure, PA medial hypertrophy, and right ventricle 

hypertrophy without affecting systemic pressure and cardiac output (Figure 2-5&6). We 

provide direct in vitro and in vivo evidence that the mechanisms by which Pim1 inhibition 

reverses PAH, involve 1) the inhibition of PASMC proliferation within the remodeled PAs 

(Figure 2-5), and 2) the depolarization of PASMC mitochondria by promoting Bad 

activation (Figure 2-2) and decreasing Bcl-2, both of which will increase apoptosis. We 

believe these effects are sustained by the Pim1-dependent activation of NFAT, a 

transcription factor which regulates both PASMC proliferation and resistance to 

apoptosis
242

. Because, our goal was to identify a new way of reversing establish PAH, we 

focused our research on PASMC and not of endothelial cells, which are affected at the 

onset of PAH and are downregulated in establish PAH. Nonetheless, because previous 

studies reported that Pim1 is implicated in embryonic stem cells differentiation into 

endothelial cells
398

 Pim1 might be also implicated in endothelial-related vascular lesions 

like plexiform lesions, which are seen in patients with PAH
409

.  

Our study suggests that circulating vasoactive factor like Angiotensin, ET-1; PDGF 

or cytokines, which are elevated in both human and experimental PAH activates STAT3. 

Once activated, STAT3 increases NFATc2 and Pim1 expression (Figure 2-7). Cross talk 

between STAT3 and NFAT is currently a hot topic as both signaling pathways are involved 

in the pathogenesis of cancer and cardiovascular diseases
410, 411

. In the present study, we 

demonstrate for the first time in the pulmonary vasculature, that STAT3 regulates NFATc2 

expression and indirectly (via Pim1) NFATc2 activity. Indeed, we showed that STAT3 
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inhibition decreases NFATc2 expression in human PAH, while in experimental PAH, 

STAT3 activation precede NFAT expression. Moreover, we showed that both STAT3 and 

Pim1 inhibition similarly inhibit NFAT activation and that in experimental PAH, Pim1 

expression parallels NFAT expression and activation. Although further experiments are 

required to determine whether STAT3 directly regulates Pim1 and NFAT, these findings 

nonetheless demonstrate the implication of the STAT3/Pim1 axis in the regulation of both 

NFAT expression and activation in PAH. This findings might not be limited to pulmonary 

vasculature as ChIP-seq studies in several cell lines demonstrated the presence of several 

STATs response element within the NFATc1, c2 and c3 promoters region 
389

.  

Although, STAT3 is an accepted Pim1 activator
412

, the Akt pathway has been 

demonstrating as the main Pim1 activator in cardiomyocytes
404

. Nonetheless, in our study 

the Akt pathway was not activated in PAH-PASMC (Supplemental Figure 2-3A), 

suggesting that in our model Pim1 activation is Akt independent and relies on STAT3. 

Once activated, Pim1 is able to interact with NFAT triggering its activation independently 

of the calcium/calcineurin axis and without affecting its nuclear localization
364, 365

. Once 

activated NFAT regulates multiple genes that might positively reinforce its activation. For 

example, the down-regulation of Kv1.5 will lead to PASMC depolarization, opening of L-

type Ca
++

 channels and sustain the increase in [Ca
++

]i, and thus calcineurin-dependent 

NFAT activation. Therefore, once activated the system will remain functional explaining 

why only PAH-PASMC have activated NFAT and why this activation is sustained in 

culture condition. 

We demonstrated that STAT3 activation in PAH accounts for a Pim1-dependent 

activation of NFAT sustaining PAH-PASMC proliferation and resistance to apoptosis 

(Figure 2-7). Interestingly, since Pim1 activation remains high despite NFAT being 

activated suggests that its role in PAH might not be limited to NFAT activation. In fact, we 

demonstrated that by inhibiting Bad it decreases mitochondrial dependent apoptosis. In 

addition, by phosphorylating Cdc25 and its associated kinase C-TAK1 and by 

downregulating p27kip1, Pim1 enhances cell cycle progression at the G2/M phase
413-415

. 

Thus Pim1 is implicated in several mechanisms promoting cell proliferation and survival 

that might be implicated in PAH-pathogenesis. 
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Figure 2- 7: Proposed mechanism on the role of the STAT3/Pim1 axis in PAH. 

Schematic representation STAT3/Pim1 implication in PAH pathogenesis. Increased circulating 

growth factors, agonists and cytokines trigger STAT3 activation resulting in: 1) increased NFATc2 

expression; 2) increased Pim1 activation. Once activated, Pim1 trigger NFATc2 activation (nuclear 

translocation), promoting [Ca2
+
]i dependent PASMC proliferation and inhibiting mitochondrial dependent 

apoptosis through a Bcl2 dependent mechanism. The NFATc2 dependent effect on Bcl2 will be reinforced by 

Pim1 dependent inhibition of Bad. 

 

 

Among the 3 components of the STAT3/Pim1/NFAT axis, we believe that Pim1 

inhibition might represent a unique, specific and novel way of reversing PAH without 

affecting physiological processes in which both STAT3 and NFAT are involved like the 

immune response. This is reinforce by our findings in Pim1 KO mice that showed that the 

implication of STAT3 in the etiology of PAH mainly relies on Pim1 activation, as STAT3 
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activation in Pim1 KO mice is not sufficient to induce PAH (Figure 2-6). Although this 

interesting findings will require to be confirmed in several other models including human 

PASMC, which will be the purpose of a further study. 

Finally, the fact that the pulmonary circulation is selectively diseased in human 

PAH is a major therapeutic challenge. The majority of drugs targeting the vasculature will, 

if given systemically, affect the healthy normal circulation as well, thereby limiting 

efficacy. Discovery of factors selectively expressed in the PAs, in addition to methods of 

delivering treatment selectively to the pulmonary circulation (such as inhaled delivery of 

drugs or genes), is critical. The airway administration of a Pim1 siRNA satisfies both 

requirements to ensure selective targeting of the diseased circulation. The concept, that 

inducing apoptosis to remove the excess of cells obstructing the PAs is beneficial in PAH is 

supported by other studies showing that serine-elastase inhibitors
416

 and Rho-kinase 

inhibitors
417

 cause regression of established PAH by inducing PASMC apoptosis. The 

novelty of our findings is that our therapeutic intervention is localized within the remodeled 

PAs and affects only the proliferative PASMC expressing Pim1; quiescent PASMCs and 

surrounding cells are not affected. Because Pim1 is poorly expressed in healthy blood 

vessels and as limited and non-lethal implication in physiological processes (Pim1 KO 

mice are healthy and fertile, only erythrocytes microcytosis was reported
418

), it represents 

an ideal therapeutic target. Therefore, (and as suggested by our findings), Pim1 inhibition 

will have limited toxicity, in opposite to STAT3 and NFAT inhibitors for example. Finally, 

in addition of being an interesting therapeutic targets, we also demonstrated that Pim1 

could indeed be an interesting and specific PAH biomarker in humans. Elevated Pim1 

expression in the buffy coat seems to be specific to PAH, as Pim1 is not elevated in other 

inflammatory diseases alone like scleroderma (which is a common cause of PAH). Because 

of their close relationship with Pim1 both STAT3 and NFAT could be considered as 

putative biomarker as well. Nonetheless, due to their expression in several other tissues and 

under multiple conditions, their activations are not specific to PAH
419

.  
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2.5.  Conclusion  

Pulmonary arterial hypertension is a rapidly lethal disease for which treatments are 

limited. We believe that our findings will open the door to new avenues of investigation 

and potentially future therapies for PAH. It will also lead to a better understanding of the 

regulation of apoptosis and proliferation by STAT3 and Pim1, which will benefits many 

other human diseases like cancer. Therefore, we described Pim1 as a novel and specific 

therapeutic target and potential biomarker for PAH. 
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2.8.  Supplemental Figures 
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Supplemental Figure 2- 1: Pim1 expression correlates with PAH severity in humans PAs and 
buffy coat. 

(A) Pim1 protein expression was measyred by immunofluorescence in human distal PAs of patients 

with various degrees of PAH (measured by PVR). As shown the greater is the PVR the greater is Pim1 

expression (green p<0.05). Finally in PAs Pim1 co-localized with SM-actin (red) giving a yellow staining, 

confirming that Pim1 expression in PAs is mainly localized within PASMCs. As predicted by the amount of 

Pim1 (green), the amount of yellow was also proportional to PAH severity (p<0.05 compared to control 

group). 

(B) Similarly to human PAs, Pim1 mRNA expression is increased in buffy coat of PAH patients and 

correlates with PAH severity (assessed by PVR and mean PA pressure). We demonstrated that the increase in 

Pim1 is specific to PAH as patients with scleroderma only showed significantly (p<0.05) less Pim1 mRNA 

compared to both patients with PAH associated or not with scleroderma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplemental Figure 2- 2: STAT3 binds to the 3’ region of Pim1 gene.  

(A) In silico analysis using ENCODE Chip-Seq database confirmed the presence of highly conserved 

(among several species) STAT binding site in the 3’ of Pim1 gene.  

(B) STAT3 binding in 3’ of Pim1 gene was confirmed in ET-1 stimulated PASMCs by ChIP-PCR 

(n=3 ChIP/patient in 3 patients). Compared to both VEGF (positive control) and OR8J1 (negative control) 

STAT3 binding was increased in 3’ region of Pim1 gene. 
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Supplemental Figure 2- 3: Role of the STAT and Akt pathways in human PAH.  

(A) STAT1 and STAT5, the 2 other STAT isoforms implicated in cardiovascular diseases are not activated in 

human PAH-PASMC. Immunoblots showed that compare to control-PASMC PY701-STAT1/STAT1 and 

PY694-STAT5/STAT5 ratios were not significantly changed in PAH-PASMC (n=3 western blot/patients in 3 

PAH and 3 control patients). In addition to the STAT pathway, Akt has been implicated in Pim1 activation. 

Nonetheless, Akt pathway is not activated in PAH-PASMC (no significant increase in PS473-Akt/Akt ratio). 
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Supplemental Figure 2- 4: Role of STAT3/Pim1 in PASMC proliferation and apoptosis. 

(A) Pim1 inhibition reverses ET-1 and PDGF induced PASMC proliferation and resistance to 

apoptosis. ET-1 and PDGF treatment for 48h in control PASMC promotes (p<0.01) PASMC proliferation 

(%PCNA) and resistance (p<0.01) to serum starvation induced apoptosis (%TUNEL) as seen in PAH-

PASMC. Similarly to STAT3 inhibition (siRNA) Pim1 inhibition reverses this phenotype (n=50 to 

100cells/patient in 5 control patients; p<0.05).  

(B) STAT3 inhibition by either siRNAs or inhibitor peptide restores mitochondrial membrane 

potential measured by TMRM (p<0.05; n=50 to 100cells/patient in 3 PAH patients) in PAH-PASMCs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplemental Figure 2- 5: Pim1 inhibition decreases NFATc2 activation in PAH-PASMCs.  

(A) Pim1 inhibition using siRNAs decreases NFATc2 (green) nuclear translocation (DAPI blue) 

giving less yellow staining, in 10 to 20 cells /patient in 3 PAH and 5 control patients.  
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Supplemental Figure 2- 6: Pim1 expression is increase in MCT-induced PAH in rat and is 
confined to the PASMCs.  

(A) Pim1 expression was measured by immunofluorescence in distal PAs in lungs biopsies of both 

control and MCT-injected rats. Pim1 expression (green) increases with the development of PAH (i.e there is 

an increase in Pim1 expression (more green fluorescence) two weeks post MCT injection). Moreover, 

colocalization experiments between SM-Actin (red) and Pim1 (green) showed that the increased in Pim1 

expression in mostly confined to PASMCs giving a greater yellow staining 2 weeks and beyond MCT-

injection.  

(B) Double staining technique with VE-cadherin a marker of endothelial cells, showed limited co-

localization between Pim1 (green) and VE-cadherin (red), suggesting that Pim1 is primarily expressed in 

PASMCs and less in PA endothelial cells.  

(C) As in human, the increase in Pim1 expression is precede by a significant activation of STAT3 

(p<0.05) (measured by the P-STAT3/STAT3 ratio using immunoblots) between 1 and 2 weeks post MCT 

injection. Similarly, NFATc2 protein expression follows the same expression pattern than Pim1. 
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Supplemental Figure 2- 7: Pim1 expression in rat Buffy coat and tissues. 

(A) Pim1 expression is increased in rats white blood cells and correlates with MCT-PAH 

severity. Pim1 mRNA levels were measured in buffy coat from control rats (mean PAP <15mmHg); and rats 

with MCT-induced mild-PAH (mean PAP <30mmHg) and sever PAH (mean PAP greater than 30mmHg). As 

shown, Pim1 mRNA levels are significantly increase in both mild and sever-PAH rats compare to control. In 

addition a significant correlation was found between Pim1 mRNA levels and PAH severity (n=5 to 8 rats per 

group).  

(B) Pim1 expression in various tissues. Pim1 mRNA levels were measured in several tissues 

including aorta; kidney and liver by qRT-PCR. As shown, Pim1 is poorly expressed at mRNA level in the 

tested tissues, and is not affected by development of PAH. 
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Supplemental Figure 2- 8: Pim1 inhibition affects only the pulmonary arteries reversing PAH.  

(A) To verify the tissue distribution of our treatment we also nebulized an adenovirus carrying GFP. 

We observed the expression of GFP using immunofluorescence staining on lung sections. Diffuse GFP 

immunofluorescence in the PAs confirmed the tissue specificity of our nebulization technique. This 

experiment doesn’t show that our method of silencing is effective but allows verifying the instrumentation 

and that nebulization occurred.  

(B) In order to study the selectivity and safety of our gene silencing delivery method, we measured 

Pim1 expression in several tissues. We showed that siRNA treated rats had decreased Pim1 mRNA levels in 

lung, PAs and RV but not in other systemic vessels such as aorta, while rats treated with scrambled siRNA 

showed no modification in Pim1 levels. Note that Pim1 levels were very low in all other tested organs and 

their levels were similar in the siRNA and scrambled treated rats showing the tissue specificity of our 

therapeutic intervention.  

(C) Longitudinal studies using echography and Doppler showed that Pim1 inhibition significantly 

increases PAAT (p<0,001) and decreases RV hypertrophy (p<0,05). 
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Supplemental Figure 2- 9: Pim1 K.O mice are resistant to PAH.  

(A) Longitudinal studies using echocardiography and Doppler showed that Pim1 K.O mice are 

resistant to both MCTP and chronic hypoxia induced PAH, as no changes in PAAT and RV hypertrophy were 

observed, while like in rats wild type mice injected with MCTP or exposed to CH had a significant (p<0.05) 

decrease in PAAT and significant increase in RVH. 

(B) Pim1 K.O mice have improved survival over 25 days period post MCTP injection or CH 

exposure (p<0.01). 
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Supplemental Figure 2- 10: STAT3 and NFATc2 activation in Pim1 K.O.  

(A) As in rats STAT3 activation (PY705-STAT3 in green nuclear translocation) is increased in both 

WT and Pim1 KO mice injected with MCTP or exposed to chronic hypoxia giving a greater yellow staining.  

(B) NFATc2 activation measure by NFATc2 (green) nuclear translocation, is increased only in WT 

animals injected with MCT or exposed to CH (increased yellow staining). As predicted lack of Pim1 in KO 

animals prevented NFATc2 activation. This finding suggests that STAT3 activation is not sufficient to 

activate NFAT and to promote PAH.  
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Supplemental Figure 2- 11: Efficiency of Pim1 siRNA, adenoviruses, STAT3 siRNA and antibody 
immunofluorescence specificity.  

(A) Using qRT-PCR we demonstrated that our concentration of Pim1 siRNAs block over 80% of 

Pim1 mPNA expression in PAH-PASMCs, while the same concentration of scrambled siRNA has no effect.  

(B) Adenoviruses infection at 1.10
7 

PFU induce an infection rate of 60 to 80% in healthy PASMCs 

exposed to 48h. Wild type Pim1 adenovirus infection in healthy-PASMC promotes Pim1 expression by 80%.  

(C) Immunoblots performed in human PAH-PASMCs showed that both siSTAT3 and siPim1 blocks 

80% of STAT3 and Pim1 the protein expression respectively. Similar results were found in the lungs of 

MCT-PAH rats nebulized with siPim1. 

(D) Staining with only the same secondary antibody (green signal) used for Pim1, NFATc2 and Bcl2 

immunofluorescence showed no unspecific staining in human distal PA.  

 



 124 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 3: 

 

L’INHIBITION EN AMONT DE STAT3: 

 La plateforme signalétique FAK (Focal Adhesion 

Kinase) est impliquée dans la PAH et son inhibition 

est bénéfique. 
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HYPOTHESE DE TRAVAIL 

Parallèlement à l’étude réalisée sur l’axe STAT3/Pim1 précédemment présentée, le 

laboratoire a également réalisé une étude sur les miRNAs impliqués dans la pathogénèse de 

la PAH. Parmi les 377 miRNAs pour lesquels l’expression a été mesurée, miR-204 a été 

identifié comme le seul miRNA dont l’expression est significativement diminuée dans les 

PAH-PASMCs en comparaison des PASMCs contrôles. miR-204 est localisé dans l’intron 

du gène codant pour TRPM3 (Transient receptor potential melastatin 3) et nous avons 

démontré que tous deux sont sujets a une régulation négative infligée par STAT3. Nous 

avons aussi décrit Src comme à l’origine de l’activation inappropriée de STAT3 dans la 

PAH. SHP2 (Src homology domain-containing phosphatase 2) une tyrosine phosphatase 

cytoplasmique impliquée dans l’activation de Src420, 421, a été identifiée comme la cible 

directe réprimée par miR-204. Par une diminution de miR-204, STAT3 abolit la répression 

exercée sur SHP2, renforce l’activation de Src et finalement maintient sa propre activation 

par cette boucle de rétrocontrôle positif
342

.  

La découverte de l’activation de Src dans la PAH nous a amener a porter notre 

attention sur un de ses principaux interactants : la kinase des points focaux d’adhésion 

FAK. FAK et Src sont des protéines tyrosine kinase non récepteur (PTK), activées 

indépendamment par autophosphorylation après intégration les signaux provenant de 4 

sources : de l’interaction entre les intégrines et la ECM aux points d’adhésion focaux
422

, 

des RTKs
423, 424

, des GPCR
425

 et du cytosquelette
426, 427

. Src et FAK forment alors un 

complexe, menant à une phosphorylation de FAK dépendante de Src sur des sites 

additionnels et transmettant le signal a de nombreuses voies de signalisation, comme 

STAT3
428

, ERK/MAPK, RhoGTPase
429

, Paxilin
430

 or PI3K.  

Etant donné qu’une grande partie des signaux intégrés par FAK est augmentée dans 

la PAH et que de nombreuses voies régulées par FAK, comme STAT3, sont 

dysfonctionnelles dans la PAH, nous avons émis l’hypothèse que la plateforme signalétique 

FAK est activée dans la PAH et que son inhibition est bénéfique pour diminuer le 

phénotype cancéreux des PASMCs. 
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RESUME 

INTRODUCTION : L’hypertension artérielle pulmonaire (PAH) est une maladie 

vasculaire obstructive caractérisée par une augmentation de la prolifération, de la migration 

et de la survie des cellules musculaires lisses vasculaires de l’artère pulmonaire (PASMCs). 

Nous avons également décrit l’axe Src/STAT3/NFAT comme activé de façon aberrante 

dans la pathologie et responsable du maintien dans le temps de ce phénotype. Dans le 

cancer, Src intègre de nombreux signaux (qui entraînent la phosphorylation du résidu 

Y418) et forme un complexe avec la kinase des adhésions focales FAK. Cette coopération 

entraîne la phosphorylation de FAK par Src sur diverses sites déclenchant l’activation de 

voies de signalisation prolifératives, pro-survie, et augmentant la motilité cellulaire. 

Nous avons donc émis l’hypothèse que FAK est un important partenaire de Src dans 

la PAH et que son inhibition est bénéfique pour diminuer la prolifération la survie et la 

migration des PASMCs. 

METHODES/RESULTATS: Nous avons montré par immunoblots (n=3 p<0.05) 

dans des PAH-PASMCs humaines que FAK est activée (phosphorylée sur les résidus Y397 

and Y576) et que Src est responsable de la phosphorylation de FAK sur la Y576, 

puisqu’elle est inhibée par l’inhibiteur spécifique de Src PP2. De plus, l’inhibition de FAK 

par siRNA diminue l’activation de STAT3. Nous avons montré que l’inhibition de FAK par 

siRNA et PP2 dans les PAH-PASMCs 1) Dépolarise le m (TMRM n=150 p<0.05), 

augmente l’apoptose de 25% (n=150 p<0.05 TUNEL) 2) Diminue la prolifération de 30% 

(PCNA & Ki67) 3) Diminue la migration de 25% (transwell assay, n=3 p<0.05) et inhibe 

l’invasion (Wound Healing, n=5 p<0.05). Pour terminer, l’inhalation in vivo de siRNA 

dirigés contre FAK dans le modèle de rats monocrotaline-PAH (n=10 p<0.05) montre un 

effet thérapeutique important caractérisé par une diminution des PAPs, de l’épaisseur du 

mur vasculaire, de l’hypertrophie ventriculaire droite (Echo & cathérisation) une 

augmentation de l’apoptose, une diminution de la prolifération et une diminution de 

l’activation de STAT3 dans PAs distales.  

CONCLUSION : Nous avons démontré que l’inhibition de FAK est bénéfique 

dans le traitement de la PAH. 



 128 

ABSTRACT 

BACKGROUND: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a vasculopathy 

characterized by enhanced pulmonary artery smooth muscle cells (PASMC) proliferation, 

migration and suppressed apoptosis. The sustainability of this phenotype is attributed in 

part to the constitutive activation of c-Src leading to STAT3/NFAT pathway activation. In 

cancer, Src receives several signals (ie phosphorylation on Y419) and forms a complex 

with the Focal Adhesion Kinase (FAK, phosphorylated on Y397) at focal adhesion points. 

This cooperation lead to a Src-dependant phosphorylation of FAK on several site leading to 

pro-proliferative and pro-survival signals transduction and increasing the turnover of focal 

adhesions and cell motility. 

We hypothesized that FAK is an important partner of Src in PAH and that its 

inhibition could be beneficial by decreasing proliferation, survival, migration and invasion 

of PASMCs.  

METHODS/RESULTS: We showed by immunoblots (n=3 p<0.05) in human 

PAH-PASMCs that c-Src and FAK are activated (phosphorylated on Y419 and Y397 

respectively) and that Src imply FAK phosphorylation on Y576, which is inhibited by Src 

inhibitor PP2. Moreover, FAK inhibition by siRNA decreases activation of the Src target 

STAT3. We demonstrated that both FAK (siRNA and PF-228) and Src (PP2) inhibition 

inhibition in PAH-PASMCs 1) Depolarizes m (TMRM n=150 p<0.05), increasing 

apoptosis by 25% (n=150 p<0.05 TUNEL) 2) Decreases proliferation by 30% (PCNA & 

Ki67) 3) Decreases cell migration by 25% (transwell assay, n=3 p<0.05) and inhibits 

invasion (Wound Healing, n=5 p<0.05). Finally, in vivo experiments with inhalation of 

FAK-siRNA in rats monocrotaline-PAH (n=10 p<0.05) support a putative therapeutic 

effect of FAK inhibition characterized by decreased PA pressure, wall thickness, right 

ventricular hypertrophy (Echo & catheterization), increased apoptosis, decreased 

proliferation and decreased STAT3 activation in distal PAs.  

CONCLUSION: We demonstrated that the inhibition of FAK in human and 

experimental PAH is beneficial to reverse PAH.  
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3.1. INTRODUCTION 

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a proliferative remodeling disease 

characterized by an accumulation of pulmonary artery smooth muscle cell (PASMC) and 

extracellular matrix (ECM) proteins in small vessel lumen. This lead to an abnormal 

remodeling/ thickening of vessel wall and to increased pulmonary vascular resistance. In 

response to increased afterload, the right ventricle RV hypertrophies, but without treatment, 

this compensatory response becomes quickly unsufficient and the RV fails. 

The pathogenesis of PAH is enigmatic, multifactorial and has fundamental 

similarities with cancer as PASMCs adopt a pro-proliferative, pro-survival, invasive quasi 

angiogenic phenotype
245, 307, 431

. In some patients, there is a major genetic predisposition in 

the form of heterozygous mutations in the bone morphogenetic type II receptor (BMPR-II) 

leading to an impaired function of SMAD (mothers against decapentaplegic homolog) 

pathways
248, 249

 and an increased of the p38/MAPK (Mitogen-activated protein kinase) 

activation
250, 251

. Furthermore, p53
330

, p21
331

 and p27
328, 329

 are other tumor 

suppressor/oncogenic proteins that have been implicated in PAH. In addition, we recently 

showed the critical role of the c-Src/STAT3/Pim1 axis, accounting for increased expression 

and activation
432, 433

 of the transcription factor NFAT (nuclear factor of activated T-cells) 

and leading to several cancer features of PAH-PASMCs including: 1) the downregulation 

of voltage-gated K
+
 channels (Kv1.5), (depolarizing PASMCs and thus increasing [Ca

2+
]i, 

which promotes proliferation), 2) the mitochondrial membrane potential (Ψm) 

hyperpolarization and the inhibition of ROS generation (both of which suppresses 

apoptosis)
242

. Moreover, we demonstrated that STAT3 sustains its own activation trough a 

positive feedback loop applied on Src and involving the microRNA miR-204. 

Focal adhesion kinase (FAK) and Src, are cytoplasmic non-receptor protein tyrosine 

kinases that have been highlighted for their contribution in cancer. Part of this interest 

originates from the complexity of the signaling events involving these kinases and from 

their description at the intersection of multiple pathways. Indeed, FAK and Src both 

integrate signals coming from four sources: extracellular matrix/integrins interactions
422

, 

growth factor signaling
423, 424

, G-protein coupled receptor signaling
425

 and signal coming 

from cytoskeleton
426, 427

. This leads to FAK and Src autophosphoryation and subsequent 
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interaction permitting a Src-dependant and specific FAK activation by phosphorylation on 

additional sites. Hence, FAK functions as a signaling hub and is involved to some degree in 

every signal transduction processes that orchestrate cell differentiation, growth, survival, 

adhesion, spreading, invasion and migration as STAT3
428

, ERK/MAPK, RhoGTPase
429

, 

Paxilin
430

 or PI3K.  

Since FAK is a Src partner, that can be activated by most of the signals increased in 

PAH and able to enhance activation of several pathways that are deregulated in PAH, 

STAT3 included, we hypothesized that FAK is implicated in PAH pathogenesis. Inhibition 

of the inappropriate activation of this axis could restore the normal phenotype. We believe 

that FAK inhibition could be a good therapeutic approach, with a specific effect and with 

little detrimental effects. 

3.2. MATERIALS AND METHODS 

All the experiments were performed with the approval of the Laval University Ethic 

and Biosafety Committee. The investigation conforms the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication 

No. 85-23, revised 1996) and the principles outlined in the Declaration of Helsinki
434

. 

3.2.1. Cell culture: 

PAH-PASMCs were isolated from <1,500 µm–diameter small pulmonary arteries 

from 2 males with iPAH (31 and 48 years old) and 1 female with PAH group 1 (lupus; 54 

years old) from lung explants
280

. All patients had right catheterization that confirmed 

pulmonary hypertension (mean PAP greater than 25mmHg at rest). Age and sex matched 

control PASMCs (3 males 45; 21; 64 years old and 2 females 17 and 35 years old)) were 

purchased (Cell Application group USA). PASMCs (less than passage 6) were grown in 

high-glucose DMEM media supplemented with 10% FBS (Gibco, Invitrogen, Burlington, 

ON, Canada) and 1% antibiotic/antimytotic (Gibco, Invitrogen, Burlington, ON, Canada) 

240
. All cells were used until the fifth passage. 
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3.2.2. Cell treatments:  

siRNA (from AMBION, Austin, TX, USA) were transfected at 20nmol.L
-1

 final 

concentration with CaCl2
432

. After 24h, media was changed and experiments were 

performed 48h after the beginning of the transfection. PP2 and PP3 were dissolved in 

DMSO applied for 48h at final concentration of 10 µM. 

3.2.3. Measurement of the m  

Experiments in live PASMCs (37°C) were performed using a FV1000 confocal 

microscope equipped with a live cell apparatus (Olympus, Center Valley, PA). 

Mitochondrial membrane potential was determined using 10nM 

tetramethylrhodamine methyl-ester perchlorate (TMRM, Invitrogen Branchburg, NJ, USA). 

Nuclei were stained using 50nM Hoechst 33342 (Invitrogen Branchburg, NJ, USA). 

Between 100 and 150 cells were measured by experiment, in 3 experiments by cell line, in 

5 control- and 3 PAH-PASMCs cell lines. 

3.2.4. Proliferation and apoptosis measurements:  

Apoptosis rates were measured using Apoptag apoptosis detection kit (TUNEL; 

Millipore, Temecula, CA). Proliferation rates were measured by the proliferating cell 

nuclear antigen PCNA antibody from (1/400, DAKO, Carpinteria, CA) and Ki67 antibody 

(1/400, Millipore) according to the manufacturer’s instructions
241, 242

. The percentage of 

positive PASMCs for TUNEL or Ki67 was determined by the number of cell showing the 

presence of a nuclear stainning over the total number of cell. The percentage of PCNA 

positive cell was determined using a threshold based on the intensity obtained in control-

PASMCs. This threshold was applied in all the other groups and cells showing a nuclear 

fluorescent intensity superior to the threshold were considered as positive.  Between 100 

and 150 cells were measured by experiment, in 3 experiments by cell line, in 5 control- and 

3 PA-PASMCs cell lines. 

3.2.5. Nuclear translocation assay:  

In PASMCs, protein nuclear localizations were measured in at least 100 to 150 cells 

by experiment, in 3 experiments by cell line, in 5 control- and 3 PAH-PASMCs cell lines. 

Intensity of nuclear staining was determined and plotted.  
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3.2.6. Cell migration assays  

Experiments were performed using the QCM
TM

 24-Well Insert Colorimetric Cell 

Migration Assay kit from Millipore following manufacturer instructions. Cell were 

transfected with siRNA or treated with PP2 (or the inactive analogue PP3), 48 hours before 

performing the assay. Then, cells were trypsinized and 2.10
5 

cells were plated in each insert 

in absence of FBS. 10% FBS in the lower chamber was used as chemoattractant. Plates 

were incubated 24h at 37°C, 4-6% CO2. After 24h, media was removed and inserts were 

then placed in a staining solution. Inserts were washed and non-migratory cells layers from 

the interior of inserts were removed using a cotton-tipped swab. The stain was extracted 

from the underside by gently tilting inserts back and forth several times in an extraction 

buffer during 15 min. Optical densities of the stained solutions were measured at 560nm 

and are relative to the number of cells on the underside, i.e having migrated. 

3.2.7. Wound healing assay by scratch test:  

Cells were plated (2.10
5
 cells by well) in a 24 well plate and transfected with siRNA 

or treated with PP2 (or the inactive analogue PP3), 48 hours before performing the assay. 

Cell monolayer were wounded using a 10uL pipette tip. Wells were photographed just after 

scraping and 24h after. Pictures were analyzed using ImageJ software to define the number 

of invasive cell over the wound area.  

3.2.8. Immunoblots  

Protein expression of PY705-STAT3, STAT3, PY419-Src, PY576-FAK, PY397-

FAK, FAK (1/1000 in BSA fravtion V heat cock treated, Cell Signaling), c-Src (1/1000, 

Santa Cruz) were quantified and normalized to smooth muscle actin (1/500, Santa Cruz). 

Phosphorylated forms were obtained from the same membrane than total forms after 30min 

stripping at 50 degrees.  

3.2.9. In vivo experiments:  

250–350 g Sprague-Dawley rats were injected s.c. with 60mg.Kg
-1

 of MCT (n=20). 

Intra-tracheal nebulization of siSCR (AMBION, 1nmol, n=5 rats) and siFAK (AMBION, 

1nmol, n=5 rats) were given on day 18, once pulmonary hypertension being established. 
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3.2.10. Hemodynamic measurements: 

 Rats were initially anesthetized with 3–4% isoflurane and maintained with 2% 

during procedures. All rats underwent hemodynamic and echocardiography studies as 

previously described
242, 243

. Right catheterizations (closed chest) were performed using 

SciScence catheters to directly measure PA pressures. Longitudinal and non-invasive 

evaluations of PAH was performed by echocardiography (using Vevo 2100 VisualSonics 

equipment) as previously described
242

 
243

. Euthanasia was performed by exsanguinations. 

3.2.11. Histology measurements:  

Percentage media wall thickness was assessed as previously described
242

. Briefly, 

lungs slides were colored with H&E, distal PAs <100μm wall thickness was measured 

using image Proplus software (Media Cybernetics, Inc USA). 2 measurements / artery in at 

least in 5 to 10 distal arteries per rats in 5 rats were performed.  

3.2.12. Statistics:  

Averaged data are means±SEM. For comparison between 2 means we used a paired 

T-test. For comparison
 
between more than two means we used a One-way ANOVA 

followed by a Tukey post-test. Significance p<0.05 is indicated by *, p<0.01 by ** and 

p<0.001 by ***. 
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3.3. RESULTS 

3.3.1. FAK is activated in PAH-PASMCs.  

In order to determine whether FAK is activated in PAH, we performed Western 

Blot on Control and PAH-PASMCs. We studied FAK phosphorylation on the residue 

tyrosine 397 (PY397-FAK), reflecting on FAK autophosphorylation and on its ability to 

interact with Src
435, 436

; and on the residue tyrosine 576 (PY576-FAK), located in the kinase 

domain and informing on FAK full kinase activity
437

. We found that both residues are 

phosphorylated with a two-fold increase in PAH-PASMCs compared to Control-PASMCs 

(Figure 3-1A). 

3.3.2. FAK activation is dependant on Src kinase activity. 

To verify the hypothesis on which FAK interacts with Src and that PY576-FAK 

depends on Src kinase activity, we treated PAH-PASMCs with the Src inhibitor PP2 or 

with the inactive analogue PP3. Src inhibition by PP2 (i.e decreased phophorylation on 

tyrosine 416, PY416-Src) is associated with decreased PY576-FAK but not PY397-FAK 

compared to PP3, showing that only PY576-FAK depends on Src activation. PY397-FAK 

depends on primary signal and is not affected by Src inhibition in PAH-PASMCs (Figure 

3-1B, western blot and graph left panel). We previously described that Src inhibition is 

associated with STAT3 inhibition (i.e decreased phosphorylation on tyrosine 705, PY705-

STAT3). In order to study if FAK play a role in the Src-dependant STAT3 activation, we 

used a silencer RNA directed against FAK and studied STAT3 pattern of phosphorylation. 

Efficiency of FAK inhibition is seen as total FAK, PY397-FAK and PY576-FAK are 

reduced. PY705-STAT3 is affected by FAK inhibition, the ratio PY705-STAT3/STAT3 

being decreased compared to PAH-PASMCs transfected with the scrambled silencer RNA 

(Figure 3-1B, western blot and graph right panel). FAK-dependent STAT3 inhibition was 

confirmed by nuclear translocation assay showing that transfection of siRNA directed 

against FAK in PAH-PASMCs decreases nuclear PY705-STAT3 intensity compared to 

siSCR treated PAH-PASMCs (Figure 3-1C). PY416-Src is decreased as well by FAK 

inhibition (Figure 3-1B, western blot and graph left panel). This could be explained directly 

by FAK inhibition or by a FAK-dependant STAT3 inhibition. Indeed, FAK was shown to 

be important in Src activation, sustaining its open and active conformation, and we also 
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previously described that STAT3 maintains Src activated by a positive feedback loop 

involving miR-204
433

.  

3.3.3. FAK inhibition decreases PAH-PASMCs proliferation and resistance to 

apoptosis. 

Since FAK activation was previously associated with increased proliferation and 

resistance to apoptosis rates in SMCs
438, 439

, we studied the potential of FAK inhibition in 

reversing PASMCs hyperproliferative and apoptosis-resistant phenotype. PASMCs were 

grown in media supplemented with 10% FBS, a condition known to promote 

proliferation
240, 242

. We found that FAK inhibition by either siRNA or a PP2-dependant Src 

inhibition in PAH-PASMCs decreases by 2.5-fold the % of Ki67 positive cells and by 2-

fold the % of PCNA positive cells (Figure 3-2A) compared to appropriate control, leading 

PAH-PASMCs back to control proliferation rates. 

As we previously described that PAH-PASMCs are resistant to mitochondria 

induced apoptosis, we studied effect of FAK inhibition on the mitochondrial membrane 

potential (ΔΨm) (which is an index of the threshold for mitochondrial-dependent 

apoptosis), using tetramethylrhodamine methyl-ester (TMRM) in live PAH-PASMCs 

transfected with FAK siRNA, siSCR or treated with PP2 or PP3. FAK inhibition by siRNA 

or PP2 treatment caused a significant ΔΨm depolarization compared to scrambled- or PP3-

treated PAH-PASMCs respectively (Figure 3-2B). Apoptosis rates were studied using 

TUNEL assays. PAH-PASMCs are resistant to starvation (0.1% FBS media) induced 

apoptosis (decreased % of TUNEL positive cells compared to control-PASMCs Figure 3-

2B). FAK inhibition by siRNA in “starved” PAH-PASMCs increases apoptosis by 5-fold 

and PP2 by 4-fold. 
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Figure 3- 1: FAK is activated in PAH-PASMCs. 

 A) FAK is phosphorylated on Y397 and Y576 in PAH-PASMCs showing its full kinase activity. 

FAK activation was evaluated by immunoblots in triplicates (ratio PY397- or PY576-FAK/FAK normalized 

to Actin) between control-PASMCs (n=5 cell lines) and PAH-PASMCs (n=3 cell lines). Representative 

pictures and mean data were presented. In PAH-PASMCs both sites phosphorylation are increased by 2 times.  

 B) Src activation is required for both FAK and STAT3 activation in PAH-PASMCs and FAK 

inhibition decreases STAT3 activation 

 FAK activation was evaluated under Src inhibition by PP2.  Representative gels and mean data show that an 

effective Src inhibition (decreased PY418-Src) in PAH-PASMCs is associated with decreased activation of 

FAK on PY576 compared to PAH-PASMCs treated with the appropriate control PP3.  PP2 did not affected 

PY397 but decreases STAT3 activation as well. 

and nuclear translocation assay measuring the amount of P-STAT3 (% of P-STAT3 positive cells) in green in 

the nucleus in blue (DAPI) and the colocalization in yellow. Note that the greater is the yellow intensity more 

P-STAT3 is activated. DHEA was dissolved in methanol and used at final concentration of 100mol.L
-1

 

(methanol final concentration  0.1%) for 48h. (n=100 to 150 cells by experiment, in 3 experiments by cell 

line, in 5 controls and 3 PAH-PASMCs cell lines, p<0.05). 

 C) FAK inhibition decreases PY705-STAT3 nuclear translocation in PAH-PASMCs. 

STAT3 activation was further evaluated by nuclear translocation assay measuring the amount of P-STAT3 (% 

of P-STAT3 positive cells) in green in the nucleus in blue (DAPI). 
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Figure 3- 2: FAK inhibition decreases proliferation and enhances apoptosis. 

A) FAK inhibition decreases PAH-PASMCs proliferation. 

 PAH-PASMCs had increased proliferation rates measured by the % of PCNA and Ki67 positive 

cells, compared to healthy PASMCs. Both FAK siRNA and PP2 significantly decrease PAH-PASMC 

proliferation compared to appropriate controls siSCR and PP3(n=100 to 150 cells by experiment, in at least 3 

experiments by cell line in 5 controls and 3 PAH-patients PASMCs, p<0.05). 

 B) FAK inhibition increases PAH-PASMCs mitochondrial-dependent apoptosis 

FAK inhibition by both siRNA and PP2 in PAH-PASMC reverses ΔΨm hyperpolarization (TMRM) and 

decreases apoptosis (%TUNEL) compared to siSCR and PP3. 

 

 

 

 

3.3.4. FAK inhibition decreases PAH-PASMCs motility.  

PASMCs motility was analyzed using modified Boyden chambers experiment with 

24-well inserts containing an 8μm pore size polycarbonate membrane (Figure 3-3A). Cells 

were plated in inserts, on the bottom of the membrane and in serum-free media. Motility 

was stimulated by 10% serum media placed in the lower chamber. Migrating cells were 

stained, the stain was extracted and optical density was measured at 560nm. PAH-PASMCs 

have an increased motility (optical density around 3, Figure 3-3A) compared to control-

PASMCs (optical density around 2, Figure 3-3A). As expected, FAK inhibition in PAH-

PASMCs is associated with decreased migration, as the measured optical density is of 2.2 

versus 2.8 for scramble-transfected cells (Figure 3-3A). These results show that FAK is 

required for enhanced pathological PAH-PASMCs motility. 

3.3.5. Src/FAK and STAT3 inhibitions decrease Wound Healing response in 

PAH-PASMCs. 

We investigated the effect of Src/FAK inhibition on PASMCs migration, by in vitro 

wound healing assays (Figure 3-3A). As STAT3 was previously described to be implicated 

in SMCs invasion
440, 441

, we also performed this experiment in presence of STAT3 silencer 

RNA.  

After 24h, PAH-PASMCs exhibited a better cell reorientation response along the 

wounded edge margin than control PASMCs. Moreover, PAH-PASMCs have migrated into 

the wounded area and completely filled it as shown by the number of cell in the wound area 

is increased by 2 times compared to control-PASMCs (Figure 3-3A). PAH-PASMCs 

transfected with FAK siRNA exhibited only limited cell reorientation responses along the 

wounded edge margin and did not efficiently repopulate the open space compared to 
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scrambled treated cells, with a 2-fold decrease in the number of cell in the wound area 

compared to siSCR (Figure 3-3A). Similar results were obtained with wound healing assays 

using PP2 compared to PP3 and STAT3 siRNA. These results demonstrate the critical role 

of the signaling hub Src/FAK in enhanced wound healing response seen in PAH-PASMCs 

and that Src/FAK inhibition restores a normal response to wound similarly to control cells. 

Interestingly, STAT3 also decreases PAH-PASMCs motility, suggesting strong cooperation 

between the 3 proteins in enhancing PAH-PASMCs motility. 
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Figure 3- 3: FAK inhibition decreases PAH-PASMCs motility. 

 A) FAK inhibition decreases PAH-PASMCs migration and wound healing.PASMCs motility was 

measured using a modified Boyden chamber experiments and 10% serum media as chemoattractant in the 

lower chamber. Migrating cells were stained, the stain was extracted and optical density was measured at 

560nm. FAK inhibition in PAH-PASMCs is associated with decreased migration (n=3 experiments in 

duplicates, p<0.05). 

In vitro wound healing assays were also performed in PAH-PASMCs with FAK inhibition. Cell motility in 

this case, was assessed by the number of cell that invaded the wound, over the wound area. FAK inhibition 

(siRNA and Src-dependent inhibition by PP2) as well as STAT3 inhibition (siRNA) decreases the PAH-

PASMCs pathological response to wound healing (n=3 experiments p<0.05). 

 B) FAK inhibition decreases PAH-PASMCs actin reorganization. 

F-actin reorganization was stained using Texas Red Phalloidin (1)(INVITROGEN) and focal adhesion dots 

were visualized using Paxillin(2) staining in far red (pink). PY576-FAK(3) was stained in green and nucleus 

by DAPI in blue. Representative pictures of typical formations observed in each group are presented (4 and 

5). As PY576-FAK is present in the nucleus, nuclear PY576-FAK intensity mean data are presented in the 

graph on the left.  

PAH-PASMCs are characterized by reorganization of the actin cytoskeleton with the formation of motile 

structures such as lamellipodia whereas control PASMCs only arbor small actin protrusions (arrows). FAK, 

Src and STAT3 inhibition decrease the presence of lamalipodia in PAH-PASMCs and decrease the amount of 

nuclear PY576-FAK. 
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3.3.6. PY576-FAK is localized in focal adhesion points and in the nucleus, and 

is associated with actin reorganization. 

Src/FAK/STAT3 ability to decrease PAH-PASMCs aberrant motility was further 

studied using immunofluorescence. FAK localized in focal adhesions regulates focal 

adhesion turnover required for efficient cell movement
442

 by enhancing paxillin 

phosphorylation and subsequent actin fiber formation
443

. Focal complexes formed at the 

leading edge of the cell provide new adhesive contacts and direction for cell movement
444

. 

Actin polymerization at the leading edge provides the protrusive force required for the 

extension of lamellipodia and the formation of focal complexes
445

. F-actin reorganization 

was visualized using Texas Red Phalloidin (INVITROGEN) and Paxillin was used to 

visualize focal adhesion points. Moreover, we also stained PY576-FAK, in order to confirm 

first that the amount is increased and to identify its localization during cell movements. 

PAH-PASMCs are characterized by reorganization of the actin cytoskeleton with the 

formation of motile structures such as lamellipodia (Figure 3-3B) whereas control PASMCs 

only arbor small F-actin protrusions (Figure 3-3B). PY576-FAK is increased in PAH-

PASMCs, present to focal adhesion point, but surprisingly, we found that PY576-FAK is 

mainly localized in the nucleus. FAK inhibition by siRNA or Src-dependant inhibition by 

PP2 largely abolishes F-actin filament assembly and formation of typical focal adhesion 

plaques (less pink dots and less lamelipodia formation), although small F-actin protrusions 

were observable. Nuclear intensity level of PY576-FAK is decreased by siFAK, siSTAT3 

and PP2 compared to appropriate controls siSCR and PP3, confirming a strong cooperation 

between Src, STAT3 and FAK. Nonetheless, the exact function of nuclear PY576-FAK in 

PAH is unknown. This feature will be discussed and will be the goal of further 

experiments. 

3.3.7. FAK inhibition in vivo reverses monocrotaline-induced PAH.  

Rats were sc-injected with monocrotaline (MCT-PAH) (60mg.Kg
-1

) and disease 

progression was followed using non-invasive measurements (Doppler and 

Echocardiography) and exercise capacity on treadmill. After established-PAH (decreased 

PA acceleration time PAAT at day 18), FAK and scramble siRNA (1nmol) were selectively 

delivered into the lung by intra-tracheal nebulization
242

. Two weeks later, rats were 
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anesthetized and PA pressures were measured closed chest using a telemetric catheter 

inserted in the right jugular vein.  



 144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 145 

 

Figure 3- 4: Nebulized silencer RNA directed against FAK reverses MCT-PAH. 

 FAK inhibition (1 nebulization of 1nmol) 18 days after MCT injection decreased A) mean PA 

pressure (n=5 rats/group), RV hypertrophy (n=5 rats/group) and improved exercise capacity (n=5 rats/group). 

This is associated with decreased distal PA wall thickness (H&E, n=5 to 10 PA/rat with 5 rats/group) through 

enhanced apoptosis (% of TUNEL (green) positive cells) and decreased proliferation (% Ki67 (green) positive 

cells). 

 

As expected, FAK inhibition is associated with decreased PA pressures (mean 

20mmHg, n=5, p<0.05) compared to siSCR treated rats (mean 40mmHg, n=5, p<0.05, 

Figure 3-5A). Hearts were harvested and the measure of RV hypertrophy was assessed by 

the ratio of RV weigh/LVS weigh. RV hypertrophy is decreased by 20% in siFAK 

compared to siSCR-treated rats (n=5 in each group, p<0.05, Figure 3-5A). We studied PA 

wall remodeling on paraffin embedded lung section using Hematoxylin&Eosin staining 

(Figure 3-5B). Decreased PA wall thickness is seen in siFAK treated rats compared to 

siSCR treated ones, explaining the decrease in PA pressure and the decrease in afterload 

dependant RV hypertrophy (Figure 3-5B). By TUNEL and Ki67 staining on lung section, 

we determined that increased apoptosis rates and decreased proliferation levels are 

associated with FAK inhibition by nebulization, explaining the decrease in PA wall 

thickness in those rats. 

3.3.8. FAK inhibition decreases in vivo Src/STAT3 activation.  

In order to identify the efficiency of our treatments we performed Western Blots on 

PA’s protein extracts. We demonstrated that total FAK is still strongly decreased 2 weeks 

after nebulization of siRNA directed against FAK, resulting in low levels of PY397 and 

PY576 phosphorylation. This treatment is also associated with decreased Src and STAT3 

activation. The latest was further confirmed by immunoflorescence and nuclear 

translocation assay for PY705-STAT3 in distal PAs on paraffin embedded lung sections. 
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Figure 3- 5: Efficient FAK inhibition is associated with Src/STAT3 inhibition. 

 A) FAK inhibition efficiency in vivo and subsequent decrease in Src/STAT3 activation  
FAK, Src and STAT3 activation were evaluated by immunoblots performed in triplicate on rats lungs with the 

ratios phosphorylated forms/total forms and PY705-STAT3/STAT3 normalized to SM-Actin (n=5 rats in each 

groups). FAK inhibition was confirmed in vivo and associated as well with Src/STAT3 inhibition.  

 B) FAK inhibition is associated with decreased STAT3translocation in the nucleus in MCT-PAH 

rat distal PAs 
STAT3 inhibition by the therapeutical intervention was further confirmed by nuclear translocation assay, 

showing a decrease in PY705-STAT3/nuclei colocalization (yellow) (n=5 to 10 arteries per rats in 5 rats in 

each groups).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. DISCUSSION 

In this study we demonstrated for the first time that FAK is phosphorylated on the 

residues 397 and 576 in PAH-PASMCs and that Src is implicated in FAK activation. We 

also demonstrated that FAK inhibition is associated with decreased proliferation, resistance 

to apoptosis and motility of PAH-PASMCs. We also found that STAT3 phosphorylation is 

affected by FAK inhibition and that STAT3 activation participates in PAH-PASMCs 

migration and wound healing. To the best of our knowledge, while STAT3 roles in cell 

motility were described several times in cancer, it’s the first time that this is described in 

SMCs. STAT3 is well known as a cell motility regulator through its transcriptional 

functions
446

, but new evidence shows that STAT3 mediates cell migration by disrupting 

interactions between microtubules and one of its partners, stathmin. The association of 

STAT3, in a non–tyrosine-phosphorylated form and localized in the cytosol, with stathmin 

potentiates microtubule polymerization and cell movement
447-449

. In addition, 

phosphorylated STAT3 has also been found to localize to focal adhesions, interacting with 

focal adhesion proteins and contributing to ovarian cancer cell motility
450

. While, this was 

not particularly studied here, it confirms the implication of STAT3 in cell motility and its 

cooperation with Src/FAK complex. 
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We were particularly interested in PY576-FAK as it has been shown to reflect 

maximal FAK kinase activity
437

. Phosphorylation of this residue has been found to be 

enhanced by laminar shear stress
451

. This is consistent with our model in which the increase 

in pressure levels create cyclic stretch and shear stress on the vessel wall
452, 453

. Moreover, 

FAK activation seems to be activated by mechanical stress as Src/FAK axis activation has 

been described following an experimental 30mmHg increase in systemic pressure level
454

. 

The constant increase in pressure in PAH could be implicated in the maintenance and the 

amplification of FAK activation, leading to the worsening of PAH.  

Interestingly we found that PY576-FAK is located in the nucleus. It has been 

demonstrated that p53 regulation, which is protective against PAH
330

, is dependent on FAK 

nuclear translocation. FAK inactivates p53 in a kinase-independent manner via its FERM 

domain, acting as a scaffold protein to enhance Mdm2-dependent p53 ubiquitination and 

degradation. These results support a biological role for nuclear FAK in promoting cell 

proliferation and survival by facilitating p53 turnover
455-457

 and could explain p53 

regulation in PAH. Furthermore, in turn p53 is known to negatively regulates FAK 

expression by direct binding on the FAK promoter sequence and impairing its transcription, 

which could explain in part the p53 protective effect in PAH
330

. On the other side, it has 

been suggested that cellular migration and invasion are regulated by complex interplays 

between Src/STAT3 and p53/PTEN axes, which have two opposite forces, one enhancing 

invasion and one repressing it
440

. Their mutual antagonism seems to play a critical role in 

determining the outcome of Src-induced invasion and FAK could be one of the 

determinants in favor of the Src pathway. 

Interestingly, it was recently show that miR-143 and 145 are implicated in the 

SMCs switch from contractile to synthetic phenotype
458, 459

, that allows SMCs to migrate 

and proliferate. These miRNAs are organized in cluster whose regulation is dependant of 

Src and p53 pathways
460

. This further confirms that FAK/Src play a role in p53 regulation. 

Previous findings have demonstrated the enhanced expression of two proteins 

implicated in actin polymerization, cofilin and profilin in PASMCs stimulated with PDGF 

and in PAs of MCT-PAH rats
354

. This is an agreement with our findings since we showed 

that FAK activation is associated with actin reorganization in PAH-PASMCs, and the 
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formation of motile structure like lamellipodia. Moreover, Rabinovitch and collaborators 

have described a Receptor for Advanced-glycation end-products (RAGE)-dependant 

PASMCs migration
356, 357

. As we recently show that STAT3 is a downstream RAGE target 

in carotid artery SMCs stimulated by carboxylmethyl lysine
461

, it can be speculated that 

STAT3 also plays a role in RAGE-dependant PAH-PASMCs migration. 

3.5. CONCLUSION 

Here we provide evidences showing that targeting FAK in PAH could be beneficial. 

As several ATP-competitive FAK inhibitors are currently in clinical trial phase I and II for 

the treatment of several cancers, it is interesting to consider that these molecules could be 

applied for PAH therapies. 
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CHAPITRE 4: 

 

L’INHIBITION DIRECTE DE STAT3 PAR LA 

DHEA. 
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 HYPOTHESE DE TRAVAIL 

 

La Dehydroepiandrosterone (DHEA) est une hormone naturelle connue pour 

améliorer la PAH de par ses propriétés vasodilatatrices. En effet, en provoquant l’ouverture 

de canaux K
+
 comme les Kv et les BKCa 

462-464
, elle provoque une augmentation de la 

production de cGMP
465

 et entraîne la relaxation des VSMCs 
466

. Néanmoins, les effets de la 

DHEA sur les voies de signalisations menant au remodelage vasculaire sont peu connus.   

Nous avons démontré en 2009 dans un modèle in vitro de SMC de carotide et un 

modèle in vivo de lesion de la carotide, que la DHEA inhibe le remodelage vasculaire par 

inhibition de la voie Akt
241

. Néanmoins, comme mentionné dans le chapitre 2, Akt n’est pas 

activé dans les PAH-PASMCs. C’est en découvrant qu’un traitement a la DHEA sur des 

hépatocytes est accompagne d’une diminution de l’activation de STAT3
467

 que nous avons 

émis l’hypothèse que la DHEA reverse la PAH également par inhibition de STAT3. 

 

 

 

 

 

 

 



 152 

4. Dehydroepiandrosterone inhibits Src/STAT3 constitutive activation in 

Pulmonary Arterial Hypertension.  

 

 

Roxane Paulin
#*

; Jolyane Meloche
#*

; Maria Helena Jacob*, Malik Bisserier
$
, 

Audrey Courboulin
*
 and Sébastien Bonnet

*
 

 

Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2011 Nov;301(5):H1798-809. Epub 2011 Sep 2. 

 

*
Department of Medicine, Laval University,  

Centre de Recherche du CHUQ, Hôtel-Dieu de Québec, Québec City, QC, CANADA. 

#
RP and JM have equally contributed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corresponding author: 

Dr Sébastien Bonnet 

Centre de recherche de L'Hôtel-Dieu de Québec 

10 rue McMahon, Québec, QC, G1R 2J6, Canada 

Phone: 418 525 4444 ext 16350 

Fax: 418-691-5562 

sebastien.bonnet@crhdq.ulaval.ca 

mailto:sebastien.bonnet@crhdq.ulaval.ca


 153 

RESUME 

INTRODUCTION : L’hypertension artérielle pulmonaire (PAH) est une maladie 

vasculaire obstructive caractérisée par une augmentation de la prolifération et de la 

résistance à l’apoptose des cellules musculaires lisses vasculaires de l’artère pulmonaire 

(PASMCs). Nous avons récemment démontré que ce phénotype est associé avec une 

activation de l’axe STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription) / Pim1 

(Provirus Integration site for Moloney murine leukemia virus) / NFAT (Nuclear Factor of 

Activated T-cells). La dehydroepiandrosterone (DHEA) est une hormone stéroïdienne 

connue pour inhiber le remodelage vasculaire. Nous avons donc émis l’hypothèse que la 

DHEA a un effet sur l’activation inappropriée de l’axe STAT3/Pim1/NFAT.  

METHODES/RESULTATS: In vitro, sur des CMLV d’artères pulmonaires 

isolées de patients atteints d’une HTAP (n=3), nous avons démontré que la DHEA inhibe la 

phosphorylation de STAT3, et donc son activation (immunoblot et essai luciférase n=5 

p<0.05). L’inhibition de STAT3 par la DHEA est associée à une diminution de l’expression 

et de l’activation de Pim1 et de NFATc2 (qRT-PCR, immunoblot, ChIP-PCR, n=3; 

p<0.05). L’inhibition de l’axe STAT3/Pim1/NFATc2 entraîne 1) une dépolarisation des 

membranes mitochondriales BAD/Bcl2 dépendante (TMRM, n=150 p<0.05), augmentant 

l’apoptose de 25% (TUNEL, annexin V; n=150 p<0.05); 2) une diminution du [Ca
2+

]i 

(FLUO3AM, n=150, p<0.05), diminuant la prolifération d’environ 30% (PCNA, Ki-67, 

n=150, p<0.05). De plus, les résultats in vivo démontrent que la DHEA (10mg.kg
-1

.j
-1

 par 

gavage) réverse la PAH expérimentale (rats injectés à la monocrotaline) par une diminution 

de la pression dans l’artère pulmonaire et de l’hypertrophie ventriculaire droite. Ces effets 

sont secondaires à une inhibition de l’axe STAT3/Pim1/NFATc2. 

CONCLUSION : Nous avons démontrés que la DHEA réverse la PAH par une 

inhibition de l’axe STAT3/Pim1/NFATc2. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is an obstructive 

vasculopathy characterized by enhanced pulmonary artery smooth muscle cell (PASMC) 

proliferation and suppressed apoptosis. This phenotype is sustained by the activation of the 

Src/signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) axis, maintained by a 

positive feedback loop involving miR-204 and followed by an aberrant 

expression/activation of its downstream targets such as Pim1 and nuclear factor of activated 

T-cells (NFATc2). Dehydroepiandrosterone (DHEA) is a steroid hormone shown to reverse 

vascular remodeling in systemic vessels. Since STAT3 has been described as modulated by 

DHEA, we hypothesized that DHEA reverses human pulmonary hypertension by inhibiting 

Src/STAT3 constitutive activation.  

METHODS/RESULTS: Using PASMCs isolated from patients with PAH (n = 3), 

we demonstrated that DHEA decreases both Src and STAT3 activation (Western blot and 

nuclear translocation assay), resulting in a significant reduction of Pim1, NFATc2 

expression/activation (quantitative RT-PCR and Western blot), as well as Survivin and 

upregulation of bone morphogenetic protein receptor 2 (BMPR2) and miR-204. Src/STAT3 

axis inhibition by DHEA is associated with 1) mitochondrial membrane potential 

(tetramethylrhodamine methyl-ester perchlorate; n = 150; P < 0.05) depolarization 

increasing apoptosis by 25% (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP-mediated nick-

end labeling; n = 150; P < 0.05); and 2) decreased intracellular Ca
2+

 concentration (fluo-3 

AM; n = 150; P < 0.05) and proliferation by 30% (PCNA). Finally, in vivo similarly to 

STAT3 inhibition DHEA improves experimental PAH (monocrotaline rats) by decreasing 

mean PA pressure and right ventricle hypertrophy. These effects were associated with the 

inhibition of Src, STAT3, Pim1, NFATc2, and Survivin and the upregulation of BMPR2 

and miR-204.  

CONCLUSION: We demonstrated that DHEA reverses pulmonary hypertension in 

part by inhibiting the Src/STAT3. 
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4.1. INTRODUCTION. 

Pulmonary arterial hypertension (PAH, WHO Group1)) is a devastating disease of 

the pulmonary vascular network defined by an increase in pulmonary arterial pressure 

(PAP) due to a marked and sustained elevation of pulmonary vascular resistance (PVR). 

Progressively, patients develop a compensatory right ventricular hypertrophy, which 

becomes insufficient and leads to dilatation and failure 
86

.  

At the cellular level, PAH is characterized by enhanced inflammation 
83

, 

proliferation and resistance to apoptosis
86

 of pulmonary artery smooth muscle cells 

(PASMCs). The sustainability of this phenotype is due in part to the activation of neoplasic 

pathways involving the transcription factor STAT3 (Signal Transducer and activator of 

transcription 3) 
432

. The mechanism accounting for STAT3 activation in PAH-PASMCs 

exclusively relies on the Src pathway and is independent of the regular STAT3 activator 

Janus-activated kinase JAK2
433

. This suggests that Src/STAT3 inhibition could be of a 

great therapeutic interest for PAH. Similarly to cancer, Src/STAT3 activation in PAH has 

been associated with the upregulation of the oncogene Provirus integration site for 

Moloney murine leukemia virus (Pim-1) promoting the activation of the transcription factor 

NFATc2 (Nuclear Factor of Activated T-cells). NFATc2 activation has been shown to 

account for both proliferation and resistance to apoptosis in cancer and PAH. Indeed, by 

downregulating K
+
 channels like Kv1.5, NFATc2 leads to cell depolarization, increasing 

[Ca
2+

]i and promoting cell proliferation 
240-242

; while by upregulating Bcl-2, NFATc2 

activation leads to mitochondrial hyperpolarization and apoptosis resistance 
240-242

. 

Moreover, the Src/STAT3 axis is implicated in tumoral upregulation of Survivin, described 

as an important protein in the pathogenesis of PAH 
307

. Finally, Src/STAT3 has been also 

associated with BMPR2 downregulation 
334

, further promoting the pro-proliferative, anti-

apoptotic PAH phenotype 
468, 469

.  

The Src-dependant activation of STAT3 (i.e. phosphorylated P-STAT3 and 

translocated to the nucleus) is mediated by cytokines (such as Interleukin-6 (IL-6)) 
393

, 

growth factors (such as Platelet-derived growth factor (PDGF)) 
393

 or agonists (such as 

Endothelin-1 (ET1) and Angiotensin II (AngII)) 
394

, factors that all appear to be implicated 

in PAH 
273, 297, 299, 300

. Additionally, we provided evidence showing that STAT3 regulates a 

positive feedback loop sustaining its proper activation 
433

. By downregulating miR-204 in 
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PAH, STAT3 activation leads to a constitutive c-Src activation maintaining STAT3 

activated. For all these reasons, STAT3 can be considered as a major signaling hub of PAH 

and associated distal PA remodeling processes.  

Dehydroepiandrosterone (DHEA) is a naturally and abundantly produced hormone, 

known to improve PAH through its vasodilator properties. Indeed, by opening K
+
 channel 

like Kv and BKCa 
462-464

, increasing cGMP generation, and responsiveness to NO 
465

, 

DHEA enhances VSMC relaxation 
466

. Nonetheless, the effects of DHEA on vascular 

remodeling processes seen in PAH remain unknown. Several literature evidences have 

demonstrated the implication of the Src/STAT3 axis in both K+ channels modulation 
470

 

(enhancing vasocontriction) along with NFATc2 activation 
432, 433

 and BMPR2 

downregulation 
256, 334

 (promoting PASMCs proliferation and resistance to apoptosis). 

Since DHEA has been associated with decreased STAT3 activation in liver cells
467

, we 

hypothesized that DHEA could reverses PAH through the inhibition of the Src-dependent 

activation of STAT3. DHEA could potentiate its vasodilating effects by decreasing the 

NFAT-dependant proproliferative and antiapoptotic phenotype 
242

.  

4.2. MATERIALS AND METHODS 

All the experiments were performed with the approval of the Laval University Ethic 

and Biosafety Committee. The investigation conforms the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication 

No. 85-23, revised 1996) and the principles outlined in the Declaration of Helsinki 
434

. 

4.2.1. Cell culture:  

PAH-PASMCs were isolated from <1,500 µm–diameter small pulmonary arteries 

from 2 males with iPAH (31 and 48 years old) and 1 female with PAH group 1 (lupus; 54 

years old) from lung explants 
280

. All patients had right catheterization that confirmed 

pulmonary hypertension (mean PAP greater than 25mmHg at rest). Age and sex matched 

control PASMC (3 males 45; 21; 64 years old and 2 females 17 and 35 years old)) were 

used. 

Control PASMCs from 5 patients were purchased (Cell Application group USA). 

PASMCs (less than passage 6) were grown in high-glucose DMEM media supplemented 
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with 10% FBS (Gibco, Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and 1% antibiotic/antimytotic 

(Gibco, Invitrogen, Burlington, ON, Canada) 
240

. All cells were used until the fifth passage. 

4.2.2. Cell treatments:  

DHEA was dissolved in methanol and used at final concentration of 100mol.L
-1

 

(methanol final concentration  0.1%). IL-6 stimulations (100mol.L
-1

) were applied for 

48h 
241

. siRNA (from AMBION, Austin, TX, USA) were transfected at a final 

concentration of 20nmol.L
-1

 with CaCl2 
432

. After 24h, medium was changed and 

experiments were performed 48h after the beginning of the transfection.  

4.2.3. Measurement of the m and [Ca
2+

]i  

Experiments were performed in live PASMCs (37°C) using a FV1000 confocal 

microscope equipped with a live cell apparatus (Olympus, Center Valley, PA). 

Mitochondrial membrane potential was determined using 10nM 

tetramethylrhodamine methyl-ester perchlorate (TMRM, Invitrogen Branchburg, NJ, USA). 

[Ca
2+

]i was determined using 5mol.L
-1 

Fluo-3AM (Invitrogen Branchburg, NJ, USA) 
241, 

242
. Nuclei were stained using 50 nM of Hoechst 33342 (Invitrogen Branchburg, NJ, USA). 

Between 100 and 150 cells were measured by experiment, in 3 experiments by cell line, in 

5 control- and 3 PAH-PASMCs cell lines. 

4.2.4. Proliferation and apoptosis measurements:  

 PASMCs were exposed to 10% FBS (a condition known to promote 

proliferation)
240, 242

 or 0.1% FBS (a “starvation” condition which promotes apoptosis) 
240, 

242
. Apoptosis rates were measured using Apoptag apoptosis detection kit (TUNEL; 

Millipore, Temecula, CA). Proliferation rates were measured by the proliferating cell 

nuclear antigen PCNA antibody from (1/400, DAKO, Carpinteria, CA) and Ki67 antibody 

(1/400, Millipore) according to the manufacturer’s instructions 
241, 242

. The percentage of 

positive PASMCs for TUNEL or Ki67 was determined by the number of cell showing the 

presence of a nuclear stainning over the total number of cell. The percentage of PCNA 

positive cell was determined using a threshold based on the intensity obtained in control-

PASMCs. This threshold was applied in all the other groups and cells showing a nuclear 

fluorescent intensity superior to the threshold were considered as positive.  Between 100 
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and 150 cells were measured by experiment, in 3 experiments by cell line, in 5 control- and 

3 PA-PASMCs cell lines. 

4.2.5. Nuclear translocation assay:  

In PASMCs, STAT3 and NFATc2 activation were measured in at least 100 to 150 

cells were measured by experiment, in 3 experiment by cell line, in 5 control- and 3 PA-

PASMCs cell lines. 

Briefly, PY705-STAT3 (1/250, Cell Signaling) and NFATc2 (1/250, ABCam) 

staining were performed as previously described 
242

. Secondary antibodies used were Alexa 

Fluor 488 or 594 (1/1000, Invitrogen, Branchburg, NJ, USA). The percentage of positive 

cell was determined using a threshold based on the intensity obtained in control-PASMCs. 

This threshold was applied in all the other groups and cells showing a nuclear fluorescent 

intensity superior to the threshold were considered as positive.  

The same analysis was performed in rats, in 10 distal arteries (<100μm) /rat in 5 rats 

per groups. Colocalization between the targeted protein stained in green and the nucleus 

stained in blue with DAPI was further assessed using Volocity software from Perkin Elmer 

USA.  

4.2.6. Quantitative RT-PCR and immunoblots  

Experiments were performed as previously described
241, 242

 qRT-PCR 2ΔCt were 

calculated with 18S as housekeeping gene (Taqman Gene expression Assay, Applied 

Biosystem, Foster, CA, USA). For immunoblots, protein expression of PY705-STAT3, 

STAT3, PY419-Src (1/1000 Cell Signaling), c-Src (1/1000, Santa Cruz) were quantified. 

PY705-STAT3/STAT3, PS419-Src/c-Src ratios evaluations were obtained from the same 

membrane after 30min stripping at 50 degrees. The phosphorylated forms were rapported 

on the total form of the protein, and normalized by the Amido Black as previously 

described
242

.  
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4.2.7. In vivo experiments:  

250–350 g Sprague-Dawley rats were injected s.c. with 60mg.Kg
-1

 of monocrotaline 

MCT (n=20). Intra-tracheal nebulization (50μL) of siSCR (AMBION, 1nmol, n=5 rats) and 

siSTAT3 (AMBION, 1nmol in n=5 rats) were performed under anesthesia on day 18, once 

pulmonary hypertension was established. Freshly prepared DHEA (Sigma Aldrich, St 

Louis, MO, US) was administered by gavage (n=5 rats) once a day at the concentration of 

10mg.Kg
-1

.D
-1471 

during 2 weeks. Experiments were performed with the approval of the 

Laval University Animal Ethics Committee. 

4.2.8. Hemodynamic measurements: 

 Rats were initially anesthetized with 3–4% isoflurane and maintained with 2% 

during procedures. All rats underwent hemodynamic and echocardiography studies as 

previously described 
242

 
243

. Right catheterizations (closed chest) were performed using 

SciScence catheters to directly measure PA pressures. Longitudinal and non-invasive 

evaluations of PAH was performed by echocardiography (using Vevo 2100 VisualSonics 

equipment) as previously described 
242

 
243

. Euthanasia was performed by exsanguinations. 

4.2.9. Histology measurements:  

Percent of media wall thickness was assessed as previously described
242

. Briefly, 

lungs slides were colored with H&E, distal PAs <100μm wall thickness was measured 

using image Proplus software (Media Cybernetics, Inc USA). 2 measurments/ artery in 5 to 

10 distal arteries per rat, in 5 rats per groups were performed.  

4.2.10. Statistics:  

We tested if the data sets we are using for statistical assessment are coming from a 

normal distribution using the Shapiro-Wilk test (Royston 1995). As all our data sets passed 

the test significantly (all p > 0.05) we were able to apply parametric analysis to our study 

and to present our results as mean ± standard error (S.E.M.). For comparison between 2 

means we used a Student’s t test. For comparison
 
between more than two means we used a 

One-way ANOVA
 
followed by a Tukey–Kramer tests. Significance is indicated by (*).  

Probability values less than 0.001 (***), 0.01 (**) and 0.05 is (*) were considered as 

statistically significant. 
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4.3. RESULTS 

4.3.1. DHEA decreases Src/STAT3 activation in PAH-PASMCs.  

Using Western Blot we showed an increase in the amount of phosphorylated 

STAT3 on tyrosine 705 (i.e. active form of STAT3) over total STAT3. STAT3 activation is 

increased by 3.4 fold in PAH-PASMCs compared to control (Figure 4-1A). By 

immunofluorescence, we evaluated the level of P-STAT3 translocated to the nucleus, 

which is associated with its transcriptional activity. The percentage of P-STAT3 positive 

cells (presenting an increased nuclear P-STAT3 intensity compared to control cells) is 

increased by 7 times in PAH-PASMCs compared to control-PASMCs (Figure 4-1A).  

PAH-PASMCs treated with DHEA (100μmol.L
-1

) for 48h showed a significant 

decrease in both P-STAT3/STAT3 ratio and nuclear translocation of P-STAT3 (Figure 4-

1A), suggesting that DHEA inhibits the transcriptional activity of this protein. 

4.3.2. DHEA and STAT3 inhibition reverses miR-204 downregulation in human 

PAH-PASMCs. 

In addition to the circulating cytokines and growth factors accounting for STAT3 

activation in PAH-PASMC, we recently demonstrated that the sustained STAT3 activation 

in these cells also depend on a STAT3-dependent downregulation of the microRNA miR-

204 
433

. This positive feedback loop mechanism relies on the binding of STAT3 on the host 

gene of miR-204 leading to its downregulation. This downregulation accounts for a 

sustained c-Src activation which is responsible of the constitutive STAT3 activation 
433

. 

Since DHEA has the ability to decrease STAT3 activation 
467

, we speculated that this 

positive feedback loop should be disrupted by DHEA. To this end, we first studied the 

effect of STAT3 inhibition on Src activation. PAH-PASMCs were transfected by either 

scramble RNA or RNA directed against STAT3. As expected, STAT3 inhibition is 

associated with decreased Src activation in PAH-PASMCs compared to scramble sample 

(Figure 4-1B). As miR-204 is one of the major players of this loop, miR-204 expression 

was measured in control-PASMCs, PAH-PASMCs and in PAH-PASMCs treated with 

STAT3 siRNA, scramble siRNA or DHEA. STAT3 dependent regulation of miR-204 was 

confirmed since STAT3 inhibition by siSTAT3 in PAH-PASMCs increases miR-204 

expression to a level similar as the one seen in control PASMCs (Figure 4-1B). Similarly, 

DHEA significantly increase miR-204 expression in PAH-PASMCs. Finally, to confirm 
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our previous findings we studied whether c-Src activation (induced by miR-204 

downregulation) is decreased by DHEA. Using Western Blot we showed that DHEA 

decreases c-Src activation (i.e. phosphorylated Src on tyrosine 418/total c-Src ratio) in 

PAH-PASMCs (Figure 4-1C), disrupting the STAT3-dependant positive feedback loop 

sustaining its proper activation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4- 1: DHEA decreases Src/STAT3 activation in PAH-PASMCs. 

 A) DHEA decreases STAT3 activation in PAH-PASMCs. STAT3 activation was evaluated by 

immunoblots in triplicates (Ratio PY705-STAT3/STAT3 normalized to Amido Black) and nuclear 

translocation assay measuring the amount of P-STAT3 (% of P-STAT3 positive cells) in green in the nucleus 

in blue (DAPI) and the colocalization in yellow. Note that the greater is the yellow intensity the more P-

STAT3 is activated. DHEA was dissolved in methanol and used at final concentration of 100mol.L
-1

 

(methanol final concentration  0.1%) for 48h (n=100-150 cells by experiment, in 3 experiments by cell line, 

in 5 controls and 3 PAH-PASMCs cell lines, p<0.05). 

  B) DHEA increases miR-204 level, disrupting the positive feedback loop.  

Src activation was evaluated under STAT3 inhibition by silencer RNA.  Representative gels and mean data 

show that an effective STAT3 inhibition in PAH-PASMCs by siRNA is associated with decreased activation 

of Src (P-Src/Src ratio normalized to Amido Black) compared to PAH-PASMCs treated with siSCR. miR-204 

mRNA level was measured by qRT-PCR and normalized to U6 in control, PAH, PAH+DHEA, PAH+siSCR 

and PAH+siSTAT3 groups. (All the experiments were performed in triplicates using PASMCs from 5 

controls and 3 PAH-patients, p<0.05) 

 C) DHEA decreases Src activation.  

Src activation was evaluated by immunoblots. Representative gels showing the amount of Src phosphorylated 

on tyrosine 419 compared to the total amount of Src. (All the experiments were performed in triplicates using 

PASMC from 5 controls and 3 PAH-patients, p<0.05). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 4- 2: DHEA effects on STAT3 downstream targets and proliferation/apoptosis rates. 

A) DHEA restores expression/activity of STAT3 downstream targets aberrantly 

expressed/activated in PAH.  

Pim1, NFATc2, BMPR2 and Survivin mRNA levels were measured by qRT-PCR in triplicates and 

normalized to 18S in PASMCs from 5 control, 3 PAH and 3 PAH treated with DHEA, scramble silencer 

RNA (siSCR, 20mmol.L
-1

) or STAT3 silencer RNA (siSTAT3, 20mmol.L
-1

). Similarly to STAT3 inhibition 

by silencer RNA, DHEA impairs STAT3 signal transduction to downstream targets, resulting in Pim1, 

NFATc2 and Survivin decreased mRNA level, and increased BMPR2 mRNA level. NFATc2 activation 

measured by nuclear translocation assay and expressed as the percentage of nuclear NFATc2 positive cells. 

(n=100 to 150 cells by experiment, in at least 3 experiments by cell line in 5 controls and 3 PAH-patients 

PASMCs, p<0.05). 
B) DHEA restores the proliferation/apoptosis balance. 

PAH-PASMCs had increased [Ca
2+

]i concentrations and proliferation rates (% PCNA) compared to healthy 

PASMCs. Both STAT3 siRNA and DHEA significantly decrease PAH-PASMC proliferation. DHEA in 

PAH-PASMC reverses ΔΨm hyperpolarization (TMRM) and decreases apoptosis (%TUNEL) (n=100 to 150 

cells by experiment, in at least 3 experiments by cell line in 5 controls and 3 PAH-patients PASMCs, p<0.05). 

FU: fluorescence units. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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4.3.3. DHEA-dependent inhibition of the Src/STAT3 decreases the oncogenic 

Pim-1/NFATc2/Survivin axis and promotes BMPR2 expression.  

To determine whether DHEA-dependent STAT3 inhibition is transduced, we 

studied the effects of DHEA on the STAT3 downstream targets implicated in PAH 

including Pim-1; NFATc2; BMPR2 and Survivin 
432, 433, 468, 469

. Pim1 and NFATc2 mRNA 

levels were measured in PAH-PASMCs in presence or not of DHEA. As STAT3 molecular 

inhibition (siRNA), DHEA decreases Pim1 and NFATc2 mRNA expression in PAH-

PASMCs (Figure 4-2A). Since Pim1 accounts for NFATc2 activation in PAH 
432

, we 

measured the effects of DHEA on NFATc2 activation by a nuclear translocation 

assay/immunostainning. We previously described that over 60% of PAH-PASMCs show 

NFATc2 activation whereas only 20% are positive for activated NFATc3 and less than 5% 

for NFATc4. For these reasons, we consider that NFATc2 is the predominant NFAT 

isoform in PAH-PASMCs 
242

. DHEA, as well as STAT3 siRNA, decreases NFATc2 

activation by 7 fold compared to untreated or scrambled treated PAH-PASMCs (Figure 4-

2A). These results show that through inhibition of STAT3 phosphorylation, DHEA has an 

inhibitory effect on Pim1/NFATc2 axis. 

BMPR2 downregulation is recognized as an important marker of the pro-

proliferative, anti-apoptotic PAH phenotype
468, 469

. It has been recently suggested that 

STAT3 activation in PASMC could be associated with repression of BMPR2
334

. We thus 

speculated that DHEA, by inhibiting STAT3, could rescue BMPR2 levels. Indeed, both 

STAT3 inhibition by siRNA and DHEA enhance BMPR2 mRNA levels in PAH-PASMCs 

(Figure 4-2A).  

STAT3 activation was also associated in cancer
472, 473

 and systemic vascular 

remodeling 
461

 with an up-regulation of Survivin mRNA levels. Survivin, a member of the 

inhibitor of apoptosis family of proteins, was described as a major player in PAH 

pathogenesis
307

.  For these reasons, we studied whether STAT3 inhibition by siRNA or 

DHEA can decrease  Survivin expression in PAH. We observed a 5-fold increase of 

Survivin expression in PAH-PASMCs compared to control PASMCs. Both, siSTAT3 and 

DHEA normalized Survivin mRNA level in PAH compared to siSCR and untreated PAH 

respectively (Figure 4-2A), showing for the first time that Survivin expression in PAH 

dependant at least in part of STAT3 activation. All these results offer for the first time a 
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putative mechanism explaining at the same time the activation of Pim-1/NFATc2/Survivin 

and the downregulation of BMPR2. The fact that STAT3 inhibition by DHEA reverses all 

these abnormalities and the fact that DHEA can also restore miR-204 expression place 

DHEA as an ideal candidate therapy for PAH 
474

. 

4.3.4. DHEA and STAT3 inhibition decreases proliferation and resistance to 

mitochondria-dependent apoptosis in PAH-PASMCs.  

In PAH, NFATc2 activation downregulates important K
+
 channels, like Kv1.5, 

leading to PASMC depolarization, increasing [Ca
2+

]i and promoting PASMC proliferation 

240-242
. Using Fluo3-AM we measured the effects of STAT3 inhibition in PASMC. PAH-

PASMC had greater [Ca
2+

]i compared to control PASMCs. STAT3 inhibition by siRNA or 

DHEA in PAH-PASMCs decreases [Ca
2+

]i to a similar level as in control-PASMCs 

(n=200; p<0.05), (Figure 4-2B). PAH-PASMCs had increased proliferation rates (increased 

% of PCNA positive cells) and STAT3 inhibition by siRNA and DHEA in PAH-PASMCs 

(10% FBS) decreases proliferation by 2.3-fold (Figure 4-2B).  

The mitochondria transition pore is voltage-dependent 
406

 and the mitochondrial 

membrane potential (ΔΨm) depolarization is an index of the threshold for mitochondrial-

dependent apoptosis. In this way, apoptosis is associated with decreased ΔΨm. Since 

STAT3 
475

 and its downstream targets Pim1
404, 405

, NFATc 
240-242

 and Survivin 
307

 are 

implicated in (m) regulation we measured ΔΨm in PAH-PASMCs transfected with 

STAT3 siRNA, siSCR or treated with DHEA, using tetramethylrhodamine methyl-ester 

(TMRM). STAT3 inhibition by siRNA or DHEA treatment caused a significant ΔΨm 

depolarization, compared to scrambled-treated PAH-PASMCs and PAH-PASMCs 

respectively (Figure 4-2B). These data confirmed the role of STAT3 in ΔΨm regulation and 

in mitochondrial-dependant apoptosis. Apoptosis rates were studied using TUNEL assay. 

PAH-PASMCs appeared to be resistant to starvation (0.1% FBS) induced apoptosis 

(decreased % of TUNEL positive cells compared to control-PASMCs, Figure 4-2B). 

Similarly to STAT3 inhibition, DHEA in “starved” PAH-PASMCs increased apoptosis by 

5-fold. 
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4.3.5. DHEA decreases IL6-dependent Src/STAT3 activation, downstream 

target expression, reduces proliferation and increases apoptosis in 

control PASMCs stimulated by IL-6. 

Since IL-6 is one of the major STAT3 activator
476

 and plays a critical role in 

PAH
273, 334, 477

, we studied DHEA effect on control-PASMCs stimulated by IL-6 

(100μmol.L-1, 48h). DHEA decreases IL-6-dependant Src/STAT3 activation measured by 

western Blot, as it can be seen in PAH-PASMCs (Figure 4-3A). This result is confirmed by 

nuclear translocation assay, showing that DHEA reduces the percentage of cell presenting 

nuclear P-STAT3 (Figure 4-3A).  Moreover, DHEA decrease expression of STAT3 

downstream targets Pim1, NFATc2, BMPR2 and Survivin in control-PASMCs stimulated 

by Il-6 (Figure 4-3B). Finaly, in this model, DHEA treatments were associated with 

decreased [Ca
2+

]i and proliferation rates; ΔΨm depolarization and increased apoptosis rates 

(Figure 4-3B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4- 3: DHEA inhibits IL-6-dependent STAT3 activation. 

 A) DHEA decreases IL-6-dependant Scr/STAT3 activation in control PASMCs. 

Stat3 activation was studied in control-PASMCs, stimulated by IL-6 and treated with DHEA. Amount of 

STAT3 phosphorylated on tyrosine 705 is increased by IL-6 stimulation and reversed by DHEA treatment. 

This was confirmed by immunostainning, showing the nuclear localization of PY705-STAT3 after Il6 

stimulation, which is reversed by DHEA. Src activation was evaluated by immunoblots with the ratio PY419-

Src/c-Src, in control PASMCs stimulated by IL-6. DHEA decreased significantly IL-6-dependant Src 

activation in control PASMCs.  

 B) DHEA decreases IL-6-dependant STAT3 downstream targets expression. 

Pim1, NFATc2 , BMPR2 and Survivin mRNA levels were measured by qRT-PCR and normalized to 18S in 

PASMCs control stimulated by IL6.  

 C) DHEA restores the proliferation/apoptosis balance 
[Ca

2+
]i concentrations and proliferation rates (% PCNA) as well as ΔΨm hyperpolarization (TMRM) and 

decreases apoptosis (%TUNEL) were measured in healthy PASMCs stimulated with IL-6. (n=100 to 150 cells 

by experiment, in at least 3 experiments by cell line in 5 controls and 3 PAH-patients PASMCs, p<0.05). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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4.3.6. DHEA and STAT3 inhibition reverses MCT-PAH.  

To validate our in vitro findings, we performed in vivo studies using the 

monocrotaline rat model of PAH to determine whether DHEA reverses PAH through the 

inhibition of STAT3. Therapeutical interventions were assessed with DHEA as well as 

STAT3 silencer RNA.  

Rats sc-injected with monocrotaline (MCT-PAH) (60mg.Kg
-1

) and control rats were 

followed using non-invasive measurements (Doppler and Echocardiography) and exercise 

capacity on treadmill to evaluate disease development. After established-PAH (decreased 

PA acceleration time PAAT at day 18), treatments were started. Freshly prepared DHEA 

(10mg.Kg
-1

.D
-1

) was administered by gavage once a day and STAT3 siRNA (1nmol) was 

selectively delivered into the lung by intra-tracheal nebulization 
242

. MCT-PAH non-treated 

rats and nebulized scrambled siRNA rats were used as PAH control. We showed that 

DHEA and STAT3 inhibition decreases PA pressure, RV hypertrophy (RV/LVS) (Figure 

4-4A), general cardiac functions (exercise capacity on treadmill) (Figure 4-4B) and PA wall 

remodeling (Figure 4-4C).  
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Figure 4- 4: DHEA and silencer RNA directed against STAT3 reverses MCT-PAH 

 DHEA (10mg.Kg
-1

.D
-1

)
 
and STAT3 inhibition (1 nebulization of 1nmol) 18 days after MCT injection 

decreased A) mean PA pressure (n=5 rats/group), RV hypertrophy (n=5 rats/group), B) improved exercise 

capacity (n=5 rats/group) and C) diminished distal PA wall thickness (n=5 to 10 PA/rat with 5 rats/group). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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These findings were associated with significant decrease in Src/STAT3 activation in 

lung (western Blot) (Figure 4-5A) and distal PA (decreased yellow staining) (Figure 4-5B) 

in rats treated with DHEA as those treated with siSTAT3. Since STAT3 transcriptional 

activity is decreased, STAT3 downstream targets expressions were studied. We showed 

that miR-204 expression is increased in lung of rats treated with DHEA and siSTAT3 

(Figure 4-6A). Pim1 and NFATc2 mRNA levels are decreased in lungs, and NFATc2 

activation is inhibited within distal PAs (Figure 4-6B&C). Survivin and BMPR2 mRNA 

levels are restored as well in lungs (Figure 4-6D&E).  

To validate our therapeutical intervention, we studied proliferation and apoptosis 

rates within distal PAs. PASMCs proliferation (% PCNA and Ki67 positive cells) is 

inhibited by 50% within PAs in rats treated with DHEA and siSTAT3. Resistance to 

apoptosis is decreased as well, treatments increasing apoptosis in the vascular wall by 20% 

(% TUNEL positive cells) (Figure 4-7A). 
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Figure 4- 5: DHEA decreases Src/STAT3 activation in lung and distal PA in vivo. 

 A) Src and STAT3 activation were evaluated by immunoblots performed in triplicate on rats lungs 

with the ratios PY419-Src/c-Src and PY705-STAT3/STAT3 normalized to Amido Black. As in vitro, DHEA 

effects in vivo were mediated by the inhibition of Src/STAT3 activation (n=5 rats in each group).  

 B) DHEA-dependent STAT3 inhibition was confirmed in vivo by nuclear translocation assay, 

showing a decrease in PY705-STAT3/nuclei colocalization (yellow) (n=5 to 10 arteries per rats in 5 rats in 

each group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 4- 6: DHEA restores expression/activity of STAT3 downstream targets aberrantly 
expressed/activated in experimental PAH.  

A) miR-204 mRNA level was measured by qRT-PCR and normalized to U6 in distal PAs of rats in each 

group. Like STAT3 inhibition, DHEA enhances miR-204 expression (n=5 rats in each groups, p<0.005). 

Pim1, NFATc2 B), BMPR2 D) and Survivin E) mRNA levels were measured by qRT-PCR and normalized to 

18S in distal PAs. Similarly to MCT-PAH siSTAT3 rats, DHEA treated rats have impaired STAT3 signal 

transduction to downstream targets, resulting in Pim1, NFATc2 and Survivin decreased mRNA level, and 

increased BMPR2 mRNA level. C) NFATc2 activation measured by nuclear translocation assay and 

expressed as the percentage of NFATc2 positive cells in distal PAs (<300mm) is decreased by DHEA 

treatment  (n= 10 arteries per rats in 5 rats per groups, p<0.005). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure 4- 7: DHEA decreases proliferation and increases apoptosis in MCT-PAH distal PAs.  

Proliferation and apoptosis rates in distal PAs were measured by PCNA, Ki67 and TUNEL assays 

respectively in 5 to 10 arteries/rat in 5 rats/group p<0.05).  

Schematic representation of STAT3 signaling in PAH and DHEA effects. 

 Increased circulating growth factors, agonists and cytokines trigger STAT3 activation. DHEA, 

previously shown to decrease [Ca
2+

]i, by inhibiting STAT3 leads to 1) decreased NFATc2, Pim1 and Survivin 

expression 2) decreased [Ca
2+

]i dependent PASMC proliferation and enhancing mitochondrial-dependent 

apoptosis 3) enhanced BMPR2 and miR-204 levels leading to c-Src inhibition and disruption of the positive 

feedback loop sustaining STAT3 activated. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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4.4. DISCUSSION 

Here we provide, for the first time, evidence showing that DHEA decreases the 

Src/STAT3 constitutive activation seen in PAH. We showed that DHEA act as 

pharmacological STAT3 inhibitor since their effects are similar to those obtains by 

molecular inhibition of STAT3 with siRNA. DHEA-dependant Src/STAT3 inhibition 

reverses PAH phenotype both in vitro and in vivo. Indeed, DHEA restores most of the 

molecular and cellular abnormalities seen in PAH-PASMCs, including decreased 

expression of the onco-proteins Pim1 and Survivin, decreased activation of NFATc2 and 

upregulation of BMPR2 and miR-204 (Figure 4-2A). All these findings contribute to the 

decrease in PAH-PASMC proliferation and resistance to apoptosis seen in our human 

PASMC and to the decrease in distal PA remodeling seen in our in vivo model. These 

findings are supportive of our comprehensive mechanism proposed in Figure 4- 7. 

These findings provide a better understanding of the mechanism by which DHEA 

reverses PAH. In the past, several groups including us have demonstrated the beneficial 

effects of DHEA in experimental model of PAH. Indeed, by opening BKCa DHEA can 

decrease
462-464

 [Ca
2+

]i and vasodilating PASMCs. Since Src and STAT3 are known as K+ 

channels inhibitors/Ca
2+

 channel opener 
470, 478-481

 their inhibition could explain how DHEA 

upregulates Kv and BKCa channels 
462

. Our present findings provide a comprehensive 

mechanism linking all the previous findings to the Src/STAT3 axis. Indeed, several studies 

have demonstrated the implication of the Src/STAT3 axis in the upregulation of the 

RhoA/ROCK pathway 
482, 483

, thus the Src/STAT3 axis inhibition by DHEA could be an 

explanation of how RhoA/ROCK are modulated by DHEA 
484

. Although STAT3/Pim1 are 

recognized as the regulators for both NFATc2 expression and activation in PAH 
432

. 

Several new findings have proposed that RhoA/ROCK could also be implicated in NFATc 

activation in the vasculature
485, 486

. Thus, whether the inhibition of RhoA
484

 by DHEA is 

independent of the Src/STAT3 axis, we propose it will affect similarly the NFAT pathway. 

Further studies are thus necessary for a better understanding of how DHEA affect RhoA. 

Our findings are not restricted to the PASMC but could be extend to PAEC as well. 

Indeed, STAT3-induced proliferation and resistance to apoptosis in PAH is also present in 

proliferative PAH-endothelial cells (PAH-PAECs)
487, 488

 that constitute plexiform lesions. 
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Thus STAT3 inhibitory drugs like DHEA represent a putative ideal treatment for PAH 

(Figure 4-7B). 

To this end we performed pre-clinical studies showing that indeed STAT3 

inhibition reverses PAH in MCT induced PAH in rats. As in our human PAH-PASMC 

STAT3 inhibition was associated with decreased PAH-PASMCs proliferation and 

resistance to apoptosis. Although the MCT model has limitation, this model has largely 

contributed to the development of new therapeutics for PAH over the last decade. A variety 

of therapeutic strategies have been tested in MCT-based models, and were later shown to 

be effective in PAH patients; conversely, all clinically proven treatments also work in the 

MCT model. Nonetheless, the fact that STAT3 is activated in PAH-PAECs, it will be of a 

great clinical interest to determine whether or not STAT3 inhibition can reverse plexiform 

lesions. Thus, in a further study, we will measure the effects STAT3 inhibition in the 

Hypoxia/Sugen model of PAH, which has been recently described
228

.  

Although we believe our findings are very promising, the translation to the clinic of 

STAT3 inhibition using nebulized STAT3 siRNA will be very challenging. Thus utilization 

of already clinically approved drug like DHEA is of a great interest. DHEA 

supplementation is an efficient way in reducing carotid stenosis in response to 

angioplasty
241

. In fact we previously published that by inhibiting Akt DHEA increases 

glycogen synthase kinase 3 (GSK3) activation pushing NFAT out of the nucleus and thus 

limiting its transcriptional activity
241

. We recently showed that Akt is not activated in PAH-

PASMC
432

 excluding the possibility that the present DHEA effects seen in PAH are Akt-

mediated. Several studies have demonstrated the critical role of STAT3 in regulating Pim-

1/NFAT axis in both cancer
407

 and cardiovascular diseases
371, 404

, thus inhibition of STAT3 

could account for DHEA effects seen in both our in vitro and in vivo models.  

We provide evidence for the first time in vascular tissue that DHEA is an efficient 

STAT3 inhibitor confirming previous findings in the liver
467

. Compare to other drugs the 

fact that DHEA can disrupt the positive feedback loop involving miR-204 (which sustained 

Src/STAT3 activated independently of the activation of the tyrosine kinase receptor 
433

) 

DHEA inhibitory effects on STAT3 is sustained over long period of time 
474

, which is 

clinically appealing.    
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Limitations: Although we believe that our study provide for the first time evidence 

that DHEA is a good and efficient STAT3 inhibitor in human and rodent PASMC we have 

not elucidated the exact molecular mechanism by which DHEA decreases Src/STAT3 

activation. This remain to be established and will constitute a further study. Nonetheless, 

we have evidence that DHEA effects in vascular tissue is likely mediated through a plasma 

membrane receptor coupled to G protein
241

. Indeed, we previously showed in carotid 

smooth muscle cells that through a plasma membrane receptor DHEA could decrease 

NFAT activation and expression. As STAT3 regulates both expression and activation 

(through Pim-1) of NFAT, we believe that DHEA inhibitory effect on Src/STAT3 is also 

mediated by the plasma membrane DHEA receptor. Nonetheless, other mechanisms cannot 

be ruled out. For example, it has been demonstrated that activation of the peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma (PPAR-γ), a member of the nuclear receptor family 

which is downregulated in PAH
489

, have an inhibitory effect on STAT3
490-492

. A direct 

physical protein-protein interaction has been shown between PPAR-γ and activated 

STAT3, resulting in decreased transcriptional activity of STAT3. Moreover, treatment with 

PPAR-γ agonist ciglitazone in glioblastoma cell lines showed a decreased expression of 

phosphorylated form of STAT3 associated with an increased expression of STAT3 

inhibitors like the Suppressor of cytokine signaling (SOCS) 3 and the protein inhibitor of 

activated STAT3 (PIAS3)
493

. As DHEA has been shown to increase PPAR-γ mRNA 

levels
494

, PPAR-γ could be implicated in the DHEA-dependant STAT3 inhibition. 

Considering that PPAR-γ agonists used in the treatment of PAH patients (rosiglitazone and 

pioglitazone) could be associated with adverse cardiovascular events
495

, DHEA could 

offers an alternative therapeutic approach. Although, the inhibitory effects of DHEA on the 

Src/STAT3 axis might link together all the previously published findings on DHEA in 

pulmonary hypertension other uncovered pathways might also be affected including FAK; 

Rac1 and others pathways implicated in cell migration which are also implicated in 

vascular lesion formation seen in pulmonary and are currently understudied. Finally, 

enlarging our findings to other pulmonary hypertension isoforms including PA secondary 

to COPD or left heart diseases could be beneficial to greater population. 
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4.5. CONCLUSION/PERSPECTIVES 

In conclusion, our findings demonstrated for the first time that DHEA is an efficient 

inhibitor of the Src/STAT3 axis in humans PASMC. As described in our comprehensive 

schematic in Fig 7, we showed that in both humans and rodents this newly characterized 

effect of DHEA links together all the previously published findings on the therapeutic 

effects of DHEA seen in rodent pulmonary hypertension including K+ channels and 

RhoA/ROCK abnormalities. Moreover, we provide evidence for the first time in PAH that 

DHEA a non-toxic, safe and already available over the counter drugs can reverse vascular 

remodeling processes seen in PAH. Thus, with a single drug we could affect many features 

associated with pulmonary hypertension including vasoconstriction, and vascular 

remodeling. Moreover as Src/STAT3 are activated by many different signal including 

inflammation; growth factors; extracellular matrix; hypoxia (all of which can trigger 

pulmonary hypertension) we believe that DHEA might be efficient in many different PH 

isoforms, which is not the case of the presently used medicine.  

This finding is of a great clinical interest as it offers us the perspective to enlarge 

the ongoing clinical trial NCT01273259 actually restricted to hypoxic pulmonary 

hypertension patients to PAH patients. Finally, our findings also offer new therapeutic 

perspective to clinician to treat diseases in which STAT3 is implicated including cancer. 
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5. Discussion 

Durant ce doctorat j’ai pu mettre en évidence l’implication majeure de l’axe 

oncogénique Src/FAK/STAT3/Pim1 dans la pathogénèse de la PAH. Cet axe, activé de 

façon inappropriée, participe à l’apparition et au maintient de nombreuses dysfonctions 

caractéristiques de la PAH, comme une prolifération, une survie et une migration cellulaires 

excessives. J’ai pu démontrer qu’intervenir thérapeutiquement sur chacun des acteurs de 

cette voie abroge ces anormalités tant au niveau cellulaire que dans les modèles animaux 

expérimentaux.  Quel que soit l’acteur de cette voie ciblé par l’intervention thérapeutique, 

les résultats sont équivalents avec une normalisation des taux de prolifération et de survie et 

une réversion de l’augmentation des pressions. Ceci suggère l’existence de nombreuses 

boucles de rétrocontrôle tout au long de la voie, permettant à chaque étape de maintenir le 

signal actif et de l’amplifier. Nous avons pu montrer par exemple que l’activation de 

Src/FAK est deux fois supérieure dans les PAH-PASMCs par rapport aux cellules contrôle, 

mais STAT3 semble être amplifié plus de 3 fois, tout comme l’expression de Pim1 et 

NFAT, résultant en une augmentation de la prolifération et la survie d’environ un facteur 4. 

Nous avons pu également démontrer la présence d’une boucle de rétrocontrôle impliquant 

le miRNA miR-204
342

, régulé par STAT3 et maintenant sa propre activation via Src. Il est 

possible qu’une autre boucle implique également miR-17/92
334

, régulant BMPR2 en 

expression et ayant également une action sur l’activation de Src, néanmoins ce mécanisme 

reste a être démontré. De façon intéressante, choisir Pim1 comme cible thérapeutique, situé 

plus bas dans la voie, est également suffisant pour abroger la PAH. Nous pouvons donc 

nous demander quels avantages offrent chacun des acteurs de la voie en tant que cible 

thérapeutique.   
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5.1.  Quels avantages peut-on trouver à cibler dans la voie un des acteurs plutôt 

qu’un autre ? 

5.1.1. Avantages à cibler la plateforme signalétique SRC/FAK. 

5.1.1.1. Activation très tôt dans la maladie. 

Dans notre modèle animal de PAH, l’activation de Src apparaît très tôt, dès la 

première semaine après injection de monocrotaline
342

, suggérant que Src/FAK joue un rôle 

prépondérant dans la transformation du phénotype des PASMCs. Intervenir 

thérapeutiquement sur Src ou FAK, suggère une action dans les phases précoces de la 

maladie, ce qui pourrait être d’un grand intérêt pour arrêter la progression de la maladie le 

plus tôt possible, lorsqu’elle est encore réversible (Figure 1- 8). Néanmoins, le diagnostic 

en général décèle la PAH par une augmentation des PAPs, autrement dit, le phénotype est 

malheureusement déjà bien installé. 

5.1.1.2. Plateforme signalétique  

Src/FAK apparait comme une plateforme signalétique capable d’intégrer de 

nombreux signaux en amont, provenant de diverses sources, RTKs, GPCR, 

intégrines/ECM, cytosquelette, et de redistribuer ce signal de façon spécifique en aval sur 

diverses voies de signalisation comme STAT3, MAPK, PI3K, RhoA/ROCK. L’activation 

de cette plateforme dans la PAH pourrait expliquer, du moins en partie, pourquoi un certain 

nombre de thérapies actuelles pour la PAH, malgré qu’elles soient bénéfiques à court 

terme, ne permettent pas une amélioration à long terme de la survie des patients. En effet, 

ces interventions n’inhibent seulement qu’une partie du signal arrivant a Src/FAK. Aussi, 

cibler directement la plateforme Src/FAK pourrait avoir une action bien supérieure sur la 

survie et pourrait éviter l’utilisation de thérapies combinatoires.    

5.1.1.3. Inhibiteurs disponibles en grands nombres 

Durant les 25 dernières années, l’augmentation de l’expression/activation de Src a 

été décrite dans de nombreuses tumeurs, et particulièrement dans les cancers du sein et du 

colon
496, 497

. L’intérêt de Src comme cible thérapeutique pour le cancer est maintenant 

considéré et des inhibiteurs de Src sont donc développés cliniquement avec engouement. 

Etant donné la forte homologie de séquence et de structure dans la forme active que partage 

les Src avec les autres PTKs que sont les Bcr/Abl (Breakpoint cluster region/Abelson virus 
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protein), de nombreux inhibiteurs ATP compétitifs développés comme des inhibiteurs des 

Src, se sont avérés par la suite également puissants pour inhiber les Abl. L’Imatinib, en 

essai clinique pour la PAH, est d’ailleurs un inhibiteur des Abl. Le premier de ces doubles 

inhibiteurs qui a été développé est Dasatinib. Dasatinib, chimiquement sans relation avec 

Imatinib, est à peu près 325 fois plus puissant que Imatinib dans l’inhibition des Abl
498

, 

mais son activité reste préférentielle pour les Src. MAPK, Akt et STAT5 ont été montré 

comme des voies de signalisation affectées par Dasatinib in vitro
499

. Après plusieurs études 

cellulaires et précliniques, Dasatinib a été testé sur des patients présentant différents stades 

de Leucémie Myéloïde Chronique (CML). A ce jour, plus de 45 essais cliniques en phases 

II et III pour l’utilisation de Dasatinib en monothérapie ou en combinaison dans le 

traitement de la CML sont en cours, ainsi que des phases cliniques I et II pour les 

traitements des lymphomes, tumeurs solides, glioblastomes, mélanomes, neuroblastomes, 

cancers de la prostate, du sein, du colon, du pancréas, du foie et du poumon. Dasatinib 

apparaît dans l’ensemble comme une drogue relativement bien tolérée. Etrangement, 4 

patients traités avec Dasatinib pour une CML ont développé une PHT, qui s’est avérée 

totalement réversible par l’arrêt du traitement
500-503

. Malgré que ces cas représentent un 

faible pourcentage aux vues du nombre d’études en cours, ils apportent tout de même de 

nouvelles interrogations. Accéder à une meilleure connaissance de l’action exacte de ce 

composé pourrait aider à progresser dans la connaissance des voies de signalisation 

impliquées dans la PAH. D’autres molécules inhibitrices des Src ont été développées par la 

suite. Bosutinib est actuellement en phase clinique III pour le traitement de la CML et 

phase I/II pour de nombreux autres cancers à l’image de Dasatinib. Saracatinib est en phase 

clinique I/II pour des cancer du sein, de la prostate, du pancréas, de carcinomes des cellules 

squameuses. Aucun des ces deux autres composés n’a montré de cas de PHT, suggérant 

que cette réponse pourrait être unique à Dasatinib. Une étude in vivo sur un modèle de 

souris avec xénogreffe de cellules NSCLC (Non-small cell lung carcinoma), a montré que 

l’inhibition de Src par Dasatinib est associée à une augmentation compensatrice de la 

phosphorylation de STAT3 dépendante de JAK2
504

. Cette réponse pourrait expliquer les 

cas de PAH, chez des patient présentant peut être une prédisposition. Saracatinib a été 

démontré comme inhibant Src activé de façon dépendante ou non de l’hypoxie et son action 

inhibitrice a été observée sur les voies de signalisation en aval impliquant FAK, paxilline et 
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STAT3
505, 506

. Ce composé, du fait de son action sur FAK et STAT3, pourrait être très bien 

adapté pour le traitement de la PAH. 

Beaucoup de données sur les inhibiteurs des Src sont disponibles à ce jour. Les cas 

de PHT suggèrent que ces composés demandent à être évalués très précautionneusement. 

Dasatinib est à proscrire dans le traitement de la PAH, néanmoins Saracatinib pourrait 

s’avérer intéressant. Des études précliniques devraient être très rapidement envisagées avec 

cette molécule.  

LE SAVIEZ-VOUS 

Src a été découvert en 1989 par J. Michael Bishop et Harold E. Varmus qui 

gagnèrent pour cette trouvaille le Prix Nobel de Physiologie ou Médecine. Ils identifièrent 

que le gène Src est très similaire au gène v-src du virus du Sarcome de Rous. Francis 

Peyton Rous fut en fait le premier à proposer que des virus pourraient être à l’origine du 

développement de cancers. Il prouva ses dires en 1911 et fut reconnu pour ses travaux en 

1966 par le Prix Nobel. Src est donc à l’origine de 2 Prix Nobel ! 

 

 Tout comme Src, FAK a émergé comme une cible thérapeutique pour lutter contre 

le cancer et des inhibiteurs de FAK ont été développés. Trois composés sont actuellement 

en phase clinique. PF-562271 est un inhibiteur compétitif pour l’ATP, inhibant 

spécifiquement FAK et son isoforme Pyk2 (Proline-rich tyrosine kinase 2) avec une 

sélectivité 100 fois supérieure par rapport aux autres kinases. Une phase I d’essai clinique a 

été menée sur 106 patients présentant des cancers squameux de la tête et du cou, du 

pancréas et de la prostate. Deux autres composés sont actuellement en phase I, 

GSK2256098 et PF-04554878, mais là encore, aucune donnée préliminaire n’est 

disponible. Ces composés sont encore jeunes et au début de leur développement pour la 

thérapie contre le cancer. Néanmoins, ils semblent présenter une très faible toxicité et être 

bien tolérés par les patients et pourraient s’avérer intéressant pour traiter la PAH. 
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5.1.2. Avantages de cibler STAT3 

5.1.2.1. Diagnostic 

STAT3 est activé dans de nombreux cancers
507, 508

 et corrèle assez souvent avec un 

faible taux de survie
509-512

. Une haute fréquence d’activation de STAT3 est observée dans 

les carcinomes des cellules rénales, notamment dans les cas métastatiques. Cette activation 

contribue au développement et à la progression de la maladie et apparaît comme un 

marqueur indépendant de pronostic
513

. Néanmoins, l’utilisation de STAT3 comme 

biomarqueur requiert le plus souvent une biopsie, ce qui est faisable dans certains cancers 

mais pas vraiment applicable à la PAH. La force de STAT3 réside plutôt dans le fait que 

c’est un facteur de transcription.  

5.1.2.2. Un facteur de transcription en puissance. 

Un facteur de transcription joue un rôle critique de par sa présence à la jonction 

entre les voix de signalisation intracellulaires et la régulation des gènes qui vont déterminer 

la fonction cellulaire. Parce que STAT3 régule la transcription de gènes impliqués dans 

l’apoptose et le cycle cellulaire, un contrôle adéquat de son activité est critique pour éviter 

la transformation maligne des cellules. Néanmoins, dans de nombreux cas STAT3 présente 

la capacité d’entretenir sa propre activation. Ce phénomène est fréquent chez les TFs 

oncogéniques et fait souvent intervenir des miRNAs. La boucle de rétrocontrôle positif 

impliquant miR-204 que nous avons décrite n’est pas le premier exemple montrant que 

STAT3 agit sur Src. Il a notamment été démontré que STAT3 est requis pour la 

transformation des cellules dépendante de v-src
514-516

.  

STAT3 semble de plus posséder un potentiel oncogénique intrinsèque, en absence 

d’évènements activateurs en amont
517

. La construction génétique d’une molécule STAT3 

constitutivement active, capable de dimérisation en absence de phosphorylation sur le 

résidu tyrosine, est capable de migrer vers le noyau, de lier le site de liaison et d’induire 

l’expression de gène, montrant que l’activation par phosphorylation n’est pas l’unique 

moyen d’induire une activité transcriptionnelle de STAT3. De plus, des fibroblastes 

exprimant cette construction se sont montrés capables de former des colonies sur agar mou, 

montrant la capacité de croissance sans adhérences,  et d’induire des tumeurs chez la souris 

nude
517

 montrant que cette activation constitutive de STAT3 permet l’induction d’un 
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programme de gènes suffisant pour la transformation et l’immortalization en absence de 

signalisation en amont. De façon à continuer et affiner la comparaison entre les PAH-

PASMCs et les cellules cancéreuses, il serait intéressant de voir le comportement des PAH-

PASMCs sur agar mou. Puisqu’elles arborent une activation constitutive de STAT3, leur 

capacité de croissance sans adhérence à la matrice est peut être augmentée. 

5.1.2.3. Un facteur de transcription ? Pas seulement ! 

De récentes données décrivent de possibles effets de STAT3 sur la génération 

mitochondriale d’énergie
518

. La protéine mitochondriale GRIM-19 (Gene associated with 

retinoid interferon-induced mortality), un composant du complexe I de la ETC, est connue 

pour interagir avec STAT3 et inhiber son activité transcriptionnelle
519-522

. Cette interaction 

entre GRIM-19 et STAT3 est donc associée à une localisation mitochondriale de STAT3 et 

est nécessaire au bon fonctionnement de la ETC et à la production d’énergie par 

l’oxydation du glucose
518

. Ce phénomène est indépendant du domaine de liaison de STAT3 

à l’ADN, indépendant de la phosphorylation sur le résidu tyrosine 705 ou de la dimérisation 

de STAT3, mais dépendant de la phosphorylation sur le résidu serine 727. 

De plus, dans de nombreuses tumeurs l’activation constitutive de STAT3 est 

associée à une augmentation de l’expression de STAT3 qui s’accumule alors sous une 

forme non phosphorylée U-STAT3 (unsphosphorylated STAT3). U-STAT3 a été démontré 

comme capable de se lier à une forme non phosphorylée de NFκB (Nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells), U-NFκB (unphosphorylated NFκB)  pour former 

un complexe s’accumulant dans le noyau et activant une sélection de gène 
523-525

. 

Ces découvertes étendent le spectre fonctionnel et biologique de STAT3 et montrent 

la portée que peut avoir la présence de l’activation de ce facteur de transcription dans la 

PAH.  

LE SAVIEZ VOUS 

STAT3 a d’abord été nommé APRF pour « Acute-phase response factor » en 1993, 

lorsque Wegenka et ses collègues observèrent son passage au noyau dans les minutes qui 

suivait une stimulation a l’IL-6 ou au LIF (Leukemia-inhibitory factor)
526

. 
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5.1.3. Avantage de cibler Pim1. 

Pim1 apparaît plus tardivement dans la maladie mais son expression corrèle de 

façon importante avec l’augmentation des PVRs et des PAPs. Ceci suggère que Pim1 joue 

un rôle clé dans les processus de remodelage vasculaire et notamment dans la prolifération 

des PASMCs. Sa présence spécifique dans le réseau pulmonaire sous pression en fait une 

cible thérapeutique très intéressante, permettant d’entraîner uniquement l’apoptose des 

cellules malades sans toucher les cellules saines en place.  De plus, son utilisation en temps 

que biomarqueur pourrait améliorer la détection de la maladie et la prédiction de la survie 

par rapport aux biomarqueurs actuellement utilisée.   

5.1.3.1. Pim1 utilisé comme biomarqueur. 

5.1.3.1.1. C’est le cas dans le cancer 

Du fait de sa capacité d’auto-activation par autophosphorylation
527

, l’expression de 

Pim1 est le reflet direct de son activité kinase. Aussi, une expression détectable de Pim1 est 

directement associée à une activité serine/thréonine kinase sur ses différentes cibles, une 

augmentation de la prolifération, de la survie et de la tumorogénèse. Il n’est donc pas 

étonnant que l’activation inadéquate de Pim1 ait été associée dans de nombreux cancers, à 

un moyen de détection de la maladie, d’estimation de son agressivité et de prédiction du 

pronostic vital des patients
528

. L’expression de Pim1 a été identifiée dans les liposarcomes 

mixoïdes vs non mixoïdes, par immunofluorescence, avec une localisation spéciale et 

unique, soulignant les fines vacuoles lipidiques cytoplasmiques. Ces résultats montrent que 

Pim1 peut être utilisé comme marqueur de la différenciation tumorale adipocytaire. Pim1 

pourrait également être une signature génomique (changement du nombre de copies, 

hétérozygotie, mutation (E135K)) permettant de diagnostiquer certains des cas les plus 

graves de leucémie myéloïde aiguë
529

. Pim1 a aussi été identifié comme biomarqueur dans 

les cancers colorectaux par la présence d’auto-anticorps dans les sera des patients
530

. Pim1 

a été démontré comme étant un gène surexprimé dans les lymphomes des cellules du 

manteau (MCL) blastiques, cliniquement plus agressifs que les MCL normaux et présentant 

un taux mitotique très élevé
531, 532

; et l’expression de Pim1 a été associée à un faible résultat 

vis à vis des traitements agressifs/chimiothérapeutiques
533

. Pim1 est surexprimé dans les 

lymphomes des cellules-B larges et diffuses vs les lymphomes des cellules-T périphériques 

et a été identifié comme un nouveau marqueur de ce groupe
534

. Pim1 joue un rôle 
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significatif dans le développement des cancers de la prostate et la détection de son 

expression peut aider pour le diagnostic, le traitement et le pronostic vital
535

. Pim1 a été 

montré comme surexprimé aux niveaux protéiques et des ARN messagers dans les 

adénocarcinomes ductaux pancréatiques
536

 par rapport aux tissus pancréatiques normaux. 

Les auteurs ont pu établir un système de grades par rapport à l’expression de Pim1 aux 

niveaux ARNm et protéiques, et ont évalué la relation entre l’expression de Pim1 et l’issue 

des patients.  

5.1.3.1.2. L’expression de Pim1 dans la PAH corrèle avec les 

PAPs.  

En accord avec les précédentes données publiées sur le cancer, montrant que 

l’expression de Pim1 corrèle fortement avec la sévérité de la maladie, nous avons pu 

déterminer que ceci est vrai également dans la PAH. En effet, le niveau d’expression de 

Pim1 mesurée dans la couche leucocytaire extraite du sang d’une trentaine de patients 

corrèle avec les valeurs de PAP et de RVP relevées au moment du prélèvement. Ceci est 

d’une grande importance car aucun biomarqueur utilisé aujourd’hui n’est capable de 

prédire l’atteinte pulmonaire du patient. Un tel biomarqueur pourrait éviter ou espacer les 

mesures invasives de PAP par cathétérisme droit et renseigner sur l’évolution de la maladie 

par simple prélèvement sanguin. 

La détection de l’expression de Pim1 sur nos patients PAH a été mesurée dans la 

couche leucocytaire. Cette technique présente certaines limites du fait de la dégradation 

rapide des ARNs et de la faible quantité de matériel que donne la couche leucocytaire. Ceci 

exige donc un prélèvement, un stockage et une conservation adéquate des échantillons. 

Cette technique exige également une étape d’extraction d’ARN, une étape de transcription 

inverse en ADN complémentaire puis une mesure par PCR quantitative en temps réel. Une 

standardisation des procédures devra alors être établie pour chaque étape. Aussi, la 

présence de Pim1 en tant que molécule circulante, plus stable et mesurable dans le serum 

par un simple test ELISA serait bien plus avantageuse pour le diagnostic. 

 

 

5.1.3.1.3. Auto-anticorps de Pim1. 
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Les auto-anticorps sont des anticorps dirigés contre des éléments de l'organisme qui 

les a fabriqués. Certains de ces auto-anticorps sont plus fréquemment retrouvés dans les 

maladies auto-immunes mais également dans des pathologies telles que le cancer. La 

sclérodermie, qui est associée à une PAH dans 10 à 15% des cas, est une maladie auto-

immune. La présence d’auto-anticorps associées à la sclérodermie a été bien décrite et la 

présence d’une PAH est plus fréquente chez les patients possédant des anticorps anti-

centromères
537

. En 2005, Tamby et al. ont décrit la présence d’auto-anticorps capables de 

réagir avec différentes structures des cellules endothéliales dans la PAH idiopathique, 

suggérant l’implication de l’immunité humorale dans la PAH
268

. L’existence d’auto-

anticorps spécifiques est possible et ouvre de nouveaux horizons pour le diagnostic précoce 

de la PAH. Nous pensons que Pim1 est un candidat intéressant du fait de sa spécificité et de 

sa présence en tant qu’auto-anticorps dans le cancer. 

5.1.3.2. Boucles de rétrocontrôle positif de Pim1 sur l’axe 

Src/FAK/STAT3 ? 

En considérant le fait que l’inhibition de Pim1 dans la PAH est équivalente à une 

inhibition de STAT3, Src ou FAK, alors que c’est un acteur ayant un rôle plus bas dans la 

voie de signalisation, nous pensons que Pim1 pourrait être aussi à l’origine d’un 

rétrocontrôle positif sur l’axe Src/FAK/STAT3. Il a été récemment montré dans la lignée de 

cellules de cancer de la prostate DU-145 et pancréatique MiaPaCa2, exprimant une 

activation constitutive de STAT3, qu’une inhibition de Pim3 est associée à une diminution 

de PY705-STAT3
538

. Les auteurs ont montré que ce résultat n’est pas obtenu avec 

l’inhibition de Pim1 ou Pim2, ce qui est en accord avec le fait que nous n’ayons pas trouvé 

de diminution de PY705-STAT3 dans les souris Pim1 KO-MCTP ou HYP. Néanmoins, il 

est possible que Pim1 interviennent uniquement sur la propriété de transcription de STAT3, 

en inhibant par exemple un cofacteur. 

De façon surprenante, Pim3 a été observé dans des cellules endothéliales de veine 

ombilicale HUVECs  (humbilical vein endothélial cells), concentrée au niveau des 

formations lamellipodiales et colocalisant avec FAK
539

. De plus, l’inhibition de Pim3 par 

interférence à l’ARN diminue très significativement la migration, et la formation de 

structures tubulaires sur Matrigels. Ceci montre que la famille de protéine Pim présente un 
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large panel de fonctions et confirme qu’une inhibition de cette famille est associée à de 

nombreuses répercussions sur les fonctions cellulaires. 

5.2. Potentielle implication de cofacteurs clés. 

5.2.1. SOCS and PIAS 

Dans le chapitre 4, nous avons émis l’hypothèse que la DHEA pourrait inhiber l’axe 

Src/STAT3 par une augmentation des inhibiteurs des STATs comme les SOCS et les 

PIAS3
493

.  

Les PIAS ont effectivement été découverts pour leur potentiel d’inhibition des 

STATs 
540

, plus tard ils ont été découverts comme étant à la fois des coactivateurs et des 

corépresseurs de la transcription, pouvant réguler l’activité de nombreux TFs. Il a été 

montré que PIAS3 active la réponse transcriptionnelle des SMAD au TGF-β
541

, faisant de 

PIAS un autre lien entre la signalisation SMAD et STAT3. Les PIAS sont aussi des 

protéines ligases des fonctions SUMO (Small ubiquitin-like modifier). La SUMOylation 

peut modifier l’activité d’un important nombre de protéines, principalement nucléaires
542

. 

PIAS3 est connu pour catalyser la SUMOylation de différents facteurs de transcription, qui 

sont généralement en relation avec PIAS3 aussi par des mécanismes indépendant de la 

SUMOylation
543, 544

. Les PIAS sont capable de réprimer l’activité transcriptionnelle de p53 

et c-jun par SUMOylation
544

. PIAS1 est impliqué dans la régulation de FAK, manœuvrant 

une SUMOylation du résidu Lysine 152, qui est conservé entre les espèces. Par contre, 

cette SUMOylation semble augmenter dramaticalement les capacités 

d’autophosphorylation de FAK
545

 suggérant que PIAS1 et 3 auraient des fonctions bien 

distinctes et contraires sur une même voie de signalisation. Néanmoins, la famille de 

protéine PIAS pourrait avoir un rôle important dans la pathogénèse de la PAH puisqu’elle 

est capable de réguler un certain nombre de voies qui sont dysfonctionnelles dans la PAH. 

Au moment de leur découverte, les SOCS ont été décrites comme des protéines 

ayant un mécanisme important pour la régulation négative de la voie de signalisation 

cytokine/JAK/STAT. SOCS1 et 3 sont classiquement exprimées suite à l’activation de leur 

transcription par les STATs et agissent par une boucle de rétrocontrôle négatif en inhibant 

les JAKs pour contrôler la longueur du signal
546

. Ensuite, les études ayant invalidé le gène 

chez la souris ont révélé des rôles additionnels aux SOCS, notamment dans les processus 
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immunologiques. Outre inhiber STAT3, SOCS1 et SOCS3 sont capable de lier FAK dans 

sa forme PY397 et d’inhiber son activité kinase in vitro. SOCS1 et 3 facilitent la 

polyubiquinylation de FAK et donc sa dégradation
547

. 

 

5.2.2. MDM2/p53 

Comme décrit dans l’introduction, p53 est une protéine suppresseur de tumeur 

décrite depuis peu comme ayant un rôle protecteur dans la PAH. p53 est un facteur de 

transcription dont la fonction est altérée dans 50% des cancers. Il est contrôlé par 

MDM2
548

, qui lie p53 et régule négativement son activité transcriptionnelle et sa 

stabilité
549, 550

, notamment par ubiquinylation. De nombreuses tumeurs surexpriment 

MDM2 de manière à endommager la fonction suppresseur de tumeur de p53. De façon 

intéressante, Pim1 a été décrit comme un puissant régulateur de MDM2
551

 en entraînant la 

phosphorylation de MDM2 sur les sérines 166 et 186. La fonction exacte associée à la 

phosphorylation de ces sites demeurent incertaine et plusieurs effets ont été reportés 

incluant la localisation nucléaire de MDM2, sa stabilisation, une augmentation de 

l’ubiquinylation et de la dégradation de p53, une diminution de l’association entre MDM2 

et son inhibiteur ARF ou encore une augmentation de l’interaction entre MDM2 et p300
552-

559
. Pim1 pourrait donc être impliqué dans la régulation négative de p53 dans la PAH. 

Comme précisé dans la discussion du chapitre 3, FAK entretient une relation étroite avec 

p53. Les deux protéines peuvent interagir à la fois dans le cytoplasme et le noyau. D’une 

part, p53 est capable d’inhiber FAK par action sur son promoteur et d’autre part FAK est 

capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle de p53. De plus il a été démontré que FAK est 

capable d’inactiver p53 de manière indépendante de sa fonction kinase, via son domaine 

FERM, qui agirait comme une protéine d’échafaudage pour l’ubiquitinylation de p53 

dépendante de MDM2
455-457

. Cette régulation de p53 par FAK fait intervenir la 

translocation de FAK au noyau, mais pas forcément sa SUMOylation (qui est un signal de 

localisation nucléaire pour FAK). FAK pourrait donc promouvoir la prolifération, à la fois 

d’une façon dépendante et indépendante de sa fonction kinase
560

.  
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5.2.3. CBP/p300. 

Nous avons vu en introduction que Hif-1 communique avec le suppresseur de 

tumeur p53. Une de ces communications réside dans le coactivateur CBP/p300 qui est  

nécessaire à HIF-1
561-563

 et p53
564

 pour initier leurs transcriptions respectives. Il est 

récemment suggéré que p53 et Hif-1 soient en compétition pour la liaison à CBP/p300 et 

qu’en hypoxie, Hif-1 soit le partenaire préférentiel de CBP/p300, inactivant de ce fait 

l’activité transcriptionnelle de p53
565

. Il a été également démontré qu’une activation 

hypoxique de Src est associée a une subséquente coopération de Hif-1 et STAT3 avec 

CBP/p300 sur le promoteur du VEGF, et amenant à une transcription maximale du 

messager VEGF
566

. De plus NFAT a aussi été décrit comme un interactant de CBP/p300
567, 

568
, suggérant que beaucoup de facteurs de transcription activés dans la PAH pourraient 

contribuer, de par leur fixation  a son coactivateur CBP/p300, à une diminution de l’activité 

transcriptionelle de p53 et a une aggravation de la pathologie. 

5.3. Finalement, quelle différence il y a t’il entre une cellule cancéreuse et une 

PAH-PASMC ? 

5.3.1. Les contraintes mécaniques : 

L’augmentation des pressions dans la circulation pulmonaire créé une sur-distension 

des vaisseaux, appelée étirement cyclique (cyclic stretch), ainsi qu’une augmentation des 

forces de friction exercées par le flux sanguin contre la paroi vasculaire, appelées 

contraintes de cisaillement (shear stress). Ces contraintes mécaniques, appliquées de façon 

chroniques, sont perçues comme un signal de stress par le mur vasculaire. Les membranes 

cellulaires, les sites d’attachement des cellules et le cytosquelette sont directement touchés 

et servent de mécanosenseurs
569

. Ce signal est transmis à des mécanorécepteurs, tels que les 

cadhérines et les intégrines, qui vont activer de nombreuses voies de signalisations 

permettant l’adaptation et le remodelage du cytosquelette par prolifération, synthèse de 

collagène et fibronectine et qui contribuent à l’épaississement du mur vasculaire
452, 453

. 

L’activation de FAK semble être dépendante justement d’une augmentation chronique de 

stress d’étirement. L’axe intégrines/FAK/Src a été montré comme activé par une 

augmentation de 30mmHg des pressions dans les vaisseaux systémiques (150mmHg)
454

. 

L’augmentation des pressions pourrait donc également intervenir dans le maintien de 

l’activation de FAK dans la PAH. L’implication de STAT3 dans les voies de signalisation 
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intervenant dans la réponse des VSMCs à l’étirement cyclique a été démontrée sur des 

SMCs embryoniques A7r5 dérivée d’aortes thoraciques de rats soumises à un stress (60 

cycles/min d’aspiration entrainant une pression de 150mmHg avec 0.5s d’élongation 

alternées avec 0.5s de relaxation, pendant 2 heures)
570

. Ce mécanisme d’activation de 

STAT3 a été montré comme indépendant de JAK2, dépendant de Src pour la PY705-

STAT3 et dépendant de p38/MAPK et ERK pour la phosphorylation de STAT3 sur le 

résidu Serine 727 (reflet de la pleine activité de STAT3). Très récemment, Pim1 a été décrit 

également comme possiblement activé par les contraintes de cisaillement sur un modèle de 

cellules souches mésenchymateuses
571

. L’expression maximale de Pim1 a été décrite sous 

une contrainte de cisaillement de 30 dynes/cm et des inhibiteurs de p38/MAPK et ERK 

sont capables d’atténuer cette expression de Pim1. 

5.3.2. Contraction et homéostasie calcique. 

Les intégrines, en tant que mécanosenseurs, intègrent les signaux de stress et sont 

importantes dans le contrôle de la réponse à ce stress
572, 573

. Les canaux potassiques et 

calciques joue aussi un rôle capital dans cette réponse puisqu’ils interviennent dans la 

contraction et le tonus vasculaire nécessaire a la réponse. De nombreux travaux décrivent 

qu’il existe une régulation des canaux VOC de type L et des BKCa par les signaux 

provenant des intégrines 
574-577

. Les GPCRs sont également à l’origine de cascades de 

signalisation contrôlant l’ouverture des canaux calciques et potassiques et un rôle de 

mécanorecepteurs a également été décrit dans les neutrophiles
578

. Comme Src et FAK sont 

tous deux capable d’intégrer les signaux provenant des intégrines et GPCRs, il n’est pas 

étonnant de trouver ces deux acteurs à l’origine des voies de signalisation régulant 

expression et ouverture de canaux potassiques ou calciques. En 1998, Hu et al. 

démontraient que l’axe Src/FAK régule l’ouverture des VOCs de type L ainsi qu’une 

association directe entre Src et la canal calcique
481

 dans des SMC de lapin. 

5.4. Quel rôle joue cette voie dans l’hypertrophie cardiaque. 

Le stress mécanique produit par l’augmentation des pressions  joue également un 

rôle majeur dans l’hypertrophie cardiaque et la réponse à l’augmentation de post-charge. 

De nouveau, les intégrines et la voie Src/FAK sont les initiateurs de la réponse 

hypertrophique.  
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5.4.1. Le rôle de Src/FAK dans l’hypertrophie cardiaque. 

FAK est fortement exprimée dans les cardiomyocytes avec un niveau basal 

d’activité faible. FAK est activée par des stimulus mécaniques
579-581

 ou des agonistes 

comme ET-1 et Ang-II
582, 583

. Une étude menée sur le rat injecté à la monocrotaline a 

montré une augmentation de la phosphorylation de FAK dans le RV hypertrophié en 

comparaison des contrôles
584

. De façon intéressante, dans les cardiomyocytes sujet à un 

stress mécanique prolongé, FAK est également transloquée au noyau
585-587

. Le rôle de FAK 

dans le noyau des cardiomyocytes est encore peu clair mais est suspecté de jouer un rôle 

dans la régulation de la structure chromatinienne, la transcription, la maturation des mRNA 

et l’export nucléaire
586

. Ceci pourrait avoir un lien avec le rôle de FAK dans la régulation 

de p53 décrite précédemment dans les cellules non cardiaques, néanmoins les mécanismes 

restent à être éclaircît. Les modèles présentant une perte de fonction de FAK ont permis de 

montrer que FAK est requis pour la réponse hypertrophique du cœur mais qu’il n’est pas 

nécessaire à la maintenance basale de l’architecture du myocarde
588-590

.  Néanmoins, FAK a 

un rôle important au niveau développemental, puisque sont invalidation est associée à des 

défauts ventriculaires et notamment une défaillance ventriculaire droite
591

. 

Etant donné le rôle important du métabolisme mitochondrial dans la PAH et 

l’hypertrophie du RV, il est intéressant de noter que l’activation de FAK dans les 

cardiomyocytes en réponse à un stress mécanique a été associée à une biogénèse 

mitochondriale
592

. Dans le contexte du métabolisme énergétique, l’inhibition de FAK a été 

associée à une réduction des niveaux d’ATP produits, ce qui n’est pas tout a fait en accord 

avec notre pensée qui suggère qu’une inhibition de FAK restore le fonctionnement 

mitochondrial et donc augmenterait la production d’ATP par reprise de l’oxydation du 

glucose. Néanmoins, trop peu de résultats sur ce point sont disponibles à ce jour pour tirer 

les conclusions adéquates. 

Src a été décrite à plusieurs reprises aux cotés de FAK
591, 593

 au niveau des points 

focaux et comme recevant également le signal transmis par les intégrines suite à un stress 

mécanique. Néanmoins le plus souvent l’activation de Src a été associée à une activation 

des MAPK
594, 595

 et très peu associée à une activation subséquente de STAT3
596

. 
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5.4.2. Rôle de STAT3 

De nombreuses évidences montrent que STAT3 joue un rôle prépondérant dans 

l’hypertrophie cardiaque en réponse à de nombreux stimuli comme l’augmentation des 

pressions, infarctus, ischémie, cytokines et neurohormones. 

Tout d’abord, des souris présentant une surexpression de STAT3, spécifiquement au 

niveau des cardiomyocytes, développent spontanément une hypertrophie ventriculaire
597

 

suggérant que STAT3 est importante pour la croissance des cardiomyocytes. L’effet 

cardioprotecteur de STAT3 a été associé à une augmentation de la transcription d’enzymes 

antioxydantes comme SOD-2, et à l’induction de protéines anti-apoptotiques et 

cytoprotectrices comme Bcl-xL and Hsp70
598-601

. Les cardiomyocytes sont d’ailleurs plus 

résistants à une apoptose induite par H2O2 quand l’expression de STAT3 est élevée
602

. 

STAT3 intervient également dans la réponse aux stress mécaniques
595, 603

. Dans un 

modèle de cœur de félin soumis à une augmentation des pressions, STAT3 a été montré 

comme activée dés 48h, de façon en partie dépendante de Src
596

. 

5.4.3. Rôle de Pim1 

Pim1 joue un rôle capital dans la croissance des cardiomyocytes. Par contre, Pim1 

semble principalement activée dans le cœur par la voie Akt
404

, alors que l’implication de 

STAT3 dans l’activation de Pim1 dans le cœur n’a pas vraiment été étudiée. 

Pim1 est exprimée dans les cardiomyocytes à la naissance et son expression décroit  

dans les semaines qui suivent
404

. L’induction de Pim1 est retrouvée dans le cœur adulte 

pathologique, avec une persistance de Pim1 dans les myocytes aux abords par exemple 

d’un infarcissement. La surexpression spécifique de Pim1 dans le cœur a été montrée 

comme hautement protectrice en réponse à un infarctus, alors qu’une délétion de Pim1 rend 

les souris plus sensibles à un infarcissement malgré une augmentation compensatrice 

significative de l’expression et l’activation d’Akt. 

Pim1 serait responsable, en plus de ses rôles habituels, d’engendrer une réponse 

cardioprotectrice via les mitochondries. L’absence de Pim1 dans le myocarde entraîne une 

diminution des protéines mitochondriales protectrices après un infarctus. L’absence de 
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Pim1 dans les myocytes est associée à une dysfonction du pompage calcique et a la 

relaxation des sarcomères du fait d’une diminution des pompes SERCA de type 2a
404

. 

5.5. Quel rôle joue cette voie dans l’endothélium ? 

 
STAT3 est le seul acteur de notre voie qui a été identifié également dans les 

PAECs. Dans le rat MCT-PAH, la détérioration progressive de la membrane des cellules 

endothéliales est associée à une réduction de l’expression de la caveolin-1 et une activation 

réciproque de PY705-STAT3
604, 605

. 

Pim1 est impliquée dans la différenciation de nombreuses lignées cellulaire dont les 

cellules endothéliales. En effet, il a été démontré que la différenciation des cellules souches 

cardiaques Sca-1
+
 en cellules endothéliales (ECs) après induction par LIF fait intervenir 

une augmentation de l’expression de Pim1 dépendante de STAT3. Dans les Sca-1
+
 

déficientes en STAT3 LIF n’est pas capable d’induire Pim1 et de provoquer la 

différenciation en EC
606

.  

Dans les HUVECs, par des expériences avec interférence à l’ARN il a été montré 

que Pim1 est requise  pour la migration et la prolifération induite par le VEGF-A
398. 

5.6. Interventions thérapeutiques, quel est le futur ? 

5.6.1. Cibler le poumon. 

La PAH est une pathologie spécifiquement pulmonaire, aussi intervenir directement 

sur cet organe ouvert à l’environnement extérieur par les voies aériennes semble être un 

bon concept pour appliquer une intervention thérapeutique spécifique. L’inhalation de 

médication est-il le futur des traitements de la PAH ? 

5.6.1.1. Le poumon particulièrement perméable aux macromolécules. 

Pour des raisons qui ne sont pas encore bien comprises, le poumon fournit une 

meilleure biodisponibilité des macromolécules injectées que n’importe quelle autre porte 

d’entrée, que ce soit sous cutanée, intraveineuse, intraperitoneale
607

. Par exemple, dans le 

traitement du diabète, l’insuline est connue pour être absorbée par le poumon avec une 

cinétique plus avantageuse que par injection sous cutanée
608

. De même, les résultats 

obtenus par inhalation d’Iloprost chez les patients PAH en comparaison des injections 
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intraveineuses pratiquées précédemment, ont été attribués au fait que la spécificité de 

l’action thérapeutique est supérieure en ciblant directement le poumon, mais l’obtention de 

tels résultats est peut être dû au fait que l’absorption est facilitée dans le poumon
197, 609, 610

. 

Nous pouvons donc spéculer que de plus en plus d’interventions thérapeutiques dans la 

PAH vont se faire par inhalation. Le fait que l’absorption de la molécule soit augmentée 

dans le poumon pourrait permettre de diminuer les doses utilisées. L’inhalation évite aussi 

la douleur au niveau des sites de multiples injections. Cette douleur serait par contre 

remplacée par une toux liée aux multiples inhalations
197

. Finalement, cette absorption 

favorisée des macromolécules par le poumon a amené à la conceptualisation d’un nouveau 

mécanisme selon lequel délivrer une médication par le poumon serait la meilleure façon 

d’atteindre la circulation systémique, avec une incroyable rapidité d’action et sans 

altération de la molécule
611

. Il est donc peut être à considérer que cibler spécifiquement le 

poumon sans toucher la circulation systémique n’est pas réalisable d’un point de vue 

technique. La molécule injectée doit alors être dotée de cette spécificité.  

5.6.1.2. La thérapie génique 

La thérapie génique apparaît comme un traitement incroyable permettant d’éviter la 

non-spécificité des peptides inhibiteurs, agonistes, antagonistes ou autres molécules, ayant 

un impact beaucoup plus important sur la signalisation globale de la cellule et étant de ce 

fait associés à de nombreux effets secondaires indésirables. Même si il est souvent admis 

que les défis à relever pour délivrer des oligonucléotides dans le poumon sont les mêmes 

que ceux pour délivrer des macromolécules, en pratique, cela semble bien différent. 

L’utilisation de la thérapie génique par inhalation en clinique met du temps a voir le jour 

alors que l’inhalation des macromolécules est utilisée depuis 40ans (corticostéroïdes dans le 

traitement de l’asthme). Durant les 20 dernières années, de nombreux essais précliniques et 

cliniques ont été réalisés pour diverses pathologies thoraciques (fibrose kystique, cancer) et 

des leçons doivent être tirées de ceci pour une éventuelle application en PAH.  

Les premiers essais avec des adénovirus et des vecteurs associés à des adénovirus 

sont apparus inefficaces et accompagnés d’une réponse immunitaire indésirable et d’une 

certaine toxicité cellulaire
612

. Des constructions ingénieuses comme des adénovirus couplés 

à des antibiotiques ou des “helper dependent adenovirus” dans lesquels la séquence pro-

inflammatoire du virus est manquante permettent de diminuer la réponse inflammatoire liée 
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à la thérapie. Les transferts avec des constructions non virales sont généralement moins 

efficaces mais le développement des nanotechnologies permet l’apparition de nouvelles 

constructions : les liposomes et les nanomicelles semblent causer moins de réponse 

immune de la part des poumons
613

. Des formulations comme le polyethylenimine (PEI 

25KDa, Sigma), le lipide cationique 67 (GL67A, Genzyme corporation), ou les 

nanoparticules d’ADN (Copernicus) ont permis d’augmenter l’efficacité et la durée 

d’expression du transgène
614

.  

5.6.2. Cellules souches 

L’augmentation des connaissances et de la compréhension des mécanismes 

impliquant les cellules souches laisse la communauté scientifique espérer pouvoir appliquer 

cette technologie dans le traitement de la PAH. Une thérapie génique avec des EPC 

autologues programmées pour surexprimer la eNOS est déjà en essai clinique pour la PAH. 

Les cellules progénitrices endothéliales EPCs (endothelial progenitors cells) apparaissent 

être de très bons candidats, mais les cellules souches mésenchymateuses MSCs 

(mesenchimal stem cells) sont également très prometteuses du fait qu’elle sont 

multipotentes et qu’elles ont tendance à s’accumuler in vivo aux niveaux de sites où il y a 

blessure et inflammation
615, 616

. La compréhension des mécanismes de différenciation des 

SMC devient stratégiquement intéressante pour l’utilisation de ces MSCs dans le traitement 

des pathologies vasculaires comme l’athérosclérose, l’infarctus ou la PAH.  

5.6.3. Les patients traités par des thérapies inhibant les kinases peuvent-ils 

développer des résistances comme les patients traités pour le cancer? 

Des études autant in vitro que cliniques ont montré que des cellules cancéreuses 

traitées avec des inhibiteurs des tyrosines kinases tendent à développer des mécanismes de 

résistance en acquérrant des modifications génétiques qui leur permettent de compenser 

l’inhibition. Ces modifications sont communément des mutations, des délétions ou des 

amplifications génomiques. Les cellules cancéreuses sont des cellules qui se divisent 

rapidement, l’apparition de mutations est un phénomène commun. Des mutations qui 

entraînent une diminution de l’affinité du récepteur pour la drogue, augmentant l’affinité de 

la kinase pour l’ATP et ainsi diminuant l’efficacité de l’inhibiteur qui est compétitif pour 

l’ATP, sont des exemples de mutations qui peuvent entraîner une résistance au traitement. 

Proposer une intervention thérapeutique pour la PAH avec des inhibiteurs des tyrosines 
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kinases conduit donc à se demander si de tels phénomènes de résistances pourraient être 

observés au niveau des PASMCs. Même si les PASMCs ont, comme il est montré ici, un 

phénotype cancéreux, elles n’ont pas le même pouvoir réplicatif et mutagène que les 

cellules cancéreuses. Il se pourrait donc que ce phénomène de résistance soit propre au 

cancer. Ceci devrait être envisagé dans les études à venir, vérifié in vitro et in vivo, et les 

patients actuellement traités avec Imatinib, devraient également faire l’objet d’un suivit 

pour voir si il y a ou non apparition de mécanismes de résistance.   
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6. Conclusion/perspectives 

6.1. Conclusion 

La PAH est une maladie grave et fatale. Même si les cas de PAH idiopathiques sont 

rares, les PAH secondaires apparaissent comme souvent non réversibles et les thérapies 

utilisées dans les PAH de groupe I sont souvent bénéfiques. Aucune thérapie actuelle n’est 

capable d’améliorer la survie de plus de 5 ans et il est capital de progresser à ce niveau. 

Au cours de ce doctorat j’ai pu mettre en évidence l’implication de l’axe 

oncogénique Src/FAK/STAT3/Pim1 et démontrer son importance en tant que plateforme 

signalétique, recevant de nombreux signaux en amont, et redistribuant ce signal en aval 

pour la transformation du phénotype des PASMCs en phénotype « pseudo malin », 

prolifératif, résistant à l’apoptose et invasif.  

De plus j’ai pu montrer que l’expression de Pim1 corrèle à l’augmentation des 

PVRs. Cette protéine pourrait donc être utilisée comme biomarqueur pour estimer l’état du 

remodelage de la circulation pulmonaire, une variable qui n’est que peu accessible par les 

techniques de diagnostique actuelles. 

Pour terminer, d’un point de vue thérapeutique, j’ai pu démontrer que la DHEA a 

une action bénéfique dans la PAH par une inhibition de STAT3. Son utilisation en phase 

clinique sur des patients atteints de COPD pourrait être étendue aux patients avec PAH. De 

plus, du fait de la disponibilité et de l’engouement actuel pour les molécules inhibitrices de 

Src et FAK, j’ai pu suggérer que leur utilisation dans la PAH soit bientôt considérée. 

Ces travaux ouvrent de nouvelles opportunités d’investigation fondamentales et 

cliniques et sont donc accompagnés d’un certain nombre de perspectives. 

6.2. Perspectives 

6.2.1. Essais précliniques 

6.2.1.1.  Inhibiteurs de FAK. 

La molécule PF-576228 est la mère des composés inhibiteurs de FAK développés 

par Pfizer aujourd’hui. Cette molécule à une spécificité d’action sur FAK 100 fois 

supérieure par rapport aux autres kinases. Une étude préclinique est actuellement en cours 
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dans notre laboratoire avec cette molécule. Nous espérons pouvoir convaincre de la 

nécessite de considérer les inhibiteurs de FAK avec intérêt pour le traitement de la PAH.  

6.2.1.2. Inhibiteurs de Pim1 

Suite à la publication des travaux relatés dans le chapitre 2, une collaboration avec 

une société pharmaceutique a été établie pour la mise en place de tests précliniques avec 

des molécules inhibitrices de Pim1. Trois composés sont actuellement en cours d’étude 

dans notre laboratoire. 

6.2.2. Etude a grande échelle de Pim1 comme biomarqueur dans la PHT 

Une meilleure prise en charge des patients au niveau du diagnostic est indispensable 

aujourd’hui pour pouvoir classifier rapidement la PHT et appliquer les traitements 

adéquats. Un biomarqueur non invasif capable de discriminer la présence ou non d’une 

augmentation des PVR et de prédire la réponse aux thérapeutiques est d’un grand intérêt. 

Aux vues de nos travaux, Pim1 présente un haut potentiel. Nous avons donc mis en place 

une étude à grande échelle de Pim1 en tant que Biomarqueur en collaboration avec le Dr. 

Provencher et le Pr. Pibarot de l’Institut Universitaire en Cardiologie et Pneumologie de 

L’Hôpital Laval à Québec.  

Une première cohorte de 120 patients suspectés de PAH et suivis par cathétérisme 

droit tous les 6 mois, va être recrutée dans les 4 ans qui viennent. Au moment de la 

cathétérisme, un prélèvement sanguin sera effectué et les nivaux de Pim1 seront mesurés et 

mis en parallèle avec les données hémodynamiques, les résultats d’échocardiographie, les 

résultats du 6MWT et même comparés aux niveaux des biomarqueurs utilisés actuellement.  

Une seconde cohorte sera composée de patients PAH participant à une étude 

clinique multicentrique et placebo comparant les effets d’une monothérapie ambrisentan ou 

taladafil a une bithérapie combinatoire. Environ 352 patients seront enrôlés.  
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