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[Ca2+]i : concentration calcique intracellulaire 

●OH : radical hydroxyle 

4-HNE : 4-hydroxynonénal 

5-HT : 5-hydroxytryptamine - sérotonine 

5-HTT : transporteur à la 5-HT 

AChE : acétylcholine estérase 

AIP : artère intrapulmonaire 

AIP1 : artère intrapulmonaire de 1er ordre 

AIP3 : artère intrapulmonaire de 3ème ordre 

AMPc : adénosine-3,5-monophosphate cyclique 

ATP : adénosine triphosphate 

BH4 : tétrahydrobioptérine 

BMP-R ΙΙ : récepteur de la “Bone Morphogenetic Protein » de type 2 

BPCO : broncho-pneumopathie chronique obstructive 

BSA : albumine sérique de bovin 

CCD : couple-charged device 

CCRC : courbe en réponse à des concentrations cumulées 

CE : cellules endothéliales 

CFDA : carboxyfluoresceine diacétate 

CMH : 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine 

CML : cellule musculaire lisse 

CML-AP : cellule musculaire lisse d’artère pulmonaire 

CSR : contractions spontanées rythmiques 

Cx : connexine 

CYP450 : cytochrome P450 

DAG : diacylglycérol 

DETC : diéthyldithiocarbamate 

EDHF : facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium 
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ELISA : electroluminescent immunosorbent assay 

eNOS : NO synthase endothéliale 

ET-1 : endothéline-1 

FRAP : retour de fluorescence après photoblanchiment 

G6PD : glucose-6-phospate déshydrogénase 

GAPDH : glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase 

GMPc : guanosine-3,5-monophosphate cyclique 

GPx : glutathion peroxydase 

H2O2 : peroxyde d’hydrogène 

HC : hypoxie chronique 

HeM : hétéromérique 

HeT : hétérotypique 

HIF-1 : hypoxia inducible factor-1 

HoM : homomérique 

HoT : homotypique 

HPRT : hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 

HTAP : hypertension artérielle pulmonaire 

IgG : immunoglobuline G 

IP3 : inositol-1,4,5-triphosphate 

ITS : insuline-transferrine-sélénite 

JME : jonction myoendothéliale 

KHB : Krebs HEPES - bicarbonate 

KO : knock - out 

L● : lipide peroxydé 

L-NAME : Nω-nitro-L-arginine-methyl ester 

MAO : monoamine oxydase 

MCT : monocrotaline 

MDA : malondialdéhyde 
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NA : ouverture numérique 

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NO : monoxyde d’azote 

Nox : NADPH oxydase 

O2
● : anion superoxyde 

ONOO- : peroxynitrite 

PAPm : pression artérielle pulmonaire moyenne 

PEG : polyéthylène glycol 

PKC : protéine kinase C 

PO : Ribosomal Phosphoprotein 

RE : réticulum endoplasmique 

ROO● : radical peroxyle 

ROS : espèces réactives dérivées de l’oxygène 

RPE : résonance paramagnétique des électrons 

SHR : rats spontanément hypertendus 

SOD : superoxyde dismutase 

SVF : serum de veau foetal  

VHP : vasoconstriction hypoxique 

XD : xanthine déshydrogénase 

XO : xanthine oxydase 

YWHAZ : Tyrosine 3-monooxygenase/Tryptophan 5-monooxygenase Activation Protein, 

Zeta polypeptide 

ZO-1 : Zonula occludens 
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La communication intercellulaire est primordiale dans tout organisme multicellulaire 

puisqu’elle permet d’uniformiser l’activité des cellules au sein d’un tissu. Elle assure ainsi le 

maintien de l’homéostasie et le bon fonctionnement des organes. La communication 

intercellulaire est assurée, entre autre, par les jonctions communicantes. Les jonctions 
communicantes sont des structures membranaires correspondant à un ensemble de canaux 

intercellulaires constitués d’une protéine : la connexine. Les jonctions communicantes assurent 

l'échange direct de cytoplasme à cytoplasme, d’ions et de petites molécules dont le poids 

moléculaire est inférieur à 1 kDa. 

Dans les vaisseaux, les jonctions communicantes sont essentielles pour la régulation du 

tonus et des différentes fonctions vasculaires. Elles permettent la propagation des variations de 

potentiel de membrane, et l’échange de seconds messagers importants dans les fonctions 

vasculaires (AMPc, ATP, Ca2+ etc.). Ces échanges ont lieu grâce au couplage entre les cellules 

endothéliales, entre les cellules musculaires lisses et entre ces deux types cellulaires au niveau 

des jonctions myoendothéliales. Ces dernières ont fait l’objet de nombreuses études car elles 

participent au contrôle de l’état de contraction du muscle lisse par l’endothélium. En effet, de 

nombreuses études ont montré l’implication des jonctions myoendothéliales dans une voie de 

relaxation du muscle lisse dépendante de l’endothélium faisant intervenir un facteur 

hyperpolarisant produit par l’endothélium (EDHF). A l’inverse, peu d’études ont été menées sur 

le rôle des jonctions communicantes dans des phénomènes de vasoconstriction.  

Au niveau vasculaire, 4 isoformes de connexines sont majoritairement exprimées : les 

connexines 37, 40, 43 et 45. Leur profil d’expression, leurs fonctions, ainsi que leurs 

implications dans diverses pathologies ont fait l’objet de nombreuses études. Cependant, ces 

études concernent essentiellement la circulation systémique et peu d’entre elles ont abordé le 

rôle des jonctions communicantes dans la circulation pulmonaire.  

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une pathologie de la circulation 

pulmonaire représentant un problème de santé publique majeur : c’est une pathologie très 

invalidante ayant un très mauvais pronostic. Il s’agit d’une maladie de causes multiples, qui se 

caractérise par une élévation progressive des résistances artérielles pulmonaires. Elle fait 

l’objet d’une classification selon son origine. Si l’origine des HTAP du groupe 1 n’est pas 

connue, les patients peuvent être atteints d’une autre pathologie fréquemment associée à 

l’HTAP telles que le SIDA ou une connectivite (par exemple le lupus). Le groupe 1 rassemble 

également les HTAP dites familiales (associées à une mutation génétique) et les HTAP 

associées à la prise de médicaments tels que les anorexigènes. Cette dernière forme a connu 

une forte incidence entre les années 60 à 80 suite à la mise sur le marché de médicaments 

anorexigènes, dits « coupe-faim » permettant une perte de poids rapide. Les 4 autres groupes 

de cette classification rassemblent les HTAP dont la cause est connue. Parmi celles-ci, les 
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pathologies obstructives des voies aériennes sont à l’origine des HTAP du groupe 3, dites 

HTAP hypoxiques. L’HTAP est ainsi une complication de la bronchopneumopathie chronique 

obstructive (BPCO) ou de la fibrose pulmonaire. 

Sur le plan physiopathologique, l’HTAP est caractérisée par un déséquilibre en faveur 

des médiateurs vasoactifs contractants au détriment des médiateurs relaxants libérés par 

l’endothélium et le muscle lisse vasculaire pulmonaire. Parmi eux, la sérotonine (5-HT) 

contribue aux altérations de la vasomotricité dans la circulation pulmonaire. 

La 5-HT, médiateur important du système nerveux central, est un puissant 

vasoconstricteur et suscite un intérêt croissant dans la compréhension de l’étiologie de l’HTAP. 

Elle est ainsi au centre du concept d’« hypothèse sérotonine » dans l’HTAP établi suite à 

diverses observations chez les patients ainsi que sur des modèles animaux d’HTAP. En effet, 

les médicaments anorexigènes impliqués dans le développement de l’HTAP interagissent avec 

le transport de la 5-HT. Par ailleurs, des taux élevés de 5-HT plasmatique ont été rapportés 

chez les patients souffrant d’HTAP.  

D’autre part, au niveau vasculaire, la 5-HT est une substance ayant la particularité d’agir 

à la fois sur le muscle lisse et sur l’endothélium. L’action de la 5-HT sur le muscle lisse induit la 

contraction de celui-ci, alors que l’action de la 5-HT sur l’endothélium conduit à une relaxation 

du muscle lisse via la production de monoxyde d’azote (NO). Cependant, l’effet résultant de la 

5-HT est une vasoconstriction. Cette observation amène alors à s’interroger sur le rôle des 
jonctions myoendothéliales dans la vasoconstriction à la 5-HT. 

Enfin, il a été montré sur plusieurs vaisseaux, que la 5-HT produit de l’anion 
superoxyde au niveau du muscle lisse. L’anion superoxyde, et plus généralement les espèces 
réactives dérivées de l’oxygène (ROS) sont à l’origine du stress oxydatif cellulaire et font 

l’objet de nombreuses études. L’augmentation des ROS est souvent observée lors de diverses 

pathologies telles que le cancer, les pathologies cardiovasculaires (infarctus du myocarde, 

athérosclérose), le diabète, l’insuffisance rénale, la maladie d’Alzheimer etc. De plus, certaines 

études mettent en évidence le rôle des ROS dans le développement de l’HTAP. D’autre part, 

depuis une vingtaine d’années, de nombreuses recherches ont apporté la preuve que certaines 

espèces réactives dérivées de l’oxygène interviennent dans de nombreux processus 

physiologiques (différenciation, prolifération, apoptose…).  

Ainsi l’objectif principal de ce travail de thèse est d’acquérir des informations sur les 

jonctions communicantes dans la circulation pulmonaire en conditions physiologique et 

pathologique. Cette étude a tout d’abord été menée sur la circulation pulmonaire normale, où 

nous nous sommes plus particulièrement intéressés au rôle des jonctions communicantes et 

des ROS dans la réactivité de la circulation pulmonaire à la 5-HT. Par la suite, nous avons 
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poursuivi l’étude sur la circulation pulmonaire pathologique. Pour cela nous avons utilisé deux 

modèles animaux atteints d’HTAP : un modèle de rats atteints d’HTAP se rapprochant du 

groupe 1, et un modèle d’HTAP hypoxique, se rapprochant du groupe 3 de la classification des 

HTAP. La finalité de ces travaux est, dans un premier temps, d’apporter une meilleure 

connaissance des mécanismes impliqués dans la réactivité de la circulation pulmonaire saine. 

Dans un deuxième temps, ces travaux ont pour but d’apporter de nouveaux éléments 

permettant de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les altérations de la 

vasomotricité pulmonaire observées dans l’HTAP. 
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LLaa  cciirrccuullaattiioonn  ppuullmmoonnaaiirree  
1. GENERALITES 

La circulation sanguine est divisée en deux composantes :  

- la circulation systémique qui apporte le sang oxygéné et les nutriments du cœur vers les 

tissus,  

- la circulation pulmonaire qui apporte le sang non oxygéné vers les poumons. 

Le rôle de la circulation pulmonaire est donc de réoxygéner et d’éliminer le dioxyde de 

carbone du sang, grâce aux échanges gazeux se produisant dans les poumons. A l’inverse de la 

circulation systémique, la circulation pulmonaire est dite à basse pression (10 à 20 mmHg chez 

l’homme au repos) ; c’est un système à haut débit et à faibles résistances.  

La circulation pulmonaire a la particularité d’être très sensible à l’oxygène, en effet, chez 

les mammifères, cette circulation est la seule à avoir la capacité de s’adapter à l’hypoxie en 

produisant une vasoconstriction : c’est la vasoconstriction hypoxique pulmonaire (VHP) 
(Gupte et al., 2008). Cette VHP est un mécanisme d’adaptation, ayant pour rôle de protéger 

l’organisme en cas d’hypoxie. En effet, la VHP ayant lieu dans les zones atteintes par l’hypoxie, 

elle va permettre de rediriger le sang vers des zones non atteintes par l’hypoxie afin d’assurer une 

meilleure oxygénation du sang (Gupte et al., 2008). 

Au cours du développement fœtal, les poumons ne sont pas ventilés et les échanges 

gazeux se réalisent au niveau du placenta via la circulation fœtale. On observe alors une VHP 

persistante au niveau de la circulation pulmonaire, celle-ci est accompagnée de résistances 

vasculaires pulmonaires très élevées ainsi, le flux sanguin au niveau des poumons fœtaux non 

ventilés est très faible (Michelakis et al., 2004). A la naissance, la circulation pulmonaire se dilate 

en réponse à l’oxygénation suite à la première inspiration. Ceci permet d’augmenter de 8 à 10 fois 

le débit sanguin pulmonaire en quelques minutes, permettant au poumon de remplir sa fonction 

d’échanges gazeux (Michelakis et al., 2004). 

La VHP est donc un phénomène physiologique qui, chez le fœtus, permet de détourner le 

flux sanguin du poumon fœtal vers la circulation fœtale via le canal artériel tandis que chez 

l’adulte, ce phénomène permet de détourner le flux sanguin des zones moins ventilées vers les 

zones plus ventilées.  
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2. ORGANISATION ET ANATOMIE 

Les artères pulmonaires transportent le sang veineux pauvre en oxygène du ventricule 

droit aux capillaires où sont réalisés les échanges gazeux. A la suite de ces échanges, le sang 

oxygéné est transporté via les veines pulmonaires vers l’oreillette gauche, puis le ventricule 

gauche. Le sang oxygéné est alors distribué vers tous les organes via l’aorte (Figure 1).  

 

Figure 1 : schéma d’une coupe longitudinale de cœur.  
D’après http://www.meditas-cardio.fr/img/anat/anat03.gif. 

L’artère pulmonaire principale issue du ventricule droit se divise en deux branches droite 

et gauche destinées aux deux poumons (artères extrapulmonaires droite et gauche). Chez 

l’homme, le poumon droit est composé de 3 lobes et le poumon gauche de 2 lobes. Chez la 

souris et le rat, le poumon droit est composé de 4 lobes, et le poumon gauche est constitué d’un 

seul lobe.  

A l’intérieur du poumon, la circulation artérielle pulmonaire peut être divisée en deux 

populations d’artères :  

- Les artères pulmonaires conventionnelles qui se superposent au réseau bronchique ; 

- Les artères surnuméraires qui correspondent à de petites artères musculaires issues des 

artères pulmonaires conventionnelles mais n’accompagnant pas le réseau bronchique 

(Shaw et al., 1999).  

L’artère extrapulmonaire devient l’artère intrapulmonaire de 1er ordre une fois dans le 

poumon (Figure 2). Les différentes ramifications de cette dernière aboutissent aux artères 

pulmonaires de résistance. Le grand nombre de petites artères intrapulmonaires, ainsi que leur 

petite taille contribuent aux faibles résistances vasculaires observées dans le poumon (Merkus et 

al., 2008).  



 33

 

Figure 2 : schéma de la circulation artérielle pulmonaire du rat. 
(D’après MacLean et al., 1997). 

3. MORPHOLOGIE 

La paroi des artères est constituée de trois couches concentriques distinctes. De la 

lumière vers la périphérie, on distingue l’intima, la media et l’adventice (Figure 3).  

 

Figure 3 : schéma de la paroi d’une artère. 
D’après http://bio.m2osw.com/gcartable/cardiologie/artereveincapil.gif 

L’intima est directement en contact avec le sang et, par conséquent, avec les différents 

facteurs vasoactifs circulants. L’intima est formée d’une couche continue de cellules endothéliales 

(CE) disposées longitudinalement et reposant sur la membrane basale. L’axe de ces cellules se 

trouve allongé dans le sens de l’écoulement sanguin et cette orientation est déterminée par les 
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forces de cisaillement appliquées à leur surface. L’endothélium a principalement des rôles 

fibrinolytique, antithrombotique et de régulation du tonus vasculaire. L’endothélium assure ces 

différents rôles grâce à la libération de diverses substances (thromboxane A2, endothéline, 

prostaglandine, monoxyde d’azote etc.). L’intima est séparée de la média par une limitante 

élastique interne (Figure 3). 

La média est, quant à elle, composée de cellules musculaires lisses (CML) disposées de 

façon hélicoïdale. Ces cellules sont réparties dans une matrice constituée d’élastine et de fibres 

de collagène. Par leur état de contraction, les cellules musculaires lisses vont produire la tension 

active de l’artère et définir ainsi le diamètre de celle-ci. La média définit donc le tonus vasomoteur 

qui va influer sur la pression artérielle et permettre la répartition du flux en fonction des besoins 

métaboliques. La média est séparée de l’adventice par une limitante élastique externe (Figure 3).  

L’adventice constitue l’enveloppe externe des artères, elle a un rôle de protection et de 

soutien. Elle est constituée de tissu conjonctif composé de fibroblastes, de fibres de collagène et 

de fibres élastiques. Dans les vaisseaux de diamètre important, de minuscules vaisseaux 

sanguins parcourent cette adventice, permettant l’irrigation de la partie externe de la média : ce 

sont les vasa vasorum. Enfin, l’adventice possède des terminaisons nerveuses, provenant du 

système nerveux autonome, qui participent au contrôle du tonus vasculaire. Cependant, ces 

terminaisons sont peu présentes dans la circulation pulmonaire.  

En ce qui concerne plus précisément les artères pulmonaires, leur épaisseur est moins 

importante que les artères de la circulation systémique, et la proportion de cellules musculaires 

lisses est plus faible. Cette particularité confère aux artères pulmonaires une plus grande 

compliance, leur permettant une plus grande distensibilité en réponse à de faibles augmentations 

de pression (Merkus et al., 2008). Le nombre de cellules musculaires lisses diminue à mesure 

que l’on descend dans l’arbre vasculaire pulmonaire, pour disparaître dans les capillaires, qui ne 

sont formés que de cellules endothéliales. Les petites artères intrapulmonaires, de diamètre 

interne de quelques dizaines de micromètres, contribuent majoritairement à la résistance 

vasculaire pulmonaire et sont le siège de la VHP.  

4. MECANISME DE CONTRACTION DES CELLULES 
MUSCULAIRES LISSES 

Les cellules musculaires lisses sont constituées d’actine (formant les filaments fins) et de 

myosine (formant les filaments épais) (Figure 4). L’état de contraction des CML dépend du degré 

de phosphorylation des chaînes légères régulatrices de la myosine, associées à la tête de 

myosine, et notamment la MLC20. Cette phosphorylation provoque un changement de 

conformation de la myosine qui devient capable de se lier à l’actine (myosine activée). Une 
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augmentation de la phosphorylation de la MLC20 conduit ainsi à une augmentation de la 

contraction. 

 

Figure 4 : les protéines contractiles des CML. 
Schéma représentant l’interaction entre les filaments d’actine et de myosine constituant les 

cellules musculaires. (D’après http://svt.ac-dijon.fr/schemassvt/article.php3?id_article=27) 

L’état de phosphorylation de la MLC20 est sous la dépendance de 2 enzymes : la kinase 
des chaînes légères de myosine (MLCK) va catalyser la phosphorylation de la MLC20, alors 

que la phosphatase des chaînes légères de myosine (MLCP) va catalyser sa 

déphosphorylation. L’activité de ces enzymes définit donc l’état de contraction des cellules 

musculaires lisses.  

L’activité de la MLCK est sous la dépendance du complexe calcium/calmoduline (Figure 

5). Quand la concentration en calcium cytosolique augmente, le calcium va se fixer à la 

calmoduline et le complexe va activer la MLCK. L’augmentation de calcium peut être due à une 

modification du potentiel de membrane qui va provoquer l’ouverture des canaux calciques 

dépendants du voltage et permettre l’entrée du calcium extracellulaire : c’est le couplage 
électromécanique. La hausse de calcium peut également résulter de la liaison d’un agoniste à 

un récepteur spécifique : c’est le couplage pharmacomécanique. Dans ce cas, la hausse de 

calcium intracellulaire n’est pas due à une dépolarisation de la membrane, cependant, il faut noter 

que la modification du potentiel de membrane peut apparaître secondairement. La majorité des 

agonistes vasoconstricteurs provoquent une contraction des cellules musculaires lisses via leur 

liaison à un récepteur couplé à la protéine Gq. Ceci va aboutir à la production d’un second 

messager : l’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) qui va se fixer sur des récepteurs-canaux présents 

sur la membrane du réticulum sarcoplasmique. Ce compartiment étant un lieu de stockage du 

calcium, la fixation de l’IP3 sur ses récepteurs-canaux va conduire à une libération de calcium 

dans le cytosol. Ce phénomène peut soit induire soit être accompagné d’une entrée de calcium 

extracellulaire via des canaux calciques indépendants du voltage présents à la membrane 

plasmique. 

Plus récemment, un autre mécanisme induisant une augmentation du niveau de 

phosphorylation de la MLC20 (et donc une contraction) a été mis en évidence. Ce mécanisme est 

indépendant de la concentration calcique cytosolique, en revanche, il dépend de la 
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sensibilisation de l’appareil contractile (Savineau et al., 1997). Ce mécanisme implique 

l’inhibition de la MLCP, enzyme qui, contrairement à la MLCK, est indépendante de la 

concentration calcique (Figure 5). La MLCP peut être inhibée soit par la phosphorylation d’une de 

ses sous-unités régulatrices : MYPT-1, soit par l’activation de protéines partenaires inhibitrices de 

la MLCP : CPI-17 (Hirano, 2007). Divers agonistes sont capables de sensibiliser l’appareil 

contractile via l’activation de la protéine kinase associée à Rho (Rho-kinase). La Rho-kinase 

phosphoryle la sous-unité MYPT-1 de la MLCP, et peut également activer CPI-17 par 

phosphorylation, aboutissant à l’inhibition de l’activité de la MLCP. D’autre part, la protéine kinase 

C (PKC) est également connue pour phosphoryler et donc activer CPI-17 (Hirano, 2007).  

 

Figure 5 : mécanisme moléculaire de la contraction des CML. 
Régulation de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (MLC20) par la kinase de la 

MLC20 (MLCK) et la phosphatase de la MLC20 (MLCP). (D’après 

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cmlv/cmlv-b2.htm). 
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LL’’hhyyppeerrtteennssiioonn  aarrttéérriieellllee  ppuullmmoonnaaiirree  
 

L’hypertension artérielle pulmonaire (ou HTAP) est une maladie très invalidante dont le 

pronostic est sévère. Cette pathologie a fait l’objet d’une classification à l’Organisation Mondiale 

de la Santé en 2003, permettant de distinguer différentes formes d’HTAP selon leur origine.  

Dans cette seconde partie introductive, je décrirai tout d’abord les données cliniques 

concernant l’HTAP, puis je détaillerai deux formes d’HTAP et les modèles animaux 

correspondants et à notre disposition. 

1. GENERALITES 

L’hypertension artérielle pulmonaire (ou HTAP) est une pathologie caractérisée par 

l’augmentation progressive des résistances artérielles pulmonaires, aboutissant à une 

insuffisance cardiaque droite. 

L’échographie cardiaque permet le dépistage de l’HTAP, mais le diagnostic formel 

nécessite une procédure invasive : la pose d’un cathéter cardiaque droit permettant de mesurer la 

pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm). En cas d’HTAP, cet examen met en évidence 

une PAPm supérieure à 25 mmHg au repos (30 mmHg à l’effort) (Farber et al., 2004). 

La prévalence de l’HTAP est difficile à évaluer, car de nombreux cas ne sont 

probablement pas identifiés. En effet, les symptômes de cette pathologie sont peu spécifiques. 

Parmi eux, la dyspnée d’effort est le signe le plus souvent retrouvé chez les patients atteints 

d’HTAP. Ce symptôme est évalué par des tests d’aptitude à l’effort dont le plus répandu est le test 

de marche à 6 minutes. Ce test consiste à soumettre le patient à la marche à pied normale 

pendant 6 minutes et mesurer la distance parcourue. Une distance parcourue inférieure à 450 m 

est considérée comme un mauvais pronostic (Frost et al., 2005). 

Les mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine de l’HTAP sont peu connus. 

Cependant, il apparaît que les principales modifications observées dans l’HTAP sont la 

vasoconstriction et l’obstruction artérielle. On observe une rupture de l’équilibre 

vasodilatation/vasoconstriction en faveur d’une vasoconstriction. Ce déséquilibre est dû à une 

diminution de la production endothéliale pulmonaire de vasodilatateurs tels que le monoxyde 

d’azote (NO) et la prostacycline, mais également à une production accrue de vasoconstricteurs 

comme l’endothéline-1 (ET-1) et le thromboxane A2 (Haworth, 2006). De plus, on observe un taux 

plasmatique de sérotonine (agoniste vasoconstricteur) élevé chez les patients atteints d’HTAP. Au 

niveau des artères pulmonaires de petit calibre, cette vasoconstriction s’accompagne d’un 

remodelage vasculaire, dû à une prolifération des cellules musculaires lisses et/ou des cellules 
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endothéliales. Ce phénomène, qui peut être aggravé par des thromboses, est à l’origine d’une 

diminution de la lumière des vaisseaux entraînant une augmentation persistante des résistances 

artérielles pulmonaires (Montani et al., 2004). 

Les stratégies thérapeutiques visent essentiellement à contrer les phénomènes de 

vasoconstriction, de remodelage vasculaire et de thrombose observés dans l’HTAP ; il n’existe 

aucun traitement curatif. Actuellement, les patients peuvent être traités par des vasodilatateurs 

tels que les bloqueurs de canaux calciques (nifedipine) ou les inhibiteurs de phosphodiestérase 

(sildenafil). Cependant, d’autres molécules telles que les analogues de la prostacycline 

(époprosténol, iloprost) et les antagonistes des récepteurs à l’ET-1 (bosentan, ambrisentan, 

sitaxsentan) offrent de meilleurs résultats de par leurs caractères vasodilatateur et antiprolifératif 

(Rhodes et al., 2009). Enfin, l’approche la plus radicale mais aussi la plus efficace est la 

transplantation bi-pulmonaire ou cardio-pulmonaire (Montani et al., 2004). 

2. CLASSIFICATION 

La nouvelle classification discutée au congrès mondial à Venise en 2003 et mise à jour au 

congrès mondial de Dana Point en 2009, distingue 5 groupes d’HTAP (Tableau 1) (Simonneau et 

al., 2009). Le premier groupe rapproche les HTAP idiopathiques qui sont, par définition, de 

cause inconnue, des HTAP associées à diverses pathologies (connectivite, cardiopathie 

congénitale, infection par le VIH etc.). Ces situations sont en effet caractérisées par un 

dysfonctionnement endothélial pulmonaire et des modifications histologiques similaires, ce qui 

justifie une prise en charge clinique identique (Montani et al., 2004). Par définition, les HTAP dites 

secondaires à une cause bien identifiée pouvant bénéficier d’un traitement spécifique 

n’appartiennent pas au groupe 1. Parmi ces causes, l’insuffisance respiratoire chronique 

(broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), exposition chronique à l’altitude etc.) 

conduit au développement d’une HTAP dite hypoxique. 
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Tableau 1 : classification clinique des hypertensions pulmonaires. 
(d’après Simonneau et al., 2009). 
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3. HTAP IDIOPATHIQUE, HEREDITAIRE ET ASSOCIEE (GROUPE 
1) 

3.1. Données cliniques 

Les HTAP de ce groupe peuvent être idiopathiques, familiales ou associées à diverses 

pathologies ou à la prise de substances toxiques. Une HTAP idiopathique se définit par la 

survenue de la maladie en l’absence d’affection associée. Environ 6 % des HTAP du groupe 1 

sont familiales et environ 60 % des HTAP familiales sont associées à une mutation ou à une 

délétion du gène codant le récepteur de la « bone morphogenetic protein » de type ΙΙ (BMP-R ΙΙ) 

(Haworth, 2006). Les HTAP du groupe 1 peuvent également être associées à diverses 

pathologies telles que les connectivites (lupus érythémateux systémique, sclérodermie etc.), 

l’hypertension portale, l’infection au virus de l’immunodéficience humaine (VIH), etc (Tableau 1). 

Enfin, les HTAP du groupe 1 peuvent survenir suite à la prise de substances toxiques telles que 

les anorexigènes, la cocaïne ou les amphétamines. 

Les HTAP du groupe 1 sont souvent plus sévères que les HTAP hypoxiques (groupe 3). 

En effet, la PAPm observée chez les patients atteints d’HTAP du groupe 1 dépasse très souvent 

40 mmHg (Weitzenblum et al., 2005). 

Sur le plan histologique, l’artériopathie plexiforme est une lésion caractéristique des 

HTAP du groupe 1, elle associe une hypertrophie de la média, une fibrose de l’intima, des lésions 

plexiformes et des lésions thrombotiques. En effet, on observe une importante hypertrophie de la 

média (Figure 6D), secondaire à une hypertrophie et une hyperplasie des cellules musculaires 

lisses, et à une augmentation de la matrice conjonctive et des fibres élastiques de la média. 

D’autre part, les cellules de la média et de l’adventice vont migrer dans l’intima et participer à son 

épaississement (Figure 6C). Quant aux lésions plexiformes (Figure 6A et 6B), elles correspondent 

à des amas de cellules endothéliales impliquées dans un processus d’angiogénèse aberrante. Au 

plan morphologique, elles consistent en des amas de vaisseaux désorganisés constitués de 

cellules endothéliales, entourées de myofibroblastes, de cellules musculaires lisses, de cellules 

inflammatoires (macrophages) et de matrice extracellulaire (Montani et al., 2005). Cet intense 

remodelage vasculaire a lieu préférentiellement au niveau des artères pulmonaires de petit calibre 

(< 500 µm) et entraîne une élévation persistante des résistances artérielles pulmonaires. 
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Figure 6 : anatomopathologie de l’HTAP du groupe 1 chez l’homme.  
A et B : lésions plexiformes, C : fibrose intimale en bulbe d’oignon, D : hypertrophie de la média. 

(Humbert et al., 2002). 

Sur le plan biologique, ces HTAP sont caractérisées par une dysfonction endothéliale 

due à une augmentation du taux circulant d’ET-1, une augmentation du ratio 

thromboxane/prostacycline et une réduction de la libération de NO accompagnée d’une réduction 

de la relaxation NO-dépendante. En parallèle, on observe un dysfonctionnement plaquettaire 

accompagné d’un taux circulant élevé de 5-HT (Haworth, 2006). Toutes ces modifications 

affectent non seulement le tonus vasculaire mais entraînent également un remodelage vasculaire 

pulmonaire intense.  

3.2. Modèle animal : le rat monocrotaline (MCT) 

Le modèle de rat MCT consiste en une injection unique de monocrotaline par voie 

intrapéritonéale ou sous-cutanée, à la dose de 60 mg/kg. La MCT est un alcaloïde de la famille de 

la pyrrolizidine qui se trouve dans les tiges, feuilles et graines de la plante tropicale Crotalaria 

spectabilis. Bien que ce modèle soit utilisé depuis plusieurs décennies, le mécanisme selon lequel 

la MCT induit une HTAP reste à élucider. Cependant, la MCT en elle-même n’est pas toxique, 
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mais doit être métabolisée en MCT pyrrole par les cytochromes P450 3A hépatiques. La MCT 

pyrrole est ensuite transportée par les hématies dans la circulation sanguine et atteint le poumon, 

où la substance produit un œdème et une destruction de l’endothélium (Campian et al., 2006).  

Ainsi, l’administration de MCT produit initialement une nécrose endothéliale accompagnée 

d’un œdème pulmonaire visible les deux premières semaines après l’injection. En même temps 

que l’œdème pulmonaire régresse plus ou moins complètement, il y a un remodelage progressif 

des artérioles pulmonaires (Figure 7) et installation d’une défaillance cardiaque droite (Naeije et 

al., 2007). En parallèle, l’augmentation de la synthèse de collagène chez les rats MCT contribue 

au remodelage (Voelkel et al., 1997). Cependant, contrairement au remodelage observé chez les 

patients, le remodelage des artères pulmonaires des rats MCT ne comporte pas de lésions 

plexiformes. 

 

Figure 7 : anatomopathologie de l’HTAP du groupe 1 chez le rat.  
Coupes transversales d’artérioles de rats 1, 2, 3 et 4 semaines après injection sous cutanée de 

MCT. L’épaisseur de la média augmente en fonction du temps (grossissement x 100) (d’après 

Ghodsi et al., 1981)  

Sur le plan biologique, l’intoxication à la MCT s’accompagne d’une augmentation des taux 

plasmatiques d’ET-1 et de 5-HT qui précèdent toutes deux le développement de l’HTAP (Kanai et 

al., 1993; Miyauchi et al., 1993). De plus, l’expression de la NO synthase endothéliale est 

diminuée et la relaxation NO-dépendante est fortement diminuée, confirmant la destruction 
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modèle ressemblant aux formes familiales d’HTAP liées à un défaut de ce gène (Naeije et al., 

2007).  

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré une hyperréactivité des artères 

pulmonaires à divers agonistes comme la 5-HT et l’angiotensine 2 (Hilliker et al., 1985; Kanai et 

al., 1993). 

L’HTAP due à la MCT reste inflammatoire tout au long de son évolution, on observe en 

effet une surexpression de plusieurs cytokines inflammatoires (IL-1β, IL-6, TGF-β) (Naeije et al., 

2007). De ce fait, ce modèle se rapproche des HTAP familiales et des HTAP associées à une 

connectivite (lupus érythémateux systémique, sclérodermie etc…) ou au VIH (Dorfmuller et al., 

2003). 

4. HTAP HYPOXIQUE (GROUPE 3) 

4.1. Données cliniques 

L’HTAP hypoxique apparaît suite à une hypoxie alvéolaire maintenue. Cette situation peut 

être physiologique (vie à une altitude supérieure à 3000 m) ou bien, elle peut être pathologique. 

Une HTAP peut en effet apparaître à la suite de diverses pathologies obstructives touchant les 

voies aériennes, ces HTAP correspondent au groupe 3 de la classification des hypertensions 

pulmonaires (Tableau 1). La maladie des voies aériennes la plus communément associée à une 

HTAP est la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), mais l’HTAP peut également 

survenir à la suite d’une fibrose pulmonaire (Rich et al., 2008).  

Comme décrit précédemment (cf. 1.), la circulation pulmonaire est dotée d’une VHP en 

cas d’hypoxie transitoire et localisée. Cependant, lorsque l’hypoxie alvéolaire est générale (en 

altitude ou dans les pathologies obstructives généralisées des voies aériennes), la VHP s’étend à 

toute la circulation pulmonaire et induit une HTAP. Si cette hypoxie alvéolaire générale devient 

chronique, apparaît alors un remodelage des vaisseaux incluant un excès de prolifération et une 

diminution de l’apoptose des cellules de la paroi des vaisseaux pulmonaires (Weissmann et al., 

2006). Ainsi, la moitié des patients atteints de BPCO va développer une HTAP modérée (PAPm 

entre 20 et 40 mmHg) et dans seulement 5 % des cas, une HTAP sévère (PAPm > 40 mmHg) va 

apparaître (Weitzenblum et al., 2005). 

Parallèlement à cette vasoconstriction, le remodelage de la circulation pulmonaire de ces 

patients montre un épaississement majeur des petites artères pulmonaires dû à un 

épaississement de la média par hypertrophie et hyperplasie des cellules musculaires lisses 

uniquement. Une fibrose de l’adventice peut également être observée (Voelkel et al., 1997; 

Weitzenblum et al., 2005). 
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En parallèle, on observe une réduction de la production des vasodilatateurs comme une 

diminution de la synthèse et/ou de la libération du NO et une réduction de l’expression de l’ARNm 

de l’enzyme à l’origine de la production de la prostacycline (prostacycline synthase) (Shujaat et 

al., 2007). Cette diminution de vasodilatateurs s’accompagne d’une augmentation de la 

production de divers vasoconstricteurs. Parmi eux, l’ET-1 et la 5-HT voient leur taux plasmatique 

augmenté, et l’enzyme à l’origine de la production d’angiotensine 2 est présente en très grande 

concentration chez ces patients (Shujaat et al., 2007). Ces diverses modifications pourraient être 

à l’origine à la fois du remodelage vasculaire, mais également de la vasoconstriction maintenue 

observés chez ces patients. 

4.2. Modèle animal : le rat hypoxique chronique (HC) 

Expérimentalement, ce type d’HTAP peut être reproduit en plaçant des animaux dans un 

environnement hypoxique. Celui-ci peut être réalisé soit en diminuant le contenu en oxygène de 

l’air inspiré (hypoxie normobare), soit en diminuant la pression atmosphérique ambiante (hypoxie 

hypobare). 

Dans ce modèle, le remodelage artériel (Figure 8) fait rapidement suite à la constriction 

hypoxique initiale et ce, grâce à la participation d’un processus inflammatoire transitoire ayant lieu 

dans les huit premières heures d’hypoxie (Naeije et al., 2007). Après 3 semaines d’hypoxie, le 

remodelage artériel se limite à une hypertrophie de la média et une légère prolifération 

adventitielle mais pas d’épaississement intimal, ce qui est similaire à ce qui est observé chez les 

patients. Par ailleurs, l’infiltration des cellules inflammatoires (macrophages) observée après 8 

heures d’hypoxie a totalement disparu après 3 semaines d’hypoxie (Naeije et al., 2007).  

 

Figure 8 : anatomopathologie de l’HTAP du groupe 3 chez le rat. 
Coupes transversales d’artérioles pulmonaires (50-100 µm) de rat normal (à gauche) et de rat 

soumis à deux semaines d’hypoxie chronique (à droite) (Naeije et al., 2007).  

Sur le plan biologique, les rats HC présentent un taux circulant d’ET-1 élevé (Karamsetty 

et al., 1995), cependant, le taux de 5-HT n’est pas modifié (Eddahibi et al., 1997). L’hypoxie 
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chronique a également pour conséquence de diminuer la réponse à la prostacycline (Shaul et al., 

1991). Contrairement à ce qui est observé chez les patients, les rats HC présentent une 

surexpression intimale de la NO-synthase, cependant, les données concernant la relaxation NO-

dépendante dans ce modèle expérimental sont très controversées (Karamsetty et al., 1995; 

Shimoda et al., 2000). 

L’ET-1 joue un rôle primordial dans l’apparition de l’HTAP, puisque l’administration d’un 

antagoniste du récepteur ETA prévient l’apparition de l’HTAP induite par hypoxie chronique chez 

le rat (Bonvallet et al., 1994). Par ailleurs, de nombreuses études ont montré une hyperréactivité 

des artères pulmonaires de rats HC à divers agonistes comme la 5-HT, l’ET-1, l’angiotensine 2, la 

noradrénaline et l’histamine (Shimoda et al., 2000).  

A l’échelle cellulaire, l’hypoxie chronique induit un déséquilibre ionique ainsi que des 

modifications de l’homéostasie calcique au niveau des cellules musculaires lisses. En effet, on 

observe une dépolarisation de la membrane des cellules musculaires lisses, une augmentation de 

la concentration calcique intracellulaire au repos, et des variations de réponses calciques aux 

agonistes vasoconstricteurs et vasodilatateurs (Lin et al., 2004; Rodat et al., 2007).  
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SSéérroottoonniinnee  eett  hhyyppeerrtteennssiioonn  aarrttéérriieellllee  
ppuullmmoonnaaiirree  

 

Plusieurs arguments sont à l’origine de l’intérêt actuel suscité par la sérotonine dans le 

développement de l’HTAP. La prise de médicaments anorexigène interagissant avec le transport 

de la sérotonine augmente le risque de développer une HTAP du groupe 1. Par ailleurs, des taux 

élevés de sérotonine plasmatique ont été rapportés chez des patients atteints d’HTAP, et ces taux 

persistent après transplantation pulmonaire. Ces observations ont mené au concept 

d’« hypothèse sérotonine ». 

Par ailleurs, ce concept était déjà appuyé par des données expérimentales, puisque le rat 

Fawn-hooded, dont la principale caractéristique est un déficit héréditaire du stockage plaquettaire 

de la sérotonine, développe spontanément une HTAP (pour revue : Maclean et al., 2009).  

Dans cette partie, je décrirai tout d’abord quelques généralités sur le système 

sérotoninergique, puis j’exposerai les liens connus entre la sérotonine et les différentes formes 

d’HTAP chez les patients, et sur les modèles animaux d’HTAP. 

1. SOURCES DE SEROTONINE 

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est une amine biogène similaire à 

l’adrénaline, la noradrénaline, la dopamine et l’histamine. La sérotonine est produite au niveau du 

système nerveux central par des neurones dont les corps cellulaires sont situés au niveau du 

raphé. En périphérie, les cellules endocrines assurent la synthèse de sérotonine à différents 

niveaux : la 5-HT est produite par les cellules entérochromaffines au niveau du tractus digestif 

(Jonnakuty et al., 2008), et par les cellules neuroendocrines regroupées en corps 

neuroépithéliaux au niveau pulmonaire (MacLean et al., 2000). Plus récemment, il a été montré 

que des cellules endothéliales issues d’artères pulmonaires humaines sont également capables 

de synthétiser de la sérotonine (Eddahibi et al., 2006). 

La sérotonine est produite en deux étapes à partir de l'acide aminé essentiel L-tryptophane 

(L-trp), apporté par l’alimentation (Figure 9). Le L-trp est hydroxylé par la tryptophane hydroxylase 

en L-5-hydroxytryptophane (L-5-HTP), précurseur immédiat de la sérotonine. L’hydroxylation du 

L-tryptophane, qui peut être inhibée par la PCPA (p-chlorophénylalanine), est l’étape limitante de 

cette biosynthèse. Le 5-HTP est ensuite décarboxylé en 5-hydroxytryptamine ou sérotonine par 

une enzyme ubiquitaire, la décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC: Aromatic 

Amino acid Decarboxylase). Une fois synthétisée, la sérotonine est stockée dans des vésicules 
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intracellulaires (granules denses) par un système de transport des monoamines : le VMAT 

(Vesicular MonoAmine Transporter) (Mohammad-Zadeh et al., 2008). Cependant la majorité de la 

sérotonine est libérée dans la circulation sanguine, où elle est majoritairement stockée dans les 

plaquettes, et minoritairement métabolisée par le foie. La sérotonine circulante résiduelle atteint le 

poumon où elle est captée au niveau des cellules endothéliales pulmonaires.  

 

Figure 9 : synthèse de la sérotonine. 
(D’après Mohammad-Zadeh et al., 2008). 

La dégradation enzymatique de la sérotonine est effectuée par la monoamine oxydase 

(MAO), enzyme présente au niveau de la membrane mitochondriale externe. La dégradation de la 

sérotonine par la MAO conduit à la production d’acide 5-hydroxyindolacetique (5HIAA) qui est 

excrété dans les urines (Mohammad-Zadeh et al., 2008). 

2. LES RECEPTEURS A LA SEROTONINE 

Les effets de la sérotonine les plus largement connus concernent le système nerveux 

central. Ils comprennent, entre autres, le contrôle de l’appétit, du sommeil, de la mémoire, de 

l’apprentissage, de la thermorégulation, des comportements et des régulations endocrines. En 

périphérie, la sérotonine joue un rôle majeur dans l’homéostasie plaquettaire, les fonctions 
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cardiovasculaires, et notamment la régulation de la pression artérielle et la motilité intestinale 

(Mohammad-Zadeh et al., 2008). 

La sérotonine produit ses effets en se liant à des récepteurs présents sur la membrane 

plasmique. Ces récepteurs sont présents à la fois dans le système nerveux central et 

périphérique, et dans les tissus non neuronaux tels que le tractus digestif et le système 

cardiovasculaire. Des expériences de binding utilisant des agonistes et antagonistes spécifiques 

ont permis de caractériser 14 récepteurs différents classés en 7 familles (5-HT1 à 5-HT7) (Hoyer et 

al., 1994). Parmi ces 7 familles, 6 sont constituées de récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à une protéine G (tableau 2). Les récepteurs de la famille 5-HT3 

appartiennent à la superfamille des récepteurs ionotropiques, ils sont couplés à un échangeur 

Na+/K+, et leur activation conduit à une dépolarisation membranaire (Mohammad-Zadeh et al., 

2008). Les récepteurs des familles 5-HT1 sont négativement couplés à l’adénylate cyclase, 

l’activation de ces récepteurs aboutit donc à la diminution de la production d’AMP cyclique 

(AMPc). Les récepteurs de la famille 5-HT2 sont couplés à la protéine Gq et leur activation induit la 

formation de diacylglycérol (DAG) et d’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) puis l’augmentation de 

calcium intracellulaire. Les récepteurs 5-HT4, 5-HT6 et 5-HT7 augmentent la production d’AMPc 

(Hoyer et al., 1994; Mohammad-Zadeh et al., 2008; Pauwels, 2000).  
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Tableau 2 : classification des récepteurs à la sérotonine. 
KO : Knock out ; SNC : système nerveux central ; SNP : système nerveux périphérique. (Hannon 

et al., 2008; Hoyer et al., 1994; Jonnakuty et al., 2008; Katzung, 2006; Mohammad-Zadeh et al., 

2008).  

3. LE TRANSPORTEUR DE LA SEROTONINE 

Le transporteur de la sérotonine ou 5-HTT est connu pour son rôle au niveau du système 

nerveux central consistant à contrôler le niveau de sérotonine dans la fente synaptique. Le 

transporteur de la sérotonine permet de transférer la sérotonine de l’espace extracellulaire vers le 
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cytoplasme où la sérotonine est soit dégradée par les MAO, soit recyclée dans les vésicules 

intracellulaires. 

Le 5-HTT est une protéine à 12 domaines transmembranaires appartenant à la famille des 

transporteurs associés aux ions sodium et chlore. Le transport de la sérotonine en même temps 

que celui des ions Na+ et Cl- nécessite la fixation des 3 composés au 5-HTT, ce qui induit une 

série de changements conformationnels exposant les sites de fixation sur la face cytoplasmique. 

Après la libération de la sérotonine et des ions Na+ et Cl- dans la cellule, des ions K+ se lient au 5-

HTT, ce qui permet au transporteur de revenir dans sa conformation initiale où les sites de fixation 

se retrouvent exposés sur la face extracellulaire (Rudnick, 2006).  

Dans le système nerveux central, le 5-HTT est localisé dans la membrane plasmique des 

neurones sérotoninergiques, au niveau de leur corps cellulaire et de leurs terminaisons. A la 

périphérie, le 5-HTT est localisé dans la membrane plasmique des plaquettes, permettant de 

maintenir un faible taux plasmatique de sérotonine (10 nM) protégeant ainsi l’organisme de ses 

effets vasoactifs puissants. Le 5-HTT est également exprimé dans de nombreux tissus (appareil 

cardiovasculaire, poumons, intestin etc.) (Murphy et al., 2004). 

Le promoteur du gène codant le transporteur de la sérotonine présente un polymorphisme 

avec des séquences répétées « short » (S) et « long » (L). La forme S conduit à un niveau de 

transcription 2 à 3 fois plus faible du 5-HTT par rapport à la forme L, et il existe une corrélation 

entre le nombre d’épisodes de dépression nerveuse et la présence du polymorphisme « short » 

sur les deux allèles chez l’homme (Murphy et al., 2004). 

4. SEROTONINE ET CIRCULATION PULMONAIRE 

La sérotonine est un puissant vasoconstricteur de la circulation pulmonaire, un agent 

prolifératif des cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires et un agrégant plaquettaire. 

Cette substance est donc susceptible de participer aux phénomènes de vasoconstriction, de 

remodelage et de thrombose observés dans l’HTAP.  

Dans cette partie, je décrirai les mécanismes impliquant la sérotonine dans la réactivité et 

la prolifération des cellules musculaires lisses en conditions physiologiques. Ces deux 

phénomènes étant caractéristiques de l’HTAP, j’exposerai ensuite les modifications des réponses 

sérotoninergiques dans les deux types d’HTAP décrits précédemment (HTAP du groupe 1 et du 

groupe 3).  
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4.1. Sérotonine et circulation pulmonaire saine 

4.1.1. Réactivité vasculaire 
Dans l’artère pulmonaire humaine, la vasoconstriction est due à l’activation des récepteurs 

5-HT1B/1D (Morecroft et al., 1999), alors que chez le rat, elle est majoritairement due à l’activation 

des récepteurs 5-HT2A, et dans une moindre mesure 5-HT1B/1D (MacLean et al., 1996; Rodat-

Despoix et al., 2008).  

Des études menées au laboratoire ont permis de préciser le mécanisme cellulaire 

induisant la vasoconstriction à la sérotonine des artères intrapulmonaires de rat. La sérotonine 

induit une augmentation biphasique de la concentration calcique intracellulaire ([Ca2+]i) des 

cellules musculaires lisses des artères pulmonaires (CML-AP) de rat. La phase transitoire est due 

à une mobilisation des stocks calciques intracellulaires via la voie de l’IP3 suite à l’activation des 

récepteurs 5-HT2A couplés à la protéine Gq. Quant à la phase soutenue, elle est due à une entrée 

de calcium extracellulaire non capacitive correspondant à un influx calcique provenant de canaux 

cationiques non spécifiques indépendants du voltage mais sensibles à la production d’acide 

arachidonique (Guibert et al., 2004). Plus précisément, c’est le métabolite de l’acide 

arachidonique produit par la cytochrome P450 epoxygenase (CYP450), l’acide 

epoxyeïcosatriénoïque (EET), qui est à l’origine d’un courant calcique entrant qui ferait intervenir 

le canal calcique indépendant du voltage TRPV4 (Ducret et al., 2008). 

4.1.2. Prolifération des cellules musculaires lisses 
La sérotonine induit une hypertrophie et une hyperplasie des CML-AP bovines en culture 

(Lee et al., 1994). Bien que certaines études aient montré un rôle des récepteurs à la 5-HT dans 

le processus de prolifération des CML-AP (Lee et al., 1999; Liu et al., 2004b; Pitt et al., 1994), la 

majorité des travaux montrent un rôle prépondérant du 5-HTT dans l’activité mitogène de la 5-HT 

(Marcos et al., 2003). Les équipes de Pitt et Lee ont mis en évidence un effet mitogène de la 

sérotonine moins important dans les CML-AP de rat et de bœuf en culture en présence 

d’inhibiteur des récepteurs 5-HT2A (kétansérine) (Lee et al., 1999; Pitt et al., 1994). Par contre, la 

même expérience reproduite chez le rat quelques années plus tard par une autre équipe 

(Eddahibi et al., 1999) n’a pas mis en évidence d’effet de la kétansérine mais a montré une 

absence d’effet mitogène de la sérotonine en présence d’inhibiteur du transporteur de la 

sérotonine (fluoxétine et paroxétine). Une étude sur des CML-AP de bovin a, quant à elle, montré 

l’implication des récepteurs 5-HT1B/1D dans ce processus (Liu et al., 2004b). 

Les mécanismes par lesquels la sérotonine exerce son rôle d’agent mitogène impliquent 

une phosphorylation de la sous-unité régulatrice de la NADPH oxydase Rac1 (Lee et al., 1997). 

La phosphorylation de Rac1 conduit alors à l’activation de la NADPH oxydase produisant de 

l’anion superoxyde, celui-ci active ensuite les MAP Kinases qui induisent l’expression de 
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facteurs de transcription tels que c-Fos et GATA-4 menant à l’hypertrophie et l’hyperplasie des 

CML-AP (Fanburg et al., 2000; Lee et al., 1999; Maclean et al., 2009). Plus récemment, 

l’implication des voies de la RhoKinase, des Smad et de la phospholipase D a été mise en 

évidence dans ce processus (Liu et al., 2008; Liu et al., 2009).  

4.2. 5-HT et HTAP idiopathique, héréditaire et associée (groupe 
1) 

En Europe, à la fin des années 1960, la mise sur le marché d'un anorexigène 

(l'Aminorex®) a été suivie de l'apparition rapide de cas d’HTAP du 1er groupe. Ce n’est cependant 

qu’en 1996 qu’une étude épidémiologique menée aux Etats-Unis a démontré que la prise de ces 

anorexigènes pendant plus de 3 mois consécutifs augmente de plus de 23 fois le risque de 

développer une HTAP (Abenhaim et al., 1996). 

Depuis, de nombreuses études ont été conduites majoritairement sur du tissu humain 

provenant de patients atteints d’HTAP du 1er groupe et sur le modèle MCT, afin de comprendre 

l’implication de la sérotonine dans le développement des HTAP du groupe 1. 

En 1995, l’équipe d’Hervé a mis en évidence une augmentation du taux circulant de 

sérotonine chez ces patients (Herve et al., 1995). Plus tard, l’importance du 5-HTT dans cette 

pathologie a été démontrée par plusieurs études. Tout d’abord, la présence du génotype LL du 5-

HTT est augmentée chez les patients atteints d’HTAP du groupe 1 (Eddahibi et al., 2001). De 

plus, l’expression du transporteur 5-HTT est fortement augmentée dans ce type d’HTAP, et plus 

particulièrement au niveau du muscle lisse (Marcos et al., 2004). Enfin, le rôle du 5-HTT dans 

l’effet mitogène de la sérotonine a ensuite été précisé dans les CML isolées de patients atteints 

d’HTAP du groupe 1, les récepteurs n’intervenant pas dans ce processus (Marcos et al., 2004).  

Par ailleurs, chez le rat MCT, il existe une hyperréactivité des AP à la sérotonine (Hilliker 

et al., 1985) et le niveau de sérotonine plasmatique est plus élevé que chez le rat sain. D’autre 

part, le traitement des rats par un inhibiteur non spécifique des récepteurs 5-HT2 (DV-7028) 

diminue la sévérité de l’HTAP induite par la MCT (Kanai et al., 1993; Miyata et al., 2000), 

démontrant ainsi l’importance des récepteurs 5-HT2 dans le développement de l’HTAP induite par 

la MCT . Plus tard, l’implication de 5HT2A a été mise en évidence (Hironaka et al., 2003; Miyata et 

al., 2000). Des études ont également montré que le traitement avec un inhibiteur du transporteur 

à la sérotonine (fluoxétine) non seulement prévient mais améliore également l’HTAP induite par la 

MCT (Guignabert et al., 2005). 

4.3. 5-HT et HTAP hypoxique (groupe 3) 

Dans la circulation pulmonaire, l’hypoxie aiguë induit une libération de sérotonine des 

cellules pulmonaires neuroendocrines et des corps neuroépithéliaux distribués dans les voies 
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aériennes (Johnson et al., 1989). D’autre part, 24h d’hypoxie induisent une augmentation de 

l’expression et de l’activité du transporteur à la sérotonine dans les CML-AP de rat en culture, ce 

qui potentialise l’effet mitogène de la 5-HT (Eddahibi et al., 1999). L’augmentation de l’expression 

du 5-HTT a également été retrouvée dans le muscle lisse des artères pulmonaires de rat HC 

(Eddahibi et al., 1999).  

L’importance de la sérotonine dans le développement de l’HTAP hypoxique a été 

démontrée grâce à l’utilisation de souris génétiquement modifiées n’exprimant pas un récepteur à 

la sérotonine ou son transporteur :  

- Les souris déficientes en 5-HT1B développent une HTAP et un remodelage vasculaire 

moins sévère que les souris sauvages après hypoxie chronique. De la même façon, les 

rats traités avec un inhibiteur du récepteur 5-HT1B/1D (GR127935) développent une HTAP 

hypoxique moins sévère (Keegan et al., 2001).  

- Les souris déficientes en 5-HT2B ne développent pas du tout d’HTAP. Après hypoxie 

chronique, aucun remodelage n’est observé, et la PAPm n’est pas augmentée. Ceci 

montre ainsi l’importance de ce récepteur dans le développement de l’HTAP hypoxique 

(Launay et al., 2002).  

- Les souris déficientes en 5-HTT développent une HTAP hypoxique moins sévère que les 

souris sauvages (Eddahibi et al., 2000). A l’inverse, les souris surexprimant le transporteur 

à la sérotonine développent spontanément une HTAP sans autre stimulus extérieur 

(MacLean et al., 2004). Il en est de même pour les souris surexprimant le 5-HTT 

exclusivement dans le muscle lisse (Guignabert et al., 2006). Des études menées sur la 

souris sauvage montrent que le traitement chronique avec des inhibiteurs du 5-HTT 

(citalopram et fluoxétine) diminue le développement d’une HTAP hypoxique (Marcos et al., 

2003).  

Toutes ces études mettent en évidence le rôle majeur à la fois des récepteurs et du 

transporteur à la sérotonine dans le développement de l’HTAP.  

Chez l’humain, le promoteur du gène codant le 5-HTT possède deux régions sensibles à 

l’hypoxie, de plus l’expression de ce gène est fortement induite par l’hypoxie (Eddahibi et al., 

1999). D’autre part, il existe une corrélation entre la sévérité de l’HTAP chez les patients BPCO et 

le polymorphisme du promoteur du gène codant le 5-HTT. En effet, les patients portant le 

génotype LL ont une PAPm plus élevée que les patients portant le génotype LS ou SS, alors que 

le niveau d’obstruction bronchique est équivalent dans les 3 populations (Eddahibi et al., 2003).  

D’autre part, les AP de rats atteints d’HTAP hypoxique présentent une hyperréactivité à la 

sérotonine. La vasoconstriction des artères pulmonaires de rats atteints d’HTAP hypoxique est 
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due à l’activation à la fois des récepteurs 5-HT1B/1D et des récepteurs 5-HT2A (MacLean et al., 

1996). 
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LLeess  jjoonnccttiioonnss  ccoommmmuunniiccaanntteess  
 

Dans un organisme multicellulaire, la communication entre les cellules d’un même tissu 

qu’elles soient du même type ou non, est primordiale. Celle-ci peut avoir lieu de deux manières 

différentes :  

- La communication paracrine : une cellule sécrète des hormones, facteurs de croissance, 

neurotransmetteurs ou des cytokines qui vont aller agir sur des récepteurs extra ou 

intracellulaires de cellules cibles 

- La communication intercellulaire directe : les cellules expriment des canaux 

transmembranaires à leur surface permettant de relier directement, de cytoplasme à 

cytoplasme, deux cellules adjacentes. Ce sont les jonctions communicantes. 

Les jonctions communicantes cardiovasculaires ont fait l’objet de nombreuses études. En 

effet, ces structures sont essentielles et permettent, par exemple, d’homogénéiser l’état de 

contraction des artères et du cœur. Cependant peu d’études ont été menées sur la circulation 

pulmonaire en particulier.  

Dans cette partie, je décrirai tout d’abord la structure, les propriétés physiologiques et la 

régulation des jonctions communicantes, puis j’exposerai les différentes techniques utilisées pour 

étudier la fonctionnalité de ces jonctions communicantes. Enfin, je détaillerai le rôle des jonctions 

communicantes dans l’appareil cardiovasculaire, ainsi que les quelques études menées sur la 

circulation pulmonaire. 

1. STRUCTURE DES JONCTIONS COMMUNICANTES 

1.1. Découverte des jonctions communicantes 

Les premières études sur la communication intercellulaire directe étaient principalement 

descriptives, elles datent des années 50 et faisaient appel à la cryofracture et à la microscopie 

électronique. Le terme « jonction communicante » trouve son origine dans les travaux de Revel et 

Karnovsky qui observent alors que la jonction communicante est formée par l’apposition des deux 

membranes plasmiques, séparées par une mince fente de 2 à 3 nm de large et désignée par le 

terme « gap » en anglais. En marquant l’espace extracellulaire avec du lanthane colloïdal, des 

agrégats de particules ou sous-unités protéiques ont été mis en évidence, rangés selon une 

structure pentalaminaire, qui se révélera typique des « jonctions gap ». Cette observation 

s’opposait aux jonctions serrées où le lanthane colloïdal ne pouvait pas pénétrer (Revel et al., 
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1967). Les jonctions communicantes correspondent ainsi à une plaque jonctionnelle constituée de 

milliers de canaux intercellulaires, qui connectent le cytoplasme de deux cellules voisines 

(Goodenough et al., 1970). 

En condition non pathologique, quasiment tous les types cellulaires possèdent des 

jonctions communicantes. Les quelques cellules saines qui n’expriment pas de jonctions 

communicantes sont les cellules musculaires squelettiques adultes, certains neurones, les 

spermatozoïdes matures et les cellules circulantes du sang (Kumar et al., 1996). 

1.2. Découverte de la protéine unitaire : la connexine 

En utilisant la diffraction aux rayons X, plusieurs études ont montré que chaque cellule 

contribue à la formation d’une jonction communicante par la juxtaposition d’un demi-canal ou 

connexon avec son homologue de la cellule voisine (Caspar et al., 1977; Makowski et al., 1977) 

(Figure 10). Des études par cryofracture et microscopie de force atomique (AFM) décrivent que 

les connexons correspondent à une structure large de 3,8 nm avec un pore de 2 nm de diamètre 

et de 1 nm de profondeur (Saez et al., 2003). La microscopie électronique combinée au traitement 

d’images et les analyses hydrodynamiques ont montré que chaque connexon consiste en 

l’assemblage annulaire de 6 sous-unités protéiques transmembranaires appelées connexines 

(Cx) (Saez et al., 2003) (Figure 10). Durant plusieurs dizaines d’années, les connexons dispersés 

dans des zones non jonctionnelles étaient considérés comme fermés en permanence pour éviter 

la mort cellulaire. Mais des études rapportent, depuis une dizaine d’années, que certaines 

isoformes de connexines forment des connexons qui pourraient être ouverts à l’état basal, au 

moins dans quelques cellules (Evans et al., 2006).  

A l’origine, toutes les jonctions communicantes étaient présumées composées par la 

même protéine. La diversité des protéines a été mise en évidence par la variation de mobilité 

électrophorétique entre 27 et 70 kDa à partir de préparations enrichies en jonctions 

communicantes issues de foie (Henderson et al., 1979). Suite à la découverte rapide de 

différentes connexines, une nomenclature a été proposée par Beyer (Beyer et al., 1987). Elle est 

basée sur la masse moléculaire déduite à partir des séquences d’ADNc et de l’addition de 

l’espèce d’origine en préfixe telle que hCx pour les connexines découvertes chez l’homme. 
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Figure 10 : structure des jonctions communicantes. 
Schéma représentant le lien entre connexine, connexon, canal intercellulaire et jonction 

communicante. Six monomères de connexine s’assemblent pour former un connexon, puis deux 

connexons s’apposent l’un face à l’autre pour former un canal intercellulaire. Les canaux 

intercellulaires se regroupent pour former une jonction communicante entre deux cellules 

séparées par une mince fente ou « gap ». (D’après Goodenough et al., 2003). 

1.3. Connexines : sous-unité protéique 

Les connexines forment une famille multigénique, dont la plupart des gènes sont situés sur 

des chromosomes différents. Actuellement, 20 gènes codant les connexines ont été mis en 

évidence chez la souris, et 21 chez l’homme, 19 étant communs et orthologues (Sohl et al., 

2004). La plupart des gènes codant les connexines contiennent deux exons et un intron de 

longueur variable (Saez et al., 2003). Le premier exon contient seulement une séquence 5’ non 

transcrite et le second exon contient la région codante complète et une séquence 3’ non 

transcrite.  

Concernant la topologie des connexines, l’analyse du profil d’hydropathie des séquences 

de plusieurs connexines a montré la présence de domaines hydrophobes comprenant chacun 20 

à 28 résidus, référencés M1, M2, M3 et M4, depuis l’extrémité N- à l’extrémité C-terminale (Figure 

11). Les connexines possèdent également deux boucles extracellulaires (E1 et E2), contenant 
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chacune 3 résidus cystéine (essentielles pour l’ancrage des connexons l’un face à l’autre) et une 

boucle cytoplasmique entre M2 et M3. Enfin, les extrémités N- et C- terminales sont 

cytoplasmiques (Yancey et al., 1989) (Figure 11). 

 

Figure 11 : structure topologique d’une connexine. 
(D’après Sohl et al., 2004). 

Les quatre domaines transmembranaires et plus particulièrement les boucles E1 et E2 

sont des régions très conservées ; à l’inverse, la boucle intracellulaire  et le domaine C-terminal 

sont très variables (Kumar et al., 1986). Ainsi, l’extrémité C-terminale de la Cx 26 possède 

seulement 18 résidus, et la Cx 46 en possède 191, ceci explique les variations de poids entre les 

isoformes. M1, M2 et M3 sont constitués principalement de résidus hydrophobes et M3 contient 

aussi un certain nombre de résidus chargés positivement et négativement, ce qui laisse à penser 

que M3 représente la paroi du pore du canal intercellulaire (Bennett et al., 1991).  

1.4. Cycle de vie des connexines 

Pour des cellules en culture, la demi-vie de la plupart des connexines est très courte, elle 

est comprise entre 1,5 et 4 heures (Berthoud et al., 2004).  

1.4.1. Synthèse et assemblage 
La synthèse des connexines, l’acquisition de la topologie transmembranaire ainsi que leur 

oligomérisation en hémicanal se déroulent dans le réticulum endoplasmique (RE). Les connexons 

sont ensuite stockés dans le réseau transgolgien (Figure 13) (Segretain et al., 2004).  

Un connexon peut être homomérique s’il est constitué d’isoformes de connexines 

identiques, à l’inverse, l’association de différentes connexines conduit à la formation de 

connexons hétéromériques. De la même façon, un canal intercellulaire peut être homotypique ou 

hétérotypique comme le détaille la figure 12. 
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Figure 12 : assemblage des connexines. 
Schéma représentant les différentes possibilités d’assemblage des connexines (Cottrell et al., 

2005). A : dessin illustrant les différentes possibilités de canaux à partir de cellules exprimant 

deux connexines (rouge et bleue). B : dessin illustrant les connexons homo/hétéromériques 

(HoM/HeM) et les canaux intercellulaires homo/hétérotypiques (HoT/HeT) formées à partir de 

deux isoformes de connexines (rouge et bleue).  

La fixation « bout à bout » de deux connexons se produit grâce à des interactions non 

covalentes entre les boucles extracellulaires des connexines, qui par leurs trois résidus cystéines 

forment des ponts disulfures (Yeager et al., 1996). 

1.4.2. Transport et adressage à la membrane 
Une fois assemblés, les connexons sont transportés à l’intérieur de vésicules le long des 

microtubules, depuis l’appareil de Golgi, vers la membrane plasmique (Lauf et al., 2002). Une fois 

insérés dans la membrane plasmique, les connexons diffusent librement le long de la bicouche 

lipidique sous le guidage de N et E-cadhérine (Figure 13) (Laird, 2006). Le contact entre deux 

cellules provoque en quelques minutes une concentration des connexons qui s’associent bout à 

bout avec ceux de la cellule voisine pour donner naissance à une plaque de jonctions 

communicantes. Les connexons nouvellement formés se trouvent sur la couronne externe de la 

plaque tandis que les canaux les plus anciens sont eux au centre des plaques (Gaietta et al., 

2002). Les canaux sont donc distinctement localisés en fonction de leur âge : actuellement, on 

suppose que les canaux au centre des plaques sont destinés à être internalisés puis dégradés 

(Laird, 2006).  
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1.4.3. Internalisation et dégradation 
La dégradation des jonctions communicantes ne correspond pas à la séparation des 

hémicanaux mais à l’internalisation des jonctions communicantes en jonctions annulaires (Figure 

13) (Gaietta et al., 2002). Les jonctions annulaires, également appelées connexosomes, se 

distinguent par une centaine de canaux quittant la surface cellulaire sous forme de vésicule 

pentalaminaire, c'est-à-dire contenant à la fois les connexons et la membrane cytoplasmique des 

deux cellules adjacentes (Jordan et al., 2001). Ce phénomène d’internalisation massive 

déclenche une brusque diminution de la communication intercellulaire. Ces jonctions annulaires 

seront par la suite détruites par voies lysosomale et protéosomale dépendantes de l’ubiquitine 

(Berthoud et al., 2004) (Figure 13). D’autre part, les connexons peuvent être internalisés par 

endocytose, ils seront ensuite dégradés par les voies lysosomale et protéosomale. 

La mise en place de la communication intercellulaire dépend donc de l’exécution 

coordonnée d’une série d’évènements schématisés dans la figure 13, incluant (Bruzzone et al., 

1994) : 

- La synthèse des connexines (1) 

- L’oligomérisation des monomères de connexines en connexons (2) 

- La translocation des connexons sur la membrane plasmique et l’accumulation au site 

d’apposition cellule-cellule (3 à 7) 

- L’interaction avec le connexon « partenaire » de la cellule adjacente (8) 

- L’ouverture du canal intercellulaire formé. 
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Figure 13 : cycle de vie des connexines 
Représentation schématique des étapes de la synthèse, de l’assemblage et de la dégradation des 

jonctions communicantes (d’après Segretain et al., 2004). 

2. PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 

On retrouve chaque type de connexine dans plusieurs tissus et la plupart des cellules 

synthétisent plusieurs connexines. Chaque isoforme produit des canaux ayant différentes 

propriétés de conductance unitaire, de perméabilité moléculaire et une sensibilité propre à la 

régulation chimique et électrique. Lorsqu’un canal est hétéromérique, les connexines qui 

composent les connexons vont déterminer ses propriétés. Du fait qu’il existe au moins 21 

connexines, il existe 190 possibilités de conformations de jonctions communicantes 

hétérotypiques faisant ainsi varier leur propriété (Cottrell et al., 2005).  

2.1.1. Couplage électrique 
Les jonctions communicantes permettent le passage de courant ionique entre les cellules, 

permettant ainsi une communication électrique. Ce couplage a été détecté par un enregistrement 

effectué avec des microélectrodes de haute résistance placées entre des cellules cardiaques 

(Weidmann, 1952). En 1963, par microscopie électronique, une corrélation a été décrite entre le 

couplage électrique et la présence de jonctions communicantes (Robertson, 1963). Le couplage 

électrique, mis en évidence dans un premier temps dans des tissus excitables, fut ensuite 

démontré dans les tissus épithéliaux tels que les hépatocytes de souris (Penn, 1966). Le 

couplage électrique par échange d’ions est indispensable à certains types cellulaires dont les 

fonctions sont associées à une dépolarisation (neurones, cellules musculaires lisses, cellules 

sécrétrices et sensorielles). Cette forme de couplage génère une réponse synchronisée des 
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cellules (Bruzzone et al., 1996b). Le couplage électrique peut être évalué en mesurant la 

conductance des jonctions communicantes par la technique de patch clamp (cf 4.3. de la partie 

« les jonctions communicantes »).  

La perméabilité des canaux formant les jonctions communicantes est unique pour chaque 

isoforme de connexine (Brisset et al., 2009). Ainsi, la perméabilité d’un canal intercellulaire sera 

définie par sa composition en connexine. La perméabilité des jonctions communicantes est aussi 

fonction d’autres paramètres tels que le nombre de plaques jonctionnelles au niveau de la 

membrane de la cellule considérée (Weber et al., 2004) et de la probabilité d’ouverture d’une 

jonction communicante, variant de 0,6 à 0,9 (Goldberg et al., 2004).  

Le passage des ions d’une cellule à l’autre se fait le long d’un gradient électrochimique. 

D’une façon générale, toutes les molécules de poids supérieur à 1kDa ne pourront pas diffuser 

via les jonctions communicantes quel que soit le type de connexine dont elles sont composées. 

Par ailleurs, la conductance unitaire est comprise entre 10 et 300 pS (Harris, 2007).  

2.1.2. Couplage métabolique 
La diffusion de molécules hydrophiles par les jonctions communicantes a été mise en 

évidence dans les années 60 (Kanno et al., 1966). Différentes approches ont montré que les 

jonctions communicantes sont perméables à des nucléotides, des acides aminés, des cofacteurs 

vitaminiques, des petits peptides, des sucres et des seconds messagers (AMPc, IP3) (Saez et al., 

2003). Cette propriété met en avant l’importance des jonctions communicantes pour certaines 

fonctions biologiques essentielles (prolifération, différenciation, contraction, etc.).  

2.1.3. Rôles physiologiques  
La distribution des connexines quasiment à toutes les cellules montre la participation des 

jonctions communicantes à de multiples fonctions. Certaines connexines sont produites par de 

très nombreux types cellulaires comme la Cx 43 alors que d’autres connexines ont une 

distribution restreinte comme la Cx 30.3 (Bruzzone et al., 1996a). 

Les canaux intercellulaires participent à la régulation de divers processus tels que : 

- La contraction du muscle cardiaque où les jonctions communicantes permettent la 

propagation de l’activité électrique dans les tissus auriculaires et ventriculaires (Herve et 

al., 2008) ; 

- La contraction du muscle lisse (Risek et al., 1990). Ainsi, juste avant l’accouchement, on 

observe une multiplication par cinq du nombre de jonctions communicantes en corrélation 

avec une hausse de l’expression des Cx 43 dans le muscle utérin en réponse à la 

modification du taux d’hormones stéroïdiennes. Ce processus permettrait à l’utérus 
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d’effectuer des contractions synchrones pour développer la force nécessaire à la 

délivrance de l’enfant (Doring et al., 2006) ;  

- La relaxation du muscle lisse où les jonctions communicantes interviennent dans 

l’hyperpolarisation dépendante de l’endothélium (Cf 5.5.2. de la partie « les jonctions 

communicantes ») 

- La transmission des signaux neuronaux aux synapses électriques (Bennett, 1997; 

Furshpan et al., 1957). Les jonctions communicantes permettent le couplage électrique 

entre les neurones et pourraient réguler et/ou synchroniser le réseau d’activité neuronal ;  

- La compartimentation cellulaire lors du développement embryonnaire. Les connexines 

sont exprimées dès le stade 8 cellules, et la communication intercellulaire intervient dans 

la génération des gradients morphogènes. Ces derniers sont à l’origine, entre autres, du 

développement de structures morphologiques spécifiques et des organes (Wei et al., 

2004) ;  

- Le contrôle de la croissance cellulaire (Loewenstein et al., 1992). La communication 

intercellulaire est considérée comme un mécanisme régulateur clé de l’homogénéisation 

de la croissance cellulaire puisqu’elle permet l’échange de métabolites, en particulier 

l’AMPc (Vinken et al., 2006). 

2.1.4. Jonctions communicantes et pathologies  
Des études cliniques ont permis l’identification d’un nombre croissant de maladies 

génétiques causées par des mutations des connexines (tableau 3). Actuellement, huit maladies 

distinctes sont liées directement à des mutations germinales des connexines, de la plus 

courante : la surdité neurosensorielle non syndromique due à une mutation de la Cx 26 ; à la plus 

rare et la plus grave : la dysplasie Occulo-Dento-Digitale (ODDD) due à une mutation de la Cx 43 

(Laird, 2006). Le gène de la Cx 32 peut également être atteint : environ 270 mutations sont 

décrites menant au syndrome de Charcot-Marie-Tooth lié au chromosome X (CMTX). Cette 

pathologie est la première maladie héréditaire découverte liée à une mutation des connexines 

(Bergoffen et al., 1993). De la famille des neuropathies périphériques, elle se caractérise par une 

dégénérescence progressive de la gaine de myéline entourant les axones.  
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Tableau 3 : maladies héréditaires associées à des mutations des connexines. 
(Bergoffen et al., 1993) 

3. REGULATION DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE 

Le degré de couplage intercellulaire est finement régulé selon trois voies : le nombre de 

canaux présents à la membrane, leur état fonctionnel et leur perméabilité. Ces régulations sont 

majoritairement dues à des phosphorylations des connexines, mais sont également dues à la 

sensibilité des connexines à divers stimulus (variations de calcium, de pH etc.).  

3.1. Les phosphorylations 

Les phosphorylations des connexines se font principalement au niveau de la partie 

C-terminale intracellulaire, quelques connexines peuvent être phosphorylées au niveau de la 

boucle intracellulaire, mais aucune phosphorylation n’a été mise en évidence au niveau de la 

partie N-terminale actuellement (Solan et al., 2009). La Cx 26 est la seule connexine à ne pas 

être phosphorylée (Traub et al., 1989) en raison du faible nombre d’acides aminés de son 

extrémité C-terminale (18 acides aminés). Puisque la Cx 26 forme des canaux fonctionnels, la 

phosphorylation des connexines n’est pas indispensable à la formation de jonctions 

communicantes fonctionnelles.  

De nombreuses études ont été menées sur le rôle des phosphorylations de la Cx 43. 

Ainsi, par analogie avec la Cx 26, des mutants de la connexine 43 dont l’extrémité C-terminale est 

tronquée, peuvent néanmoins former des canaux intercellulaires fonctionnels, mais ils présentent 

alors une perméabilité différente ainsi que des propriétés électrophysiologiques modifiées par 

rapport à la Cx 43 sauvage (Fishman et al., 1991). De plus, la coupure des 130 derniers résidus 

de la Cx 43 (correspondant à sa partie C-terminale comprenant une vingtaine de résidus sérine) 
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n’a aucun effet sur l’oligomérisation. Cependant cette protéine tronquée apparaît alors transportée 

vers la membrane plasmique avec moins d’efficacité (Saez et al., 2003).  

D’autre part, de nombreuses équipes ont mis en évidence que la Cx 43 est phosphorylée 

différemment tout au long de son cycle de vie. On distingue plusieurs isoformes 

électrophorétiques avec une forme qui migre plus rapidement : la Cx 43 non phosphorylée (P0 ou 

NP) et deux formes phosphorylées qui migrent plus lentement appelées communément P1 et P2 

(Musil et al., 1990). La majorité de ces phosphorylations ont lieu sur des résidus sérine, bien que 

quelques cas de phosphorylation au niveau de résidus tyrosine aient été décrits (Lampe et al., 

1998). Plusieurs sites de la Cx 43 peuvent être phosphorylés en même temps : au moins 5 

résidus sérine phosphorylés ont été découverts au niveau de la Cx 43 isolée de cellule non 

stimulée et davantage dans des cellules traitées avec un facteur de croissance ou un activateur 

de kinase (Cooper et al., 2000).  

La Cx 43 n’est pas nécessairement phosphorylée au niveau des régions non 

jonctionnelles de la membrane plasmique, alors que la Cx 43 localisée dans les jonctions 

communicantes est majoritairement phosphorylée sous la forme P2 (Musil et al., 1991). Ces 

évènements de phosphorylation ont été corrélés avec des changements dans l’assemblage, 

l’ouverture et la dégradation des canaux composés de Cx 43. Ces modifications dépendent du 

site de phosphorylation de la Cx 43, et donc de la protéine kinase à l’origine des 

phosphorylations. Par exemple, la protéine kinase C (PKC) est connue pour phosphoryler les 

sérines 262 et 368. La phosphorylation de la sérine 262 potentialise la progression du cycle 

cellulaire, alors que la phosphorylation de la sérine 368 diminue de moitié la conductance unitaire 

des canaux intercellulaires composés de Cx 43 (Solan et al., 2009). Quant à la MAP kinase, elle 

phosphoryle les sérines 255, 279 et 282, aboutissant à la diminution du temps d’ouverture des 

canaux intercellulaires (Solan et al., 2009). La caséine kinase 1, quant à elle, phosphoryle les 

sérines 325, 328 et 330 ce qui potentialise l’assemblage des Cx 43 en connexons (Solan et al., 

2009).  

3.2. Autres modes de régulation  

L’ouverture des jonctions communicantes semble pouvoir être modulée par des 

événements dépendants du calcium puisqu’une forte augmentation de la concentration 

intracellulaire de calcium déclenche leur fermeture (Lurtz et al., 2007). En particulier, la régulation 

de la perméabilité de la Cx 43 est due à la présence d’un site de liaison de la calmoduline au 

niveau de la boucle intracellulaire de la Cx 43 (Zhou et al., 2007).  

Des sites de régulation des canaux en fonction du pH intracellulaire ont été décrits au 

niveau des connexines. L’acidification du milieu intracellulaire induit un changement 
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conformationnel de la Cx 43 où le domaine C-terminal se lie à un résidu histidine situé au niveau 

de la boucle intracellulaire. Ceci aboutirait à la fermeture du canal intracellulaire (Wei et al., 2004).  

De la même façon, selon leur composition en connexines, les jonctions communicantes 

sont sensibles au potentiel transjonctionnel. Des études ont permis de diviser les connexines en 

deux groupes en fonction de la polarité à laquelle le canal se ferme : positive pour les Cx 26, 30, 

37, 40, 46 et 50 ou négative pour les Cx 32, 43, 45 ou 31 (Gonzalez et al., 2007).  

De nombreuses connexines interagissent via leur domaine C-terminal avec d’autres 

protéines. Parmi celles-ci, les protéines membranaires constitutives ou associées à des jonctions 

autres que les jonctions communicantes (Zonula occludens (ZO-1) et les protéines de la famille 

des cadhérines), des protéines du cytosquelette (actine, tubuline), des protéines impliquées dans 

le trafic intracellulaire (cavéoline) et des enzymes (protéine kinase C, protéines phosphatases). 

Par ces diverses associations, les connexines entrent dans la composition de complexes 

multiprotéiques ou microdomaines, où les différents acteurs de la signalisation intracellulaire sont 

regroupés (pour revue : Hervé et al., 2007).  

4. METHODES D’ETUDE DES JONCTIONS COMMUNICANTES 

Diverses méthodes sont utilisées par de nombreuses équipes et permettent d’évaluer la 

fonctionnalité des jonctions communicantes, à la fois in vitro et in vivo.  

4.1. Outils pharmacologiques 

Il existe une grande diversité de composés capables d’inhiber la communication 

intercellulaire via les jonctions communicantes. Cependant, la plupart d’entre eux présentent un 

intérêt limité car ils sont peu spécifiques dans la mesure où ils modifient l’intégrité membranaire 

générale (Salameh et al., 2005). Par exemple, les alcools aliphatiques octanol et heptanol 

provoquent une désorganisation locale des lipides membranaires menant à la compression des 

connexons et d’une façon générale de tous les canaux membranaires (Matchkov et al., 2004). 

D’autres inhibiteurs souvent utilisés tels que les acides 18 α- et 18 β-glycyrrhétinique et le 

carbénoxolone entrent dans la cellule et induisent des modifications métaboliques souvent 

reflétées par une déphosphorylation de la Cx 43 (Guan et al., 1996).  

C’est au début des années 90 que sont apparus des outils pharmacologiques plus 

spécifiques : les peptides mimétiques. Ces oligopeptides sont identiques à une courte séquence 

d’acides aminés des boucles extracellulaires des connexines. Initialement, ces peptides ont été 

créés pour inhiber sélectivement les jonctions communicantes, mais il a été montré qu’ils peuvent 

également inhiber les hémicanaux (Evans et al., 2006). Les peptides les plus utilisés actuellement 

sont les Gap 26 et Gap 27, correspondant aux séquences d’acides aminés présentes 
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respectivement sur la première et la seconde boucle extracellulaire des connexines (Chaytor et 

al., 1997). Les séquences peptidiques contiennent des domaines conservés (VCYDK pour le Gap 

26 et SRPTEK pour le Gap 27) et des domaines variables leur conférant leur spécificité à telle ou 

telle connexine. Les peptides mimétiques agissent spécifiquement sur les isoformes de 

connexines dont ils sont analogues (Matchkov et al., 2006), il en existe actuellement 5 : 

- 37-43 Gap 27 : SRPTEKTIFII (Chaytor et al., 1997) ; 

- 40 Gap 27 : SRPTEKNVFIV (Chaytor et al., 2005) ; 

- 43 Gap 26 : VCYDKSFPISHVR (Chaytor et al., 1997) ; 

- 37-40 Gap 26 : VCYDQAFPISHIR (Chaytor et al., 2005) ; 

- 45 Gap 27 : SRPTEKTIFLL (Sorensen et al., 2008). 

Ces peptides se fixent au niveau des boucles extracellulaires des connexines, empêchant 

ainsi l’apposition des connexons l’un face à l’autre. Cependant, ces peptides peuvent également 

agir sur des jonctions communicantes déjà formées. Il a donc été proposé qu’ils sont capables 

d’ouvrir une plaque de jonctions communicantes à la manière d’une fermeture éclair (Berthoud et 

al., 2000) (Figure 14). Ces peptides inhibent le transfert de fluorophores (Chaytor et al., 1997), le 

couplage électrique (Dora et al., 1999) et la synchronisation des oscillations calciques dans le 

muscle lisse (Martin et al., 2005). 

 

Figure 14 : mode d’action supposé des peptides mimétiques. 
A : inhibition de l’ancrage des connexons, B : ouverture de jonctions communicantes déjà formées 

(d’après Berthoud et al., 2000).  

Cependant, tous ces outils pharmacologiques, même utilisés à faibles doses, ont toujours 

été sujets à controverse en ce qui concerne leur spécificité (Brisset et al., 2009). Afin de parer à 

ceci, des outils moléculaires ont été développés, comme l’interférence ARN (siRNA), cependant, 
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leur utilisation est limitée aux cultures cellulaires, et on ne peut pas s’affranchir d’un éventuel 

problème de compensation de la connexine non exprimée par d’autres connexines. 

4.2. Diffusion de traceurs 

La plupart des méthodes disponibles pour étudier les jonctions communicantes utilisent 

des colorants non toxiques introduits dans les cellules vivantes, la mobilité de ces colorants au 

sein des cellules d’un tissu ou de tapis de cellules donne une indication du couplage 

intercellulaire. Les colorants utilisés doivent être assez petits pour traverser les jonctions 

communicantes (i.e. < 1 kDa) et ne doivent pas traverser la membrane plasmique par diffusion 

(Abbaci et al., 2008). 

4.2.1. Traceurs non perméants 
Le jaune de Lucifer peut être introduit dans la cellule selon plusieurs méthodes. La 

microinjection (Figure 15A) a été la première technique utilisée (Kanno et al., 1966). Puisque cette 

technique permet de charger une cellule de façon sélective, elle a l’avantage d’apporter des 

informations spécifiques à une cellule. Outre les difficultés techniques de cette méthode, sa 

principale limite est due à l’introduction de la micropipette au travers de la membrane qui conduit 

à des changements soudains de potentiel de membrane ou de concentration ionique 

intracellulaire pouvant altérer les jonctions communicantes.  

Par la suite, d’autres méthodes ont été développées afin de charger les cellules avec les 

colorants. La technique de « scrap loading » (Figure 15B) par exemple consiste à tracer un trait 

au scalpel sur un tapis de cellule de façon à léser les cellules, le colorant peut alors rentrer dans 

les cellules ouvertes et une fois que l’intégrité de la membrane est rétablie, le traceur se retrouve 

piégé dans la cellule. Bien que nécessitant peu de moyens techniques, cette méthode n’apporte 

que des résultats qualitatifs car la quantité de colorant chargé est difficile à maîtriser, et non 

uniforme (Abbaci et al., 2008). L’incorporation de colorant par électroporation (Figure 15C) a 

également été développée, et a apporté de très bons résultats (De Vuyst et al., 2008). 

4.2.2. Traceurs perméants 
L’utilisation de molécules perméables à la membrane a permis de s’affranchir de tous les 

biais des techniques d’injection de colorant. Une des méthodes développées à la fin des années 

1990 est le test de précharge ou le test parachute (Figure 15E) (Ziambaras et al., 1998). Cette 

méthode consiste à précharger un tapis de cellules avec un fluorophore perméant tel que la 

calcéine acétoxyméthylester (calcéine-AM) ou le CarboxyFluorescein DiAcetate (CFDA). Ces 

fluorophores pénètrent dans la cellule grâce aux groupement lipophiles (AM ou DA), puis 

l’hydrolyse de ces groupements par des estérases membranaires et cytosoliques piège les 

fluorophores dans les cellules. Ensuite on applique un second tapis de cellules non chargées sur 
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le premier tapis préchargé, le temps que les jonctions communicantes se forment entre les deux 

couches de cellules (i.e. 15 minutes à 3 heures). La diffusion du fluorophore via les jonctions 

communicantes dans la seconde couche cellulaire peut alors être observée. Cette technique a 

par la suite été adaptée aux tissus, et a notamment permis d’étudier la fonctionnalité des jonctions 

myoendothéliales dans les vaisseaux (Griffith et al., 2002). Cette méthode s’utilise sur des 

vaisseaux pressurisés, dans lesquels un flux de liquide peut être appliqué : les cellules 

endothéliales sont chargées en faisant passer la sonde fluorescente perméante dans la lumière 

des vaisseaux. Après lavage de la sonde en excès, le vaisseau est remis en condition 

physiologique afin de laisser la sonde fluorescente diffuser dans le muscle lisse sous-jacent via 

les jonctions présentes à l’interface entre les CE et les CML (i.e. : les jonctions myoendothéliales).  

La méthode la plus adaptée est certainement la technique de retour de fluorescence après 

photoblanchiment (FRAP : Fluorescence Recovery After Photobleaching ; Figure 15D). 

Initialement, cette technique a été élaborée dans le but de mesurer la diffusion dans la 

membrane, le cytoplasme et les organelles, de macromolécules marquées avec un fluorophore. 

Les molécules fluorescentes situées dans une région de la cellule sont photoblanchies en utilisant 

un laser de forte intensité, et le mouvement, dans la zone photoblanchie, des molécules 

fluorescentes non photoblanchies environnantes est enregistré avec un laser d’intensité moins 

importante (Lippincott-Schwartz et al., 2001). La cinétique de ce retour de fluorescence étant 

modélisée, on peut déterminer la constante de diffusion de la molécule fluorescente. La technique 

de FRAP peut être appliquée à l’étude des jonctions communicantes, en utilisant une molécule 

fluorescente exogène telle que le CFDA ou la calcéine-AM. Si le traceur est alors hydrophile et 

que sa taille n’excède pas 1 kDa, alors le degré de fluorescence associée au retour de la 

fluorescence est directement proportionnel au degré de couplage des cellules par les jonctions 

communicantes.  

Basée sur un principe sensiblement analogue, la technique d’activation locale d’une sonde 

fluorescente (LAMP : Local Activation of Molecular fluorescent Probe ; Figure 15F) utilise des 

molécules photoactivables telles que le coumarine 1-(2-nitrophenyl)ethyl cagé. Ces molécules 

sont lipophiles et traversent la membrane plasmique où des estérases vont les hydrolyser de 

façon à les retenir dans le cytoplasme des cellules. Une illumination brève d’une seule cellule va 

rendre la molécule photoactivable fluorescente et son intensité de fluorescence est suivie dans le 

temps et dans l’espace comme dans la méthode de FRAP (Abbaci et al., 2008).  

Ces deux dernières méthodes présentent de nombreux avantages : en plus d’être non 

invasives, elles permettent d’obtenir des données quantitatives de la perméabilité des jonctions 

communicantes. En effet, elles permettent de définir un coefficient de perméabilité, alors que les 

techniques de microinjection et de « scrap loading » apportent seulement des informations sur la 

fonctionnalité des jonctions communicantes et sur la taille des molécules perméantes. 
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Figure 15 : méthodes d’études de la communication intercellulaire via les jonctions 
communicantes. 
A : microinjection (a : charge des cellules, b : diffusion du traceur), B : « scrap loading », C : 

electroporation (a : charge des cellules, b : diffusion du traceur), D : FRAP (a : charge des 

cellules, b : application d’un laser de forte intensité, c : photoblanchiment de la zone d’intérêt, d : 

diffusion du traceur), E : test de précharge ou de parachute (a : charge des cellules, b : coculture 

de cellules chargées et non chargées, c : diffusion du traceur), F : LAMP (a : charge des cellules, 

b : application d’un laser de forte intensité, c : photoactivation de la zone d’intérêt, d : diffusion du 

traceur), G : double patch clamp (Abbaci et al., 2008). 

4.3. Electrophysiologie  

La technique de double patch clamp en cellule entière (Figure 15G) consiste à placer une 

électrode par cellule sur un couple de cellules. L’électrode placée sur la première cellule permet 

d’imposer un potentiel donné (appelé potentiel transjonctionnel), celui-ci va induire un courant 

dans la seconde cellule qui pourra être mesuré par l’électrode placée sur celle-ci. Le courant 

mesuré dans la seconde cellule (appelé courant jonctionnel) correspond à la diffusion de charges 
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électriques via les canaux intercellulaires joignant les deux cellules. On peut alors établir une 

relation entre l’intensité du courant jonctionnel mesuré en fonction du potentiel transjonctionnel 

imposé, et ainsi définir la conductance jonctionnelle globale entre deux cellules. D’autre part, la 

conductance unitaire d’un canal jonctionnel peut être mesurée en appliquant cette technique sur 

des couples de cellules partiellement découplées, en présence d’inhibiteurs des jonctions 

communicantes. Ceci a pour effet de diminuer la probabilité d’ouverture des canaux 

intercellulaires, alors, un seul canal (ou un très petit nombre de canaux) sera ouvert. Par ailleurs, 

la mesure des conductances unitaires et globales permet d’avoir une idée du nombre de canaux 

intercellulaires ouverts à un instant t (Herve et al., 2008).  

Cette méthode est la plus adéquate pour mesurer les propriétés électriques des jonctions 

communicantes, cependant elle n’apporte que des informations sur la perméabilité aux ions et 

peu sur la perméabilité aux métabolites (Abbaci et al., 2008). 

4.4. Modèles animaux 

Les études actuelles basées sur l’utilisation de souris transgéniques (tableau 4) ont 

clairement mis en évidence le rôle indispensable des connexines dans le développement et la 

fonctionnalité des tissus et organes (Willecke et al., 2002). Par exemple, la délétion germinale du 

gène codant la Cx 43 entraîne la mort par asphyxie des souris quelques heures après la 

naissance. Ces souris présentent des malformations des artères coronaires et une obstruction du 

tronc pulmonaire empêchant le sang d’atteindre les poumons (Wei et al., 2004). D’autre part, la 

délétion partielle de la Cx 43 (hétérozygote Cx 43 +/-) n’est pas létale, mais les souris présentent 

des troubles cardiaques (Huang et al., 1998). Cependant, ces modèles animaux se sont révélés 

problématiques de par la compensation de la connexine manquante par d’autres connexines. Par 

exemple, les souris déficientes en Cx 40 ont une diminution de l’expression de la Cx 37 et une 

réorganisation cellulaire de la Cx 43 (Brisset et al., 2009). Ce phénomène rend les interprétations 

des expériences très difficiles (Mesnil, 2004).  
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Tableau 4 : phénotype des souris déficientes en connexines (souris Knock-out). 
(D’après Anzini et al., 1997, Dobrowolski et al., 2009, Mesnil, 2004, Reaume et al., 1995).  

Un modèle de souris déficientes en Cx 43 seulement dans l’endothélium a été mis au 

point, ces souris survivent après la naissance, et présentent une hypotension et une bradycardie. 

De plus, ces souris présentent des taux de NO et d’angiotensine plasmatiques plus élevés que 

les souris sauvages (Liao et al., 2001). La même équipe a récemment développé un modèle de 

souris déficientes en Cx 43 seulement au niveau du muscle lisse, ces souris ne meurent pas 

prématurément et se développent normalement. L’expression de la Cx 43 est non seulement 

diminuée dans les CML des artères de ces souris, mais également dans les CE suggérant une 

réorganisation du profil d’expression de la Cx 43 suite à sa délétion dans le muscle lisse (Liao et 

al., 2007). 

5. LES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LE SYSTEME 
CARDIOVASCULAIRE 

5.1. Les jonctions communicantes dans le coeur 

Le cœur est une pompe qui expulse le sang dans les vaisseaux grâce à la contraction 

coordonnée des oreillettes et des ventricules. L’efficacité de ces muscles dépend de la 

contraction synchronisée des myocytes qui les constituent. La contraction des cardiomyocytes 

contractiles est déclenchée par une dépolarisation membranaire spontanément générée par des 

cardiomyocytes conducteurs dans le nœud sino-auriculaire. C’est à partir de ce nœud que 

l’activité électrique se propage dans les oreillettes qui se contractent, atteint le noeud auriculo-
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ventriculaire, puis le système de conduction ventriculaire aboutissant à la contraction des deux 

ventricules. Depuis les années 70, il est connu que cette propagation nécessite l’intégrité des 

jonctions communicantes. Tous les cardiomyocytes sont interconnectés par des jonctions 

communicantes principalement localisées dans les disques intercalaires (Severs, 1990). 

Il a été démontré que 4 connexines sont synthétisées dans les cardiomyocytes humains : 

les Cx 31.9, 40, 43 et 45. La Cx 43 est la plus exprimée, elle est synthétisée par tous les 

cardiomyocytes auriculaires et ventriculaires, contractiles et conducteurs, elle participe 

essentiellement à la propagation de l’influx cardiaque dans les ventricules. La Cx 40 n’est 

exprimée qu’au niveau des cardiomyocytes conducteurs auriculaires et ventriculaires et dans le 

nœud auriculo-ventriculaire, elle contribue ainsi de manière très significative à la propagation 

normale de l’activité électrique dans les oreillettes et le système de conduction. Quant à la Cx 45, 

elle est fortement exprimée durant le stade embryonnaire, puis disparaît pour n’être présente que 

dans certains cardiomyocytes dans le cœur adulte. La Cx 45 serait essentielle pour coordonner la 

synchronisation des battements des cardiomyocytes embryonnaires et pour la progression 

normale de la cardiogenèse. Quant à la Cx 31.9, elle est fortement exprimée dans les 

cardiomyocytes du nœud auriculo-ventriculaire et contribue au ralentissement de la propagation 

de l’activité électrique dans ce tissu. Elle est donc impliquée dans la coordination des contractions 

auriculo-ventriculaires et protège les ventricules des arythmies auriculaires (Herve et al., 2008).  

En dehors des cardiomyocytes, les connexines sont également exprimées dans les autres 

types cellulaires présents au niveau du coeur. La Cx 37 est exprimée par les cellules 

endocardiques et les cellules endothéliales des vaisseaux coronaires. La Cx 40 est également 

exprimée par les cellules endothéliales des vaisseaux coronaires et la Cx 45, par les cellules 

musculaires lisses de ces mêmes vaisseaux. Les fibroblastes cardiaques synthétisent, par 

ailleurs, les Cx 45 et 40. 

5.2. Les jonctions communicantes dans les vaisseaux 

La coordination des réponses vasculaires est essentielle pour le contrôle des fonctions 

vasculaires normales. Le couplage intercellulaire via les jonctions communicantes contribue 

majoritairement à cette coordination. Dans les cellules vasculaires, les jonctions communicantes 

permettent la propagation des variations du potentiel membranaire et de la concentration calcique 

intracellulaire, via le couplage entre les CE, entre les CML, mais également entre ces deux types 

cellulaires (jonctions myoendothéliales) (Figueroa et al., 2009). Les jonctions communicantes 

jouent également un rôle dans des processus physiologiques plus lents tels que la prolifération 

cellulaire, la différenciation et le développement (Brisset et al., 2009).  
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5.2.1. Isoformes exprimées 
Dans la paroi vasculaire, seulement 4 isoformes ont été retrouvées dans les CE et les 

CML : les Cx 37, 40, 43 et 45 ; cependant, leur profil d’expression diffère en fonction du diamètre 

des vaisseaux.  

Dans les artères de gros calibre, les CE sont particulièrement bien couplées grâce à 

l’expression abondante des Cx 37 et 40 dans les artères élastiques (aorte) et musculaires 

(coronaires) (van Kempen et al., 1999). L’expression de la Cx 43 quant à elle, est restreinte aux 

CE des points d’embranchement de ces artères, là où le flux sanguin est turbulent (Gabriels et al., 

1998). Au niveau des CML des artères de gros calibre, les jonctions communicantes permettent la 

coordination de la contraction dépendante du calcium le long des vaisseaux. La Cx 43 est 

principalement exprimée au niveau des CML et serait responsable, entre autre, du contrôle de la 

mitose, et donc probablement du contrôle de leur différenciation (Brisset et al., 2009).  

Dans les vaisseaux de résistance, les CE sont également bien couplées. Les Cx 40 et 

43 sont exprimées au niveau des CE, et la Cx 43 est essentielle dans la propagation des vagues 

calciques d’une CE à une autre (de Wit et al., 2006). Comme dans les artères de gros calibre, les 

jonctions communicantes permettent la coordination de la contraction des vaisseaux de 

résistance. D’autre part, les jonctions communicantes au niveau des CML semblent être 

impliquées dans le tonus myogénique des artères de résistance (Figueroa et al., 2009). La 

particularité des artères de résistance est la présence de jonctions communicantes entre les CE 

et les CML, ces jonctions myoendothéliales (JME) ne sont pas retrouvées dans les artères de 

gros calibre (aorte et carotide) (Brisset et al., 2009).  

5.2.2. La jonction myoendothéliale 
Cette structure particulière est principalement due à des extensions des CE, et dans une 

moindre mesure des CML, qui traversent la lamina élastique interne de façon à créer un contact 

direct cellule - cellule. Anatomiquement, ces structures sont présentes dans toutes les artérioles, 

cependant, elles sont de très petite taille (environ 0,5 x 0,5 µm) et localisées dans des zones très 

confinées, ce qui rend leur étude difficile en microscopie optique. La majorité des études se fait 

donc par microscopie électronique, ce qui a limité le nombre d’études sur la fonction des JME et 

est probablement à l’origine de controverses concernant leur fonctionnalité. En ce qui concerne 

les isoformes exprimées au niveau des JME, elles varient en fonction du type de vaisseau étudié. 

Physiologiquement, les JME participent à la propagation de l’ « endothelium – derived 

hyperpolarizing factor » (EDHF). Ce phénomène est basé sur l’observation d’une relaxation à 

l’acétylcholine dépendante de l’endothélium mais indépendante des prostaglandines et du 

monoxyde d’azote (NO) (Vanhoutte, 2004). En présence d’inhibiteur de NO synthase et de la voie 

des prostaglandines, l’activation de récepteurs endothéliaux à l’acétylcholine conduit à une 
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augmentation de la concentration calcique intracellulaire ([Ca2+]i) dans les CE, ce qui active les 

canaux potassiques dépendants du calcium (canaux KCa). Ce phénomène est également observé 

lors de l’activation de récepteurs endothéliaux à la bradykinine ou en présence de forces de 

cisaillement exercées par le flux sanguin. L’activation des KCa provoque une hyperpolarisation des 

CE qui se propage aux CML sous-jacentes , entre autre, via la JME. Les CML répondent alors par 

une relaxation (Feletou et al., 2007). De nombreuses données montrent une corrélation entre la 

diminution de la réponse dépendante de l’EDHF et l’augmentation de la taille des vaisseaux 

(Sandow et al., 2000). Cette observation est à mettre en relation avec l’absence de JME dans les 

artères de gros calibre. 

Dernièrement, quelques travaux se sont penchés sur la communication des CML vers les 

CE via les JME. Ainsi, trois modèles différents (deux in vivo et un in vitro) ont montré qu’une 

augmentation de la [Ca2+]i dans les CML induit une augmentation de la [Ca2+]i dans les CE, ce 

phénomène impliquant les JME (Dora et al., 1997; Isakson et al., 2007; Lamboley et al., 2005). 

Deux de ces modèles ont montré que l’IP3 produit dans les CML traverse les JME pour augmenter 

la [Ca2+]i dans les CE et ainsi induire une production de NO. Ceci représente un mécanisme 

important selon lequel les jonctions communicantes interviennent dans la réactivité des 

vaisseaux. 

5.3. Jonctions communicantes et pathologies 
cardiovasculaires 

5.3.1. Pathologies cardiaques 
Chez l’homme, lors de maladies cardiaques l’expression ou la distribution des Cx 40 et Cx 

43 est souvent modifiée. Ainsi, dans le cas d’hypertrophie cardiaque due à une sténose aortique 

et d’infarctus du myocarde, la Cx 43 voit son expression diminuée et sa localisation est modifiée 

(Dhein et al., 2004; Severs et al., 2004). D’autre part, des variations de l’expression des Cx 40 et 

43 ont été observées chez des patients souffrant de fibrillation auriculaire ou d’insuffisance 

cardiaque (Herve et al., 2008). Dans le cas d’ischémie cardiaque, on observe un découplage des 

jonctions communicantes dû, entre autre, à une diminution de l’ATP, une augmentation du 

calcium intracellulaire et une acidification du cytoplasme (De Groot et al., 2004).  

5.3.2. Hypertension artérielle 
Bien que les résultats varient souvent d’un modèle à l’autre, un grand nombre d’études 

rapporte des changements d’expression des connexines. Par exemple, dans le modèle de rat 

hypertendu spontanément (SHR), les Cx 37 et 40 voient leur expression diminuée dans les CE de 

la majorité des artères, quant à la Cx 43, des études rapportent une augmentation et d’autres, 

une diminution de son expression dans la paroi des artères (Rummery et al., 2002; Yeh et al., 

2006). Chez les rats SHR, la normalisation de la pression artérielle en utilisant un inhibiteur de 
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l’enzyme de conversion de l’angiotensine restaure l’expression endothéliale des connexines 

(Rummery et al., 2005). Dans le modèle d’hypertension rénale chez le rat, l’expression des Cx 40 

et 43 est augmentée. Il a par ailleurs été montré dans ce modèle que l’expression de la Cx 43 est 

très sensible aux changements hémodynamiques. A la différence du modèle d’hypertension 

rénale, l’hypertension induite par l’inhibition de l’enzyme endothéliale produisant le NO (eNOS) 

est associée à une diminution de l’expression de la Cx 43 dans la paroi des artères, et de la Cx 

37 au niveau des CE (Brisset et al., 2009).  

De nombreuses études mettent en évidence le rôle important de la Cx 40 dans la 

régulation de la pression artérielle. Le modèle de souris KO pour la Cx 40 souffre d’une 

hypertension artérielle marquée et soutenue (de Wit et al., 2003). Cette délétion de la Cx 40 est 

également associée à une vasoconstriction soutenue et un tonus vasculaire irrégulier suggérant 

un lien direct entre la Cx 40, les résistances périphériques et la pression artérielle (de Wit et al., 

2006). De plus, une série d’études récentes suggère une association entre la sécrétion de rénine 

et l’expression de la Cx 40. En effet, chez les souris déficientes en Cx 40, la synthèse  et le taux 

plasmatique de rénine sont tous deux augmentés (Wagner et al., 2007).  

Chez l’homme, un polymorphisme au niveau du promoteur du gène de la Cx 40 a 

récemment été associé aux arythmies spécifiques de l’oreillette (Firouzi et al., 2004). D’autre part, 

cette même équipe a montré plus tard une corrélation entre le sexe, la pression artérielle 

systolique et le polymorphisme génétique de la Cx 40 chez des sujets sains (Firouzi et al., 2006).  

5.3.3. Athérosclérose 
L’athérosclérose est une maladie immunoinflammatoire représentant la cause majeure de 

décès dans les pays développés. Durant les 15 dernières années, de nombreuses preuves ont 

été apportées sur la contribution des jonctions communicantes dans le développement de 

l’athérosclérose. L’expression des connexines évolue en même temps que la maladie progresse 

d’un vaisseau sain à un vaisseau présentant une dysfonction de l’endothélium, jusqu’à la rupture 

de la plaque d’athérome (Brisset et al., 2009). Lors de cette pathologie, l’expression de la Cx 43 

est d’abord augmentée puis diminuée au niveau des CML environnant la plaque d’athérome des 

carotides humaines, alors qu’elle est augmentée dans les macrophages (Blackburn et al., 1995; 

Polacek et al., 1993). Dans les vaisseaux sains, la Cx 37 est exprimée dans les CE et les 

monocytes circulants. Une fois que ces derniers infiltrent la paroi vasculaire au travers d’un 

endothélium devenu non fonctionnel, afin de se différencier en macrophages, l’expression de la 

Cx 37 est augmentée. Dans la plaque athéromateuse, l’expression de la Cx 37 est diminuée au 

niveau des CE et commence à être exprimée au niveau des CML (Brisset et al., 2009). Quant à la 

Cx 40, son expression est diminuée à mesure que l’endothélium devient non fonctionnel. En 

définitive, les CE n’expriment plus aucune connexine dans les stades les plus avancés de la 
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maladie. Toutes ces modifications d’expression sont dues aux forces de cisaillement exercées au 

niveau des plaques d’athérome, mais sont également induites par les cytokines et facteurs de 

croissance exprimés durant le développement de la maladie (Brisset et al., 2009).  

5.4. Jonctions communicantes et circulation pulmonaire 

5.4.1. Jonctions communicantes et circulation pulmonaire saine 
Les études des jonctions communicantes dans la circulation pulmonaire sont peu 

nombreuses et concernent majoritairement l’artère pulmonaire principale. Des études montrent la 

présence des Cx 37, 40 et 43 dans l’endothélium et des Cx 37 et 43 dans le muscle lisse de 

l’artère pulmonaire principale de rat (Ko et al., 1999; Nakamura et al., 1999). Récemment, une 

étude in vitro a également montré la présence des Cx 32 et 43 dans les CE d’artère pulmonaire 

humaine en culture (Okamoto et al., 2009). 

Du point de vue fonctionnel, une étude a montré l’absence de contribution des JME des 

artères extrapulmonaires de rat dans la relaxation à l’acétylcholine, laissant penser qu’il n’y a pas 

d’EDHF dans ces artères (Gupta et al., 2008). 

5.4.2. Jonctions communicantes et HTAP 
Une étude au laboratoire a montré l’apparition de contractions spontanées rythmiques 

(CSR) au niveau de l’artère pulmonaire principale de rat ayant subi 14 jours d’hypoxie chronique. 

Ces CSR disparaissent lorsque l’artère pulmonaire principale est traitée à l’acide 18-α 

glycyrrhétinique, mettant en évidence le rôle des jonctions communicantes dans ce phénomène. 

L’amplitude de ces CSR est d’autant plus grande que l’hypertrophie du ventricule droit est faible, 

et les CSR disparaissant lorsque l’HTAP est installée chez des rats ayant subi 3 à 4 semaines 

d’hypoxie chronique. Cette relation suggère que les CSR représentent un processus adaptatif 

temporaire de la circulation pulmonaire à l’hypoxie chronique (Bonnet et al., 2001).  

En ce qui concerne le modèle de rat MCT, plusieurs études montrent une désorganisation 

du profil d’expression de la Cx 43 au niveau du ventricule droit, associée à une altération de la 

conduction de l’activité électrique (Uzzaman et al., 2000). Plus tard, cette même équipe a 

expliqué cette désorganisation par la déphosphorylation de la Cx 43 conduisant à son 

internalisation en jonctions annulaires puis à sa dégradation (Sasano et al., 2007). Actuellement, 

aucune étude n’a été menée sur les connexines au niveau des artères pulmonaires dans ce 

modèle. 
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LLeess  eessppèècceess  rrééaaccttiivveess  ddéérriivvééeess  ddee  
ll’’ooxxyyggèènnee  ((RROOSS))  

 

L’oxygène est indispensable au fonctionnement cellulaire, mais paradoxalement, il est 

aussi source de ROS qui peuvent oxyder des macromolécules telles que l’ADN, les protéines et 

les lipides. L’anion superoxyde (O2
●) est à l’origine de la formation d’autres ROS plus ou moins 

réactives avec leur environnement tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou le radical 

hydroxyle (●OH).  

Les ROS sont impliquées dans un certain nombre de régulations physiologiques et sont 

responsables du stress oxydant. Ce terme est souvent utilisé pour caractériser la condition dans 

laquelle les cellules ou les tissus sont exposés à des niveaux excessifs de ROS, par 

augmentation de leur synthèse, ou par diminution de l’efficacité des systèmes de défense 

endogènes. Le stress oxydant est fréquemment impliqué en pathologie, et la surproduction de 

ROS est un phénomène souvent observé dans les pathologies cardiovasculaires. L’implication 

des ROS dans l’HTAP a par ailleurs été prouvée par plusieurs études. 

Dans cette dernière partie introductive, je décrirai tout d’abord les différentes espèces 

réactives dérivées de l’oxygène, ainsi que leurs sources de production, puis j’exposerai les 

systèmes endogènes de défense contre les ROS. Ensuite, je détaillerai les propriétés 

physiologiques et physiopathologiques des ROS dans l’organisme et plus particulièrement dans 

l’appareil cardiovasculaire. Enfin, je présenterai les liens connus entre les ROS et les différentes 

formes d’HTAP. 

1. DEFINITION  

Au cours du métabolisme cellulaire normal, l’oxygène peut être réduit en O2
● dont peut 

dériver un ensemble d’espèces réactives, radicalaires ou non. En effet, il existe deux types de 

ROS : les ROS radicalaires, qui correspondent à des radicaux libres et les ROS non radicalaires. 

Un radical libre est une espèce chimique possédant un électron célibataire qui lui confère une 

réactivité vis-à-vis d’autres molécules. Parmi eux, l’anion superoxyde (O2
●) est le radical libre à 

l’origine de la formation de nombreuses autres espèces radicalaires réactives telles que les 

radicaux peroxyles (ROO●) et hydroxyles (●OH) (Figure 16). En parallèle, il existe des ROS non 

radicalaires mais tout aussi réactives, dérivant elles aussi de l’O2
●, parmi elles, le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) ou le radical peroxynitrite (ONOO●).  
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L’O2
● est très instable en solution aqueuse, il réagit très rapidement avec d’autres 

molécules, aussi sa ½ vie est de l’ordre de la microseconde (Bienert et al., 2006). D’autre part, il 

ne traverse pas la membrane plasmique. L’O2
● peut réagir avec le NO produit par la NO synthase 

endothéliale et former du peroxynitrite (ONOO-) une espèce radicalaire causant des modifications 

de nombreuses molécules biologiques (Figure 16). 

L’H2O2 est produit par la dismutation de l’O2
● par une enzyme, la superoxyde dismutase 

(SOD) (cf 3.4.1. de la partie « les espèces réactives dérivées de l’oxygène ») (Figure 16). 

Contrairement à l’O2
● il est beaucoup plus stable, sa ½ vie est de l’ordre de la milliseconde, et il a 

la capacité de diffuser à travers les membranes biologiques (Bienert et al., 2006).  

Le radical hydroxyle (●OH) est issu d’une réaction entre le fer et l’H2O2, appelée la réaction 

de Fenton (Figure 16). Le radical hydroxyle est extrêmement réactif et est considéré comme le 

ROS le plus dangereux : sa demi-vie est de l’ordre de la nanoseconde et il n’existe pas de 

système enzymatique permettant de le dégrader (Sies, 1993). 

 

Figure 16 : schéma de synthèse des ROS 
(D’après Kyaw et al., 2004). 

L’un des plus grands dangers représentés par les radicaux libres est leur capacité à 

interagir avec d’autres molécules cibles de façon à gagner un nouvel électron et obtenir une 

configuration stable. Ceci transforme alors la molécule cible en radical libre très réactif et 

déclenche des réactions en chaîne (Lau et al., 2008) .  

2. SOURCES DE ROS 

Dans l’organisme, il y a de nombreuses sources de ROS dont l’importance varie selon les 

tissus. Toutefois, d’une façon générale, il existe une production basale de ROS dans toutes les 

cellules par les différentes oxydases et la mitochondrie, et cette production est augmentée par 

divers stimuli physiologiques et physiopathologiques. 
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2.1. NADPH oxydase 

La NADPH oxydase fut d’abord caractérisée dans les phagocytes où elle joue un rôle 

important dans la défense anti-microbienne via la production d’O2
●. Il s’agit d’un complexe 

multienzymatique constitué d’une sous-unité catalytique gp91phox (ou Nox2) et d’une sous-unité 

p22phox, le tout formant un hétérodimère associé à la membrane appelé flavocytochrome b558 

(Figure 17b). La sous-unité gp91phox contient un nucléotide flavine-adénine (FAD) et un site de 

fixation au NADPH situé sur la face cytosolique. Dans la partie transmembranaire de l’enzyme, 2 

hèmes sont présents et permettent le transfert des électrons du NADPH cytosolique à l’oxygène 

moléculaire via le FAD, produisant ainsi de l’O2
● dans l’espace extracellulaire. Le complexe 

enzymatique est régulé par plusieurs sous-unités régulatrices présentes dans le cytosol telles que 

p47phox, p67phox et une petite protéine à activité GTPase : Rac1 ou Rac 2 (Figure 17b). Toutes sont 

nécessaires à l’activation de la réaction de transfert d’électron au niveau du complexe 

enzymatique b558 (Bindoli et al., 2008; Cave, 2009; Sumimoto, 2008).  

Par la suite, plusieurs homologues de gp91phox ont été découverts, parmi lesquels Nox1, 

Nox3, Nox4 et Nox5 (gp91phox a alors été renommée Nox2). Nox1, Nox2, Nox4 et Nox5 sont 

présentes au niveau vasculaire et sont encodées par des gènes différents (Lee et al., 2008). Nox1 

possède deux sous-unités régulatrices NoxO1 et NoxA1 qui sont homologues aux sous-unités 

p47phox et p67phox de la Nox2 (Figure 17a). Nox4 et Nox5 ont la particularité de ne pas nécessiter 

la présence des sous-unités cytosoliques régulatrices pour leur activation (Figure 17c et 17d). 

Nox4 produirait préférentiellement de l’H2O2 et peu d’O2
● (Chrissobolis et al., 2008) (Figure 17c). 

Certains auteurs ont émis l’hypothèse que Nox4 est constitutivement active et responsable de la 

production de ROS en conditions basales (Cave, 2009). Contrairement à Nox1, Nox2 et Nox4, 

Nox5 a la particularité de ne pas se lier à la sous-unité p22phox, cependant, son activation 

nécessite une augmentation de calcium (Figure 17d). 

Au niveau cardiovasculaire, les CE, les cardiomyocytes et les fibroblastes expriment 

principalement Nox4 et de façon moins importante Nox2. Quant aux CML, elles expriment de 

façon prédominante Nox4 et dans une moindre mesure Nox1 (Cave, 2009). 
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Figure 17 : la NADPH oxydase. 
Représentation schématique des composants des différentes isoformes de NADPH oxydases 

vasculaires (d’après Chrissobolis et al., 2008). 

Le NADPH et, dans une moindre mesure, le NADH, sont les substrats des NADPH 

oxydases, leur biodisponibilité peut donc influencer la production de ROS dans les tissus (Wolin, 

2009). 

Les Nox peuvent être activées par différents stimuli comme les agonistes de récepteurs 

couplés aux protéines G (récepteurs à l’angiotensine ΙΙ et récepteurs à l’aldostérone), les 

cytokines inflammatoires, les facteurs de croissance, les forces de cisaillement ou l’hypoxie. 

D’autre part, un même agoniste peut stimuler différentes isoformes de Nox selon le type cellulaire 

en question. Par exemple, l’angiotensine ΙΙ (dont le mode d’action sur les Nox est le mieux 

caractérisé) active Nox1 au niveau des CML vasculaires, alors qu’au niveau des CE et des 

cardiomyocytes, l’angiotensine ΙΙ active Nox2 (Cave, 2009). 

2.2. Mitochondrie 

La fonction principale de la mitochondrie est d’assurer la respiration cellulaire conduisant à 

la formation d’ATP via la chaîne respiratoire, cependant, ceci a pour conséquence la formation de 

ROS.  

La chaîne respiratoire est constituée de 4 complexes indépendants (Ι, ΙΙ, ΙΙΙ et ΙV, Figure 

18) permettant de réoxyder les cofacteurs ayant participé au catabolisme mitochondrial des 

glucides, des acides gras et des acides aminés. Au final, cette série de réoxydations va produire 
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un gradient de protons à l’origine d’une différence de potentiel électrochimique utilisée par l’ATP 

synthase mitochondriale pour produire de l’ATP.  

 

Figure 18 : représentation schématique de la chaîne respiratoire mitochondriale. 
L’O2

● produit dans la matrice mitochondriale est pris en charge par la superoxyde dismutase 

mitochondriale dépendante du manganèse (MnSOD), alors que l’O2
● produit dans l’espace 

intermembranaire est pris en charge par la superoxyde dismutase associée au cuivre/zinc 

(Cu/ZnSOD). L’O2
● produit au niveau de l’espace intermembranaire peut traverser la membrane 

mitochondriale externe via le canal anionique dépendant du voltage (VDAC) (Zhang et al., 2007). 

Les complexes Ι et ΙΙΙ sont souvent désignés comme étant la source de production de 

ROS par la mitochondrie. Ces complexes génèrent de l’O2
● lors des oxydations. L’O2

● produit 

dans la matrice mitochondriale est rapidement dismuté par la superoxyde dismutase 

mitochondriale (cf 3.4.1 de la partie « les espèces réactives dérivées de l’oxygène »), et de la 

même façon, l’O2
●  produit dans l’espace intermembranaire est rapidement pris en charge par la 

superoxyde dismutase dépendante du cuivre et du zinc. Cependant, si la concentration en O2
● est 

très élevée dans la matrice mitochondriale, l’O2
● peut s’échapper dans l’espace intermembranaire 

puis dans le cytosol via des canaux anioniques (VDAC) présents sur la membrane mitochondriale 

externe (Figure 18) (Camello-Almaraz et al., 2006). 
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2.3. NO synthase (NOS) découplée 

Il existe 4 isoformes de cette enzyme : la NOS neuronale (nNOS), la NOS inductible 

(iNOS), la NOS mitochondriale (mtNOS) et la NOS endothéliale (eNOS).  

Les NOS sont homodimériques, chaque monomère est constitué d’un domaine oxygénase 

et d’un domaine réductase possédant chacun une activité catalytique (Figure 19). Le domaine 

oxygénase catalyse la formation du NO à partir de la L-arginine, et le domaine réductase catalyse 

la réduction du NADPH en NADP. Le domaine oxygénase contient le domaine de liaison de 

l’hème et du cofacteur principal des NOS (la tétrahydrobioptérine ou BH4), ainsi que le domaine 

de fixation du substrat (la L-arginine). Le domaine réductase est, quant à lui, constitué d’un site de 

fixation pour les flavines FAD et FMN ainsi que pour le NADPH (Figure 19). Les deux domaines 

oxygénase et réductase sont reliés entre eux par un site de liaison à la calmoduline (Alderton et 

al., 2001). 

Pour que les NOS produisent du NO, elles doivent être sous forme d’homodimères, si les 

monomères ne sont pas assemblés, alors on parle de NOS découplée (Figure 19), et l’enzyme va 

alors produire de l’O2
●. La BH4 est un cofacteur essentiel pour stabiliser la NOS sous forme 

homodimérique (Li et al., 2004).  

 

                                    NOS couplée           NOS découplée 

Figure 19 : représentation schématique de la structure de la NO synthase.  
Le schéma de gauche représente la NOS sous sa forme couplée : les deux dimères sont liés par 

le cofacteur BH4, et l’enzyme produit du NO. Le schéma de droite représente la NOS sous sa 

forme découplée : un déficit en BH4 empêche la dimérisation des sous-unités, et l’enzyme produit 

de l’O2
● (Schulz et al., 2008). 
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2.4. Autres oxydases  

Les autres systèmes enzymatiques capables de générer des ROS dans les cellules 

vasculaires sont la xanthine-oxydase, la SOD, les cytochromes P450, les lipooxygénases, les 

cyclooxygénases (Li et al., 2004). 

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une métalloflavoprotéine ubiquitaire qui peut être 

trouvée sous deux formes fonctionnelles distinctes : la xanthine déshydrogénase (XD) qui est 

constitutivement exprimée in vivo et la xanthine oxydase (XO) qui est une modification post 

traductionnelle de XD. XD et XO catalysent l’oxydation de l’hypoxanthine en xanthine et de la 

xanthine en acide urique (Figure 20). XD utilise NAD+ comme accepteur d’électrons pour ses 

réactions redox, ce qui génère un produit stable NADH. Cependant, XO ne peut pas utiliser 

NAD+, elle nécessite la réduction d’oxygène pour l’oxydation de la xanthine, ce qui va générer de 

fortes concentrations d’O2
● (Li et al., 2004). 

 

Figure 20 : production d’anion superoxyde par la xanthine oxydase (XO) 

Les SOD sont également une source de ROS car elles catalysent la conversion de l’O2
● en 

H2O2 (Figure 16). Les cytochromes P450 (CYP) génèrent de l’O2
●, de l’H2O2 et de l’●OH durant 

leur cycle de réaction d’oxydoréduction (Li et al., 2004). Les cyclooxygénases peuvent également 

produire de l’O2
● au cours du métabolisme de l’acide arachidonique. 

3. SYSTEMES ENDOGENES DE DEFENSE CONTRE LES ROS 

Les systèmes antioxydants sont soit des molécules qui captent ou inactivent les ROS, soit 

des systèmes enzymatiques qui catalysent leur réduction. Ces systèmes permettent la 

détoxification et la défense des cellules vis-à-vis des effets potentiellement délétères des ROS. 

3.1. Le monoxyde d’azote 

En présence de faibles concentrations de NO, l’interaction NO/O2
● a deux conséquences : 

la production de faibles quantités d’ONOO- et la diminution de la concentration en O2
●. Ainsi, les 

concentrations relativement faibles de NO n’induisent pas de stress oxydant et lui confèrent des 

propriétés antioxydantes. Cependant, lorsque les taux de NO et d’O2
● sont élevés, la quantité 

d’ONOO- formé est plus importante. De plus, dans certains cas où la quantité d’O2
● est très 

élevée et ainsi supérieure à la capacité d’utilisation de l’O2
● par la SOD, le stress oxydant sera 
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important de par la présence à la fois de fort taux d’ONOO- et d’O2
● (Wolin, 2009). Le NO 

possède donc des propriétés antioxydantes seulement s’il est produit en faible quantité. 

3.2. Tétrahydrobioptérine 

La BH4 est considérée comme un important antioxydant biologique, en stabilisant le 

complexe homodimérique de la NOS, il empêche le découplage de la NOS et donc la formation 

d’O2
● par la NOS (cf 2.3. de la partie « les espèces réactives dérivées de l’oxygène ») (Li et al., 

2004). 

3.3. L’acide ascorbique (Vitamine C) et l’α-tocophérol (Vitamine 
E) 

Ces deux vitamines font parties de la famille des thioprotéines, ou protéines à groupement 

thiol. Ce groupement leur confère leur propriété antioxydante et participe au contrôle de l’état 

redox des thiols (cf 4.2.2. de la partie « les espèces réactives dérivées de l’oxygène »). 

L’acide ascorbique ou vitamine C est l’un des antioxydants les plus importants du plasma 

humain. Il peut diminuer l’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL), capter l’O2
●, réagir 

avec les ONOO- et les ROS, protégeant ainsi les lipides contre la peroxydation lipidique (Forman 

et al., 2009). D’autre part, l’acide ascorbique augmente le niveau de BH4 intracellulaire, en 

stabilisant ce composé sans affecter la synthèse du BH4 ou modifier son affinité pour la eNOS. 

Ceci a pour conséquence de potentialiser l’activité de la eNOS et donc, la production de NO 

(Heller et al., 2001). 

Quant à l’α-tocophérol ou vitamine E, il est fixé aux membranes et stoppe la chaîne de 

réaction de péroxydation des lipides en capturant un radical lipidique peroxyle (L●). La vitamine E 

devient alors à son tour un radical, mais est moins réactive que le L●, elle pourra par la suite être 

prise en charge par une autre molécule antioxydante (Forman et al., 2009).  

3.4. Les systèmes enzymatiques 

Dans le système vasculaire, la SOD et la catalase sont les principales enzymes qui 

détoxifient les ROS (Figure 16). Cependant, les radicaux tels que ●OH et L● ne peuvent pas être 

éliminés par catalyse enzymatique car leur vitesse de réaction avec des molécules cibles est trop 

rapide. Seuls l’O2
● et l’H2O2 sont dégradés par les systèmes enzymatiques.  

3.4.1. Les superoxydes dismutases (SOD) 
Cette enzyme catalyse la dismutation de l’O2

● en H2O2 selon la réaction : 

2 O2
● + 2 H+  H2O2 + O2  
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Ainsi, les SOD jouent un rôle majeur dans la protection des cellules contre les effets 

néfastes causés par l’O2
● et ONOO-.  

Il existe trois isoformes de SOD : 

- La Cu/Zn-SOD (SOD 1) est une enzyme homodimérique (32 kDa) contenant un Cu (II) et 

un Zn (II) par sous-unité. Elle est principalement localisée dans le cytoplasme et dans le 

noyau, et une petite quantité peut être détectée dans l’espace intermembranaire de la 

mitochondrie. Elle représente la forme prédominante dans les vaisseaux sanguins.  

- La Mn-SOD (SOD 2) possède un Mn (II) par sous-unité, elle est présente dans la matrice 

mitochondriale, et représente la première ligne de défense contre le stress oxydant car elle 

permet la dismutation quasi instantanée de l’O2
● produit au niveau de la chaîne 

respiratoire.  

- L’EC-SOD (SOD 3) est la forme extracellulaire, c’est une enzyme homotétramérique qui 

fonctionne avec un Cu (II) et un Zn (II) par sous-unité. Elle est produite dans les vaisseaux 

par les CML et est principalement localisée au niveau de l’espace entre l’endothélium et 

les CML. (Faraci, 2003). 

L’H2O2 formé par les différentes SOD, sera par la suite pris en charge par deux types 

d’enzymes : la catalase et la glutathion peroxydase.  

3.4.2. Catalase 
La catalase est une enzyme antioxydante intracellulaire qui est principalement localisée 

dans les peroxysomes et parfois dans le cytosol. Elle métabolise l’H2O2 en H2O + ½ O2, évitant 

ainsi sa transformation en radical ●OH (Figure 16) (Pryor et al., 2006).  

3.4.3. Glutathion peroxydase (GPx) 
La GPx fait partie d’un système enzymatique complet qui joue un rôle central dans le 

mécanisme d’élimination de l’H2O2. La GPx est l’enzyme clé du système et nécessite la présence 

de glutathion réduit (GSH) comme donneur d’électron et aboutit à la production de glutathion 

disulfite (GSSG) et d’H2O. Le GSSG sera à nouveau réduit par la glutathion réductase (GR) qui 

utilise le NADPH comme donneur d’électron.  

La GPx et la catalase permettent ainsi l’élimination de l’H2O2, toutefois, la catalase semble 

jouer un rôle plus important en présence de fortes concentrations d’H2O2, alors que la GPx prend 

en charge l’H2O2 même en faible quantité (Paravicini et al., 2008). La GPx est ainsi considérée 

comme la source majeure de protection contre H2O2. 
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3.4.4. Peroxyredoxines 
Ces enzymes, découvertes récemment, sont au nombre de 6 chez les mammifères et sont 

localisées dans le cytosol, les mitochondries, les péroxysomes ou sont associées au noyau et aux 

membranes. Ces protéines exercent leur rôle antioxydant dans la cellule à travers une activité 

peroxydase, où H2O2, le peroxynitrite et de nombreux hydroperoxydes sont les substrats. Ces 

enzymes ont une faible efficacité catalytique par rapport à la GPx et à la catalase, mais sont 

présentes en grande quantité dans les cellules, elles joueraient donc un rôle important dans la 

détoxification cellulaire (Forman et al., 2009). 

4. ROLES PHYSIOLOGIQUES ET PHYSIOPATHOLOGIQUES 

4.1. Rôles physiologiques 

Un des aspects intéressants des ROS est qu’elles ne sont pas toutes délétères, certaines 

sont des produits essentiels en conditions physiologiques.  

Les ROS sont par exemple les senseurs des variations d’oxygène à l’origine du contrôle 

de la ventilation au niveau des corps carotidiens, mais également à l’origine de l’activation de 

l’expression de gènes via le facteur de transcription inductible par l’hypoxie (HIF-1 pour « Hypoxia 

Inducible Factor »). D’autre part, la production de ROS est souvent augmentée avant le 

phénomène de mort cellulaire programmée ou apoptose (pour revue : Droge, 2002).  

L’H2O2 en particulier est relativement stable et non chargé, il est donc moins réactif et peut 

facilement diffuser de cellule à cellule. De plus, récemment, l’H2O2 a été identifié comme facteur 

hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF). En effet, dans certains territoires vasculaires 

comme les artérioles coronaires ou les artères mésentériques, certains stimuli (bradykinine ou 

augmentation du flux) induisent la production d’H2O2. Dans ce cas, l’H2O2 produit par l’endothélium 

provoque une hyperpolarisation des CML adjacentes via l’activation de canaux potassiques 

dépendants du calcium (Feletou, 2009). Ceci conduit alors à une relaxation des CML adjacentes 

(Bellien et al., 2008). 

D’autre part, l’H2O2 constitue un second messager impliqué dans différentes voies de 

signalisation. Il a en effet été montré que l’H2O2 inhibe les phosphatases et active la guanylate 

cyclase, le tout conduisant à une augmentation des effets du NO (Mueller et al., 2005). De plus, il 

serait capable de réagir avec l’hème composant les cyclooxygénases, conduisant ainsi à leur 

activation et à la production de prostaglandines (Wolin, 2009).  

Cependant ces phénomènes ont lieu lorsque la balance production/élimination des ROS 

est à l’équilibre, mais lorsque la production augmente ou la dégradation est altérée, le 

phénomène de stress oxydant apparaît. 
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4.2. Stress oxydant 

Dans la cellule, il existe un équilibre entre la production de ROS et leur élimination. Le 

stress oxydant est classiquement défini comme un déséquilibre en faveur de la production de 

ROS qui conduit à une oxydation accrue des composants cellulaires essentiels. Le stress oxydant 

est à l’origine du vieillissement cellulaire.  

4.2.1. Altération des lipides membranaires 
Les lipides membranaires sont une cible importante des ROS. Les acides gras 

polyinsaturés sont plus susceptibles aux attaques radicalaires, particulièrement de l’●OH, et 

génèrent des peroxydes lipidiques (L●) très réactifs, à l’origine de la formation de L● en chaîne 

(Forman et al., 2009). Parmi eux, l’isoprostane, la malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal 

(4-HNE) ont été très étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Pamplona, 2008). La 

peroxydation des lipides membranaires a des conséquences néfastes sur la cellule de par la 

perte de l’intégrité membranaire, et donc une désorganisation de tous les complexes qui la 

composent. De plus, les produits de la peroxydation lipidique réagissent avec les protéines et 

l’ADN. 

4.2.2. Altération des protéines 
Les ROS peuvent altérer les protéines de façon directe ou de façon indirecte. En effet, 

l’H2O2 réagit rapidement avec les protéines, en particulier avec les groupements thiols des résidus 

cystéines. De plus, l’ONOO- conduit à la formation de protéines nitrosylées, marqueurs du stress 

oxydant dans la cellule. En parallèle, les protéines peuvent être la cible des lipides peroxydés, en 

particulier le 4-HNE qui peut réagir avec les protéines en ajoutant une double liaison carbone - 

carbone, ou en induisant la formation d’une base de Schiff (Forman et al., 2009). De telles 

modifications conduisent généralement à une perte de fonction catalytique ou structurale des 

protéines affectées (Levine, 2002). Les protéines modifiées par l’oxydation vont être prises en 

charge par des protéines spécifiques dites protéines de stress (Heat Shock Protein ou HSP) 

(Levine, 2002).  

Il faut souligner l’importance de l’acide aminé cystéine dans les voies de signalisation 

impliquant les ROS. En effet, le groupement thiol présent sur cet acide aminé réagit très 

rapidement avec les ROS, particulièrement avec l’H2O2, on parle alors d’état redox des thiols. 

Cet état redox est ainsi un marqueur de l’état redox de la cellule. De nombreux systèmes régulent 

l’état redox des thiols, parmi eux le système enzymatique comprenant la glutathion peroxydase, 

ainsi que les peroxyredoxines (cf 3.4.3 et 3.4.4 de la partie « les espèces réactives dérivées de 

l’oxygène »). Le contrôle de l’état redox des thiols est extrêmement important pour la régulation 

des voies de signalisation dans les cellules (Bindoli et al., 2008). En effet, la majeure partie des 
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propriétés biologiques des protéines (fonctions, structure) dépend de l’état redox des cystéines 

composant ces protéines.  

4.2.3. Conséquences sur la mitochondrie 
Si la mitochondrie est une source de ROS intracellulaire, elle est surtout leur principale 

cible. Les ROS peuvent en effet avoir une action directe sur l’activité mitochondriale, ainsi, le 

peroxynitrite (ONOO-) formé par la réaction entre le NO et l’O2
● peut inhiber la chaîne respiratoire 

et endommager différents composants mitochondriaux (complexe de la chaîne respiratoire, 

membrane et ADN mitochondriaux) (Shiva et al., 2004). En effet, l’ADN mitochondrial (ADNmt) est 

à proximité directe de la source de ROS et l’absence d’histone et de système de réparation le 

rend très fragile. Les différents complexes de la chaîne mitochondriale étant codés par l’ADNmt, 

son altération pourrait endommager le fonctionnement de la chaîne respiratoire (Starkov, 2008). 

4.2.4. Altération du génome 
D’une façon générale, les réactions d’oxydation de l’ADN (qu’il soit nucléaire ou 

mitochondrial) créent un grand nombre de dommages de l’ADN et peuvent être classées en deux 

catégories : les oxydations directes et les modifications par fixation de produits secondaires. Dans 

le premier cas, la guanine est la cible privilégiée de nombreux oxydants tels que l’●OH et l’ONOO-, 

et aboutit à la formation de 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxo-dG) qui constitue un 

marqueur expérimental du stress oxydant (Helbock et al., 1999). Cette modification peut conduire, 

en l’absence de réparation, à diverses mutations. L’ADN peut également être modifié par l’ajout 

de produit de la peroxydation lipidique tels que le 4-HNE et le MDA. Ces modifications semblent 

fortement impliquées dans les phénomènes de cancérisation de même que les mutations de 

l’ADNmt pourraient être impliquées dans les phénomènes de mort cellulaire en altérant le 

fonctionnement mitochondrial (Pamplona, 2008; Starkov, 2008). 

4.3. ROS et pathologies vasculaires 

Les données des 15 dernières années montrent un rôle majeur des ROS en physiologie et 

physiopathologie vasculaire. Au niveau des CML, les ROS proviennent majoritairement de la 

NADPH oxydase et de la mitochondrie (Lyle et al., 2006). L’endothélium peut également être une 

source de ROS via différents systèmes enzymatiques tels que la eNOS, la xanthine oxydase, les 

cyclooxygénases et le cytochrome P450 (Li et al., 2004). 

L’O2
● interagit avec le NO avec des constantes de vitesse très élevée, la réaction est 

simplement limitée par la vitesse de diffusion des deux espèces. Ceci conduit à l’inactivation du 

NO et à la formation d’ONOO-, ROS non radicalaire mais potentiellement cytotoxique. Une 

augmentation de production d’O2
● conduit donc à la diminution de la biodisponibilité du NO et 

donc à une dysfonction endothéliale, facteur à l’origine de dysfonction vasculaire et jouant un 
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rôle majeur dans la physiopathologie de nombreuses pathologies vasculaires parmi lesquelles 

l’athérosclérose, la diabète ou encore les hypertensions artérielles systémique et pulmonaire 

(Rojas et al., 2006). 

5. ROS ET CIRCULATION PULMONAIRE 

La circulation pulmonaire a la propriété de se contracter en réponse à une hypoxie 

alvéolaire de façon à maintenir un rapport ventilation/perfusion stable. A l’inverse, les artères 

systémiques se dilatent lors d’une hypoxie de façon à apporter suffisamment d’oxygène aux 

tissus. Ces observations ont amené à déterminer le senseur des variations d’oxygène dans les 

vaisseaux, il est maintenant bien établi que ce senseur se situe au niveau des CML vasculaires 

(Gupte et al., 2008). Cependant, sa nature moléculaire n’a pas encore été identifiée, mais les 

mécanismes faisant intervenir les ROS dans le développement de l’HTAP hypoxique ont fait 

l’objet de nombreuses études.  

5.1. ROS et HTAP idiopathique, familiale et associée (groupe 1) 

Alors que les mécanismes impliquant les ROS dans l’HTAP hypoxique ont fait l’objet de 

nombreuses études, ce n’est pas le cas pour les HTAP du groupe 1. Cependant, une étude sur 

du tissu humain montre la présence d’un stress oxydant au niveau du poumon des patients. Ce 

stress oxydant se traduit par une augmentation des dommages sur l’ADN, une augmentation du 

taux de tyrosines nitrosylées, et une diminution de l’expression ainsi que de l’activité de la 

Mn-SOD (Bowers et al., 2004). 

Les études menées sur le modèle de rats MCT s’accordent à dire que les ROS sont 

augmentées en cas d’HTAP induite par la MCT, et un stress oxydant est observé. En effet, les 

ROS sont augmentées au niveau du ventricule droit de rats MCT, dont les sources de production 

sont la NADPH oxydase et la mitochondrie (Redout et al., 2007). D’autre part, cette même étude 

montre une augmentation de l’expression des sous-unités gp91phox et Rac, ainsi qu’une diminution 

de l’expression des Cu/Zn SOD et Mn SOD au niveau du ventricule droit des animaux malades. 

Par ailleurs, les systèmes de défenses antioxydants sont activés 1 et 2 semaines après l’injection 

de MCT avant le développement de l’HTAP, mais leur activité diminue de façon drastique 6 

semaines après l’injection de MCT, une fois l’HTAP installée (Farahmand et al., 2004). 

Enfin deux études montrent que le traitement des rats MCT avec des antioxydants 

prévient l’apparition de l’HTAP induite par la MCT. Une première étude montre en effet que 

l’administration intratrachéale d’adénovirus codant la EC-SOD humaine prévient le 

développement de l’HTAP induite par la MCT, et une seconde équipe est arrivée au même 

résultat en traitant les rats avec des piégeurs de ROS (Chen et al., 2001; Kamezaki et al., 2008). 
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5.2. ROS et HTAP hypoxique (groupe 3) 

Une première hypothèse fait intervenir l’H2O2 dont la production par les Nox ou la 

mitochondrie serait diminuée. Ceci inactiverait les canaux potassiques dépendants du calcium 

(BKCa) et dépendants du voltage (Kv1.5) soit de façon directe, soit via une diminution de la 

production de GMPc. Ce phénomène conduit à une dépolarisation membranaire et donc à 

l’activation des canaux calciques dépendants du voltage de type L. L’augmentation de calcium 

produit alors une contraction : c’est la vasoconstriction hypoxique (VHP) qui, si elle est maintenue, 

aboutit au développement d’une HTAP hypoxique (Archer et al., 2008) (Figure 21).  

Une seconde hypothèse suggère une augmentation de la production d’H2O2 par les Nox et 

la mitochondrie en réponse à une hypoxie persistante, ceci élèverait la concentration calcique 

intracellulaire par un mécanisme encore inconnu, et activerait le facteur de transcription HIF-1 et 

la Rho kinase (Figure 21). L’activation de la Rho kinase augmenterait alors la sensibilité de 

l’appareil contractile au calcium et provoquerait une VHP. En parallèle, l’activation de HIF-1 

augmente l’expression de gène et conduirait au remodelage des vaisseaux (Waypa et al., 2006). 

Enfin, la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), enzyme clé de la glycolyse, 

pourrait être impliquée dans le développement de l’HTAP hypoxique (Figure 21). En effet, la 

G6PD utilisant le cofacteur NADPH, son activité altère la biodisponibilité de ce cofacteur. 

Cependant en cas d’hypoxie, l’activité de la G6PD diminue, élevant donc la biodisponibilité du 

NADPH. Ceci inactive les canaux potassiques dépendants du voltage conduisant à la 

dépolarisation membranaire et l’activation des canaux calciques de type L (Gupte et al., 2008).  
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Figure 21 : schéma récapitulatif de l’implication des ROS dans l’HTAP. 
(D’après Gupte et al., 2008). Hypothèses permettant d’expliquer le rôle des ROS dans l’HTAP : la 

production d’H2O2 par les Nox ou la mitchondrie est soit diminuée soit augmentée, induisant 

respectivement une vasoconstriction et un remodelage des artères pulmonaires. Plus récemment, 

une nouvelle hypothèse faisant intervenir la G6PD et les Nox dans la vasoconstricton est 

apparue. 

L’implication de la NADPH oxydase dans la physiopathologie de l’HTAP hypoxique a été 

proposée récemment, notamment grâce aux souris KO pour la sous-unité gp91phox. Lorsque ces 

souris sont soumises à 3 semaines d’hypoxie normobare, elles ne développent pas d’HTAP, ni 

d’hypertrophie du ventricule droit, ni d’épaississement de la paroi des artères pulmonaires (Liu et 

al., 2006). D’autre part, les artères pulmonaires issues de ces souris ne présentent pas 

d’hyperréactivité à la sérotonine. De plus, une étude menée au laboratoire a montré qu’il existe 

une dysfonction endothéliale au niveau des AIP de souris atteintes d’HTAP hypoxique, mais cette 

dysfonction endothéliale n’est pas observée au niveau des AIP de souris gp91phox -/- soumises à 3 

semaines d’hypoxie chronique (Fresquet et al., 2006). Ainsi, chez la souris, la production d’O2
● 

par la NADPH oxydase est à l’origine de la dysfonction endothéliale observée dans l’HTAP. 

D’autre part, il a aussi été montré par des approches génétiques, l’implication de la BH4 

dans le développement de l’HTAP. En effet, des souris n’exprimant pas l’enzyme catalysant la 

première étape de synthèse de BH4 (cofacteur nécessaire à la production de NO par la eNOS, Cf 
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2.3. de la partie « les espèces réactives dérivées de l’oxygène ») développe une hypertrophie du 

ventricule droit ainsi qu’un épaississement de la média des vaisseaux pulmonaires. Ces souris 

développent une HTAP de façon spontanée, sans exposition à l’hypoxie chronique, mais pas 

d’hypertension systémique. Cependant, ces phénomènes sont accentués lorsque les animaux 

sont exposés à une hypoxie chronique (Khoo et al., 2005). Lors de cette même étude, les auteurs 

ont également utilisé des souris surexprimant l’enzyme à l’origine de la synthèse de BH4, ces 

souris ne développent pas d’HTAP lorsqu’elles sont exposées à une hypoxie chronique. Cette 

étude montre l’importance de la BH4 dans le développement de l’HTAP hypoxique et suggère un 

rôle clé du degré de couplage/découplage de la eNOS dans l’apparition de la pathologie.  

6. ROS, 5-HT ET CIRCULATION PULMONAIRE 

La 5-HT est capable d’activer la production d’O2
● via l’activation de la sous-unité 

régulatrice Rac1 de la NADPH oxydase au niveau des CML d’artère pulmonaire de bœuf. Ce 

phénomène est inhibé à la fois par des antagonistes des récepteurs et des inhibiteurs des 

transporteurs à la 5-HT. La production d’O2
● induite par la 5-HT conduit à l’activation de 

ERK1/ERK2 (protéines de la famille des MAP kinases) puis à l’activation de l’expression de gènes 

(Lee et al., 1999). Cette cascade de signalisation a mis en évidence l’implication de l’O2
● dans la 

prolifération des CML bovines, et pourrait expliquer la prolifération des CML observée dans 

l’HTAP. 

D’autre part, au niveau des CML d’artères pulmonaires de souris, la production d’O2
● par 

la 5-HT potentialise la réponse contractile à la 5-HT. Enfin, l’O2
● produit par la 5-HT provient 

également de la NADPH oxydase, mais la sous-unité gp91phox n’intervient pas (Liu et al., 2004a).
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MMaattéérriieell  bbiioollooggiiqquuee  
1. ANIMAUX 

1.1. Groupe contrôle  

Des rats mâles de souche Wistar d’un poids compris entre 300 et 400 g (Janvier, Le 

Genest-Saint-Isle) ont été utilisés. Les animaux sont élevés dans des conditions constantes de 

température et d'humidité avec des cycles de 12 heures de jour/12 heures de nuit ; ils reçoivent 

de l’eau et sont nourris ad libitum. 

1.2. Modèles animaux d’hypertension artérielle pulmonaire 
(HTAP) 

1.2.1. Modèle animal : le rat traité à la monocrotaline (MCT) 
Les rats sont traités à la monocrotaline grâce à une injection intrapéritonéale de 60 

mg/Kg de monocrotaline diluée dans une solution d’un volume équivalent d’HCl 1M et de NaOH 

1 M pH 7. En parallèle, un groupe de rats contrôles reçoit une injection du solvant (HCl 1 M + 

NaOH 1 M, pH 7). 

Ce modèle pathologique a été validé dans le laboratoire, grâce à la mesure de différents 

paramètres mettant en évidence le développement d’une HTAP chez ces animaux. Parmi eux, 

la mesure de la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) qui s’élève à 15 ± 2 mm Hg (n 

= 5) chez les rats du groupe contrôle, et qui atteint 29,8 ± 1,3 mm Hg chez les rats MCT (n = 5) 

(Figure 22). L’hypertrophie du ventricule droit est évaluée par le rapport de Fulton. Ce rapport 

est défini par le rapport du poids du ventricule droit sur le poids du ventricule gauche plus 

septum. Il s’élève à 0,2 ± 0,03 chez les rats du groupe contrôle (n = 61), et atteint 0,51 ± 0,1 

dans le modèle de rat MCT (n = 53) (Figure 22). 
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Figure 22 : validation du modèle de rat MCT 
Pressions artérielles pulmonaires moyennes (gauche) et rapport de Fulton (droite) des groupes 

de rats contrôles et de rats monocrotalines (MCT). * indique une différence significative par 

rapport au groupe contrôle, P<0,05. 

1.2.2. Modèle animal : le rat hypertendu suite à une hypoxie 
chronique (HC) 

Les rats sont placés dans un caisson hypobare (Minerve, Esternay) (Figure 23) pendant 

3 semaines, et subissent une pression barométrique de 380 mmHg équivalent à ½ atmosphère 

et à une altitude de 5500 m. La pression inspirée en oxygène est donc diminuée de moitié par 

rapport au groupe contrôle, et s’élève à 80 mmHg. 

Le caisson est divisé en plusieurs compartiments, chaque compartiment pouvant 

recevoir une cage de 4 rats. Chaque compartiment possède un capteur de pression ; ainsi 

qu’une entrée d’air unique, avec un débit de renouvellement de 10 l/min. Le capteur de pression 

permet, quant à lui, de maintenir la pression de 380 mmHg constante au sein du compartiment. 
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Figure 23 : caisson hypobare.  
Les animaux sont placés dans une chambre hypobare (gauche) pendant 3 semaines. La 

pression barométrique est contrôlée grâce à un système de régulation automatique (droite). 

Le caisson est ouvert 3 fois par semaine pour le nettoyage des cages et le 

réapprovisionnement en eau et nourriture. La dépressurisation ainsi que la montée en pression 

du caisson sont contrôlées grâce à un système de régulation automatique (Duffau, Talence) 

permettant une montée et une descente progressives et linéaires de la pression dans les 

compartiments sur une durée de 45 minutes.  

De la même façon que le modèle de rat MCT, la mise en place de l’HTAP a été vérifiée 

sur le modèle de rat HC en mesurant les pressions artérielles pulmonaires moyennes et le 

rapport de Fulton. La PAPm s’élève à 15,6 ± 0,81 mm Hg (n = 5) chez les rats du groupe 

contrôle, et atteint 30,4 ± 1,03 mm Hg (n = 5) chez les rats HC. Quant à la mesure du rapport 
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de Fulton, il est de 0,27 ± 0,004 (n = 100) pour le groupe contrôle, et s’élève à 0,51 ± 0,011 

(n = 100) chez les rats HC.  

2. ARTERE PULMONAIRE DE RAT 

Les rats sont sacrifiés par asphyxie au CO2, puis le poumon est prélevé et placé dans 

une solution de Kreb’s Hepes bicarbonate (KHB).  

 

Tableau 5 : composition de la solution de Krebs-Hepes bicarbonate. 
Le pH est ajusté à 7,4 avec du NaOH.  

Les artères intrapulmonaires de 1er (AIP1) et 3ème ordre (AIP3) sont ensuite disséquées 

sous loupe binoculaire (Figure 24). 

 

Figure 24 : arbre artériel intrapulmonaire de poumon gauche de rat.  

Les AIP3 seront par la suite utilisées pour étudier leur réponse calcique et contractile à 

la sérotonine, mais également pour la RT-PCR, le Western Blot, l’immunofluorescence, et 

l’étude de la communication myoendothéliale. La résonance paramagnétique des électrons 

ainsi que le dosage du GMPc seront réalisés sur l’arbre vasculaire pulmonaire entier. 
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Quant aux AIP1, elles seront utilisées par la suite pour étudier leurs réponses 

contractiles à divers agonistes.  

3. CELLULES MUSCULAIRES LISSES ARTERIELLES 
PULMONAIRES 

3.1. Dissociation cellulaire 

Les AIP3 d’un rat sont disséquées de façon stérile, puis coupées en petits morceaux. 

Ceux-ci sont ensuite incubés 6 minutes à 37°C dans une première solution enzymatique 

composée de 1,5 mg/ml de papaïne, 1 mg/ml de DiThioThreitol (DTT) et 2 mg/ml d’albumine 

sérique de bovin (BSA), le tout dilué dans la solution dite de dissociation (SD, cf. tableau 6). Les 

vaisseaux sont ensuite récupérés à l’aide d’une pipette pasteur et transférés dans une seconde 

solution enzymatique composée de 1,5 mg/ml de collagénase H, 1,5 mg/ml d’inhibiteur de 

trypsine et 2 mg/ml de BSA, le tout dilué dans SD. Après 6 minutes d’incubation à 37°C, les 

vaisseaux sont transférés dans la solution SD et sont dissociés mécaniquement. Le liquide est 

ensuite récupéré et centrifugé, puis le culot de cellules dissociées est remis en suspension 

dans du milieu de culture stérile (milieu Dubelcco modifié par Eagle – DMEM – Gibco) 

contenant un mélange d’antibiotiques et d’antimycotiques (100 U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de 

streptomycine et 0,25 µg/ml d’amphotéricine B (Gibco)), 1 % d’acides aminés non essentiels 

(Sigma), 1 % de sodium pyruvate (Sigma) et 10 % de sérum de veau fœtal inactivé (Gibco).  

 

Tableau 6 : composition de la solution de dissociation (SD). 

3.2. Culture cellulaire 

Cette suspension cellulaire est ensuite déposée dans des puits de plaque de culture de 

6 puits (300 µl par puits), ainsi que sur des lames de culture à 8 puits (chamber’s slides – 100 µl 

par puits), le tout est placé à 37°C, dans une atmosphère enrichie à 5 % de CO2. Au bout de 

24h, 2 ml de milieu sont rajoutés dans les puits de plaque de culture 6 puits, et 200 µl dans les 
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puits des lames de culture à 8 puits. Le milieu de culture est changé toutes les 48 heures, et la 

viabilité des cellules est appréciée quotidiennement sous microscope.  

Une fois les cellules confluentes, elles sont rendues quiescentes par une incubation de 

48h avec un milieu équivalent dont le sérum est remplacé par une solution contenant 10 µg/ml 

d’insuline, 5,5 mg/ml de transferrine et 5 ng/ml de sélénite de sodium (ITS, Sigma). Cette étape 

permet de faire évoluer les cellules du phénotype prolifératif au phénotype contractile.  

Après ces 48h d’ITS, le phénotype musculaire lisse des cellules ensemencées sur les 

lames de culture à 8 puits sera vérifié, et la détection des connexines sera réalisée par 

immunofluorescence.  

3.3. Vérification du phénotype musculaire lisse des cellules 

Les cellules en culture dans les lames de culture à 8 puits sont rincées au PBS, puis 

fixées et perméabilisées pendant 15 minutes avec du méthanol froid (-20°C), à -20°C. Après 

rinçage du méthanol au PBS, les sites de fixation non spécifiques sont bloqués avec du 

PBS-tween 0,05 % contenant 4 % de BSA pendant 45 minutes. Les cellules sont alors incubées 

dans l’anticorps primaire dilué dans du PBS tween 0,05 % contenant 1 % de BSA. Deux 

anticorps primaires sont utilisés pour le phénotypage des CML : un anticorps dirigé contre 

l’α-actine du muscle lisse (clone 1A4, Sigma), et un anticorps dirigé contre la calponine (Santa 

Cruz). Ces deux anticorps sont utilisés à 0,2 µg/ml et à 2 µg/ml respectivement et incubés 

pendant 2 heures à température ambiante.  

Après 3 lavages de 5 minutes au PBS tween 0,05 %, les cellules sont incubées pendant 

1h à température ambiante avec l’anticorps secondaire correspondant : l’anticorps anti-α-actine 

du muscle lisse étant produit chez la souris, les cellules sont incubées avec un anticorps 

reconnaissant les IgG de souris, alors que l’anticorps anti-calponine étant produit chez le lapin, 

les cellules sont incubées avec un anticorps dirigé contre les IgG de lapin. Dans les deux cas, 

l’anticorps secondaire est dilué dans du PBS tween 0,05 % contenant 1 % de BSA, et il est 

couplé au fluorophore Alexa 546® (Molecular Probes). Après 2 lavages au PBS tween 0,05 %, 

les noyaux des cellules sont marqués pendant 20 minutes à température ambiante dans du 

Hoechst (45 µM, Molecular Probes) dilué dans du PBS tween 0,05 %. Enfin, les cellules sont 

lavées au PBS tween 0,05 % puis au PBS seul et les lames sont montées avec du Fluorescent 

mounting medium (Dako). 

Les marquages fluorescents sont ensuite observés avec un microscope confocale 

(Nikon TE2000) à l’aide d’un objectif plan apochromatique, d’un grossissement de 60, 

d’ouverture numérique (NA) 1,40 et à immersion à huile (Figure 25). Afin d’observer les noyaux 

marqués au Hoechst, les cellules sont excitées à l’aide d’un laser diode à 408 nm et la 
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fluorescence émise en retour est filtrée à 450 ± 35 nm. Quant au marquage immunologique, 

l’Alexa 546® est observé en excitant les cellules à l’aide d’un laser hélium-néon à 543 nm, et la 

fluorescence émise est filtrée à 605 ± 75 nm. 

 

Figure 25 : vérification phénotypique des cellules utilisées. 
La barre représente une distance de 15 µm 
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MMeessuurree  ssiimmuullttaannééee  dduu  ccaallcciiuumm  eett  ddee  llaa  
ccoonnttrraaccttiioonn  

1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL 

1.1. La sonde calcique 

Les premières sondes fluorescentes dépendantes du calcium ont été synthétisées dans 

les années 1980. Le représentant principal de ces sondes dites de première génération est le 

Quin-2. Il s’agissait alors d’une sonde composée d’un chélateur de Ca2+ (l’EGTA ou le BAPTA) 

associé à un fluorophore. Cette sonde a rapidement été abandonnée en raison de son faible 

rendement quantique. Par la suite, des sondes de deuxième génération ont donc été 

développées telles que le Fura-2 et l’Indo-1 (Grynkiewicz et al., 1985). Ces sondes sont dites 

ratiométriques ou à deux longueurs d’onde et permettent de mesurer des variations de 

concentration de calcium, en s’affranchissant des problèmes liés à  

- la sensibilité des appareils de mesure 

- la variation de la quantité de lumière émise dans le temps (variation de lumière liée à 

une extinction naturelle de la fluorescence par l’excitation lumineuse : le 

« bleaching ») 

- la forme de la cellule étudiée 

- la variation de la concentration intracellulaire de la sonde 

Lors de nos expériences, nous avons utilisé la sonde Fura-PE3 (Figure 26), sonde 

dérivée du Fura 2, améliorée pour éviter la fuite de la sonde hors des cellules ainsi que la 

compartimentation de la sonde dans les organelles. De plus, cette sonde est plus brillante et 

permet d’étudier les variations de concentrations calciques sur des périodes plus longues par 

rapport au Fura 2 (Vorndran et al., 1995). 
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Figure 26 : structure de la sonde calcique Fura-PE3. 
(http://www.sigmaaldrich.com, produit 17081) 

La sonde Fura-PE3 utilisée est une molécule qui a la propriété d’émettre un signal de 

fluorescence différent lorsqu’elle a chélaté ou non le calcium libre intracellulaire. Elle est excitée 

alternativement à deux longueurs d’onde différentes : 340 nm pour mesurer l’intensité de 

fluorescence de la sonde liée au calcium, et 380 nm pour la sonde libre. La fluorescence émise 

est alors mesurée à 510 nm. Le Fura-PE3 est donc une sonde dite double excitation – mono 

émission. En absence de calcium, la sonde émet avec une forte intensité lorsqu’elle est excitée 

à 380 nm. En revanche, plus la concentration en calcium augmente, plus cette intensité 

diminue, et plus l’intensité de fluorescence augmente lorsque la sonde est excitée à 340 nm. 

Ainsi, en fonction de la concentration en calcium, et donc de la quantité de sonde liée au 

calcium, on aura à la fois une modification de l’intensité de fluorescence de la sonde et un 

déplacement du spectre d’excitation (Figure 27) 
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Figure 27 : variation de l’intensité de fluorescence du Fura-PE3 en fonction du spectre 
d’excitation.  
(D’après Vorndran et al., 1995). 

D’autre part, le Fura-PE3 a une forte affinité pour le calcium, ce qui permet de mesurer 

de façon précise de faibles variations de concentration calcique. La constante de dissociation 

(Kd) est de 290 nM (Vorndran et al., 1995), cette sonde est donc adaptée aux concentrations 

calciques intracellulaires de nos expériences. De plus, cette sonde présente une bonne 

sélectivité au calcium par rapport à des cations divalents comme le Mg2+(Kd = 4 mM) (Vorndran 

et al., 1995).  

1.2. Artériographie 

L’artériographe (Figure 28, Danish MyoTechnology, Danemark) permet de se 

rapprocher des conditions de pressurisation in vivo. En effet, ce dispositif permet de faire 

passer du liquide à l’intérieur du vaisseau, de le pressuriser et de maintenir une pression 

intraluminale constante grâce à un système de régulation. 
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Figure 28 : artériographe utilisé pour pressuriser les artères intrapulmonaires de 3ème 
ordre de rats. 

Les AIP3 sont montées sur des pipettes de verre étirées, et sont maintenues sur celles-

ci par du fil de nylon (Figure 29).  

 

Figure 29 : artère intrapulmonaire de 3ème ordre de rat montée sur les pipettes de verre 
de l’artériographe, et pressurisée à 10 mm Hg. 

Le sang résiduel à l’intérieur du vaisseau est ensuite lavé en faisant passer du KHB sur 

la face intraluminale. Le circuit de circulation intraluminale est alors fermé, ce qui permet de 

pressuriser les vaisseaux à 10 mm Hg pour les AIP3 provenant de rat contrôle, et à 20 mm Hg 

pour les AIP3 provenant de rat HC et de rat MCT. L’AIP3 utilisée ne doit pas excéder 1 à 2 mm 

de long pour éviter toute collatérale, et ne doit pas avoir de trou dans la paroi pour éviter toute 

fuite du liquide intraluminal, et la formation de turbulences à l’intérieur du vaisseau.  

La cuve dans laquelle est placé le vaisseau monté est remplie avec du KHB, celui-ci est 

bullé à l’air pour les AIP3 provenant de rat contrôle et de rat monocrotaline, et avec un mélange 

gazeux contenant 9 % d’O2, 5 % de CO2 et 86 % de N2 pour les AIP3 provenant de rat 

hypoxique chronique. La cuve est maintenue à 37°C grâce à un système de régulation de la 

température.  

1.3. Charge des vaisseaux 

Une fois le vaisseau monté et pressurisé dans l’artériographe, il est incubé pendant 1 

heure à 37°C dans du KHB contenant 2 µM de Fura-PE3 sous forme acétoxyméthylester (AM). 
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Ce groupement AM confère à la sonde des propriétés lipophiles lui permettant de traverser la 

membrane cytoplasmique. Une fois la membrane cytoplasmique traversée, le groupement AM 

est clivé par les estérases membranaires, la sonde perd alors cette propriété lipophile et ne 

peut plus traverser la membrane cytoplasmique. Le vaisseau est ensuite lavé quelques minutes 

avec du KHB afin d’éliminer toute trace de Fura-PE3 dans le bain. 

1.4. Vidéomicroscopie 

L’artériographe est placé sur un microscope inversé à épifluorescence (Olympus IX70), 

et le vaisseau pressurisé est observé avec un objectif x 10, NA 0,40, Apochromat à immersion 

à eau. Afin de suivre les variations de calcium, le vaisseau chargé en Fura-PE3 est excité 

alternativement à 345 nm et à 380 nm pendant 600 et 300 ms respectivement, et ce, grâce à 

une roue à filtre (Sutter Instruments) pilotée par ordinateur (logiciel MetaFluor). La source 

lumineuse est une lampe au Xénon (100 W), la lumière incidente traverse les filtres de la roue à 

filtre, puis est réfléchie sur la préparation grâce à un miroir dichroïque (390 nm). La 

fluorescence émise par la préparation va traverser ce même miroir dichroïque, et seules les 

longueurs d’onde de 510 ± 23 nm vont être sélectionnées grâce à un filtre. Ce signal va alors 

être capté et enregistré par une caméra CCD (Coolsnap fx Monochrome, Photometrics) et 

l’acquisition des images est réalisée toutes les 20 secondes à une résolution de 12 bits et 1030 

x 1030 pixels. Les informations sont alors transmises à un ordinateur et l’acquisition se fait avec 

le logiciel MetaFluor (Ropper Scientifique) (Figure 30). 

 

Figure 30 : schéma de l’installation de vidéomicroscopie. 
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1.5. Analyse des données 

1.5.1. Calcium 
Les intensités de fluorescences émises suite aux excitations à 345 et 380 nm sont 

mesurées au niveau de 4 régions dessinées sur la paroi du vaisseau à l’aide du logiciel 

MetaFluor (Ropper Scientific). Ces intensités sont corrigées en soustrayant le bruit de fond, 

puis le rapport des deux intensités de fluorescences corrigées est réalisé. On calcule alors les 

ratio 345 nm / 380 nm en condition basale et en condition stimulée (lors d’une contraction à la 

5-HT) puis, la différence entre ces deux ratios. Les résultats sont alors exprimés en delta ratio 

345 nm / 380 nm mettant ainsi en évidence la variation de calcium induite par la stimulation.  

1.5.2. Contraction 
Grâce au logiciel MetaMorph (Ropper Scientific), le bruit de fond est soustrait de toutes 

les images acquises suites aux excitations à 345 et 380 nm, puis, une nouvelle image 

ratiométrique correspondant au ratio 345 nm / 380 nm est construite. Sur cette nouvelle image, 

3 lignes sont dessinées dans l’axe perpendiculaire au vaisseau, et le nombre de pixels 

fluorescents présents sur ces lignes est calculé puis moyenné. Au préalable, une calibration a 

été réalisée, ceci a permis de définir que la taille d’un pixel, à l’objectif utilisé (x 10), est de 

1,111 µm x 1,111 µm. Cette calibration permet donc de définir le diamètre externe du vaisseau 

au cours de l’expérience. 

Les variations du diamètre externe lors des stimulations à la 5-HT sont comparées au 

diamètre externe initial, et les résultats sont exprimés en pourcentage de contraction. 

2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

2.1. Mesure simultanée du calcium et de la contraction en 
réponse à la 5-HT 

2.1.1. Etude de la réponse à la 5-HT sur les AIP3 de rats contrôles 
Le vaisseau baigne dans 5 ml de KHB bullé puis, une fois l’acquisition des images 

démarrée, des doses croissantes de sérotonine sont ajoutées afin de construire une courbe 

dose - réponse à cet agoniste. Le vaisseau est ensuite lavé, afin qu’il retrouve son diamètre 

initial au repos. Puis, le vaisseau est mis en présence des différents inhibiteurs à la fois sur la 

face extraluminale (bain de la cuve, 5 ml) et à la fois sur la face intraluminale (solution à 

l’intérieur des pipettes de verre). Après 30 minutes à 1 heure d’incubation selon l’inhibiteur en 

question, une nouvelle acquisition des images est effectuée et une nouvelle courbe doses - 

réponse à la sérotonine est construite.  
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Ce protocole présente l’avantage de pouvoir comparer la réponse à la sérotonine en 

présence et en absence d’un inhibiteur sur le même vaisseau. Auparavant, la reproductibilité de 

deux réponses successives à la sérotonine a été vérifiée, en respectant un intervalle d’1 heure 

entre les deux contractions (Figure 31). 

 

Figure 31 : reproductibilité de deux réponses successives à la sérotonine sur une 
même AIP3 provenant de rats contrôles. 
Gauche : réponse calcique, droite : réponse contractile. CCRC : courbe en réponse à des 

doses cumulées. 

2.1.2. Etude comparative entre les rats contrôles, HC et MCT 
Pour cette seconde étude, le protocole décrit précédemment n’était pas réalisable car 

l’étude de la reproductibilité de deux réponses successives à la sérotonine sur les AIP3 

provenant de rats HC et MCT, a révélé que la seconde réponse à la sérotonine est très 

instable.  

Après avoir été chargé en sonde calcique, le vaisseau est donc mis en présence des 

différents inhibiteurs à la fois sur la face extraluminale et intraluminale, puis la réponse à la 

sérotonine est enregistrée.  

2.2. Inhibition des jonctions communicantes 

Le rôle fonctionnel des connexines 37, 40 et 43 a été étudié en utilisant des peptides 

bloqueurs spécifiques, tels que le 37-43Gap 27, le 40Gap 27 et le 43Gap 26 (Chaytor et al., 1997) 

(Figure 32, cf 4.1. de la partie « les jonctions communicantes » de l’introduction). 
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Le 37-43Gap 27 est une séquence de 11 acides aminés (SRPTEKTIFII) qui va empêcher 

la dimérisation des connexons composés des connexines 37 et/ou 43. Si ce premier inhibiteur a 

un effet sur la réponse étudiée, le 43Gap 26 (VCYDKSFPISHVR) sera utilisé dans un deuxième 

temps afin de discriminer si la connexine 43 est à l’origine de cet effet. Enfin, le 40Gap 27 

(SRPTEKNVFIV) bloque la formation des jonctions communicantes composées de connexine 

40.  

Afin de vérifier la spécificité de l’effet de ces peptides bloqueurs, nous avons étudié 

l’effet du 43Gap 20 (EIKKFKYGC) sur la contraction induite par la sérotonine. Le 43Gap 20 est un 

analogue inactif du 37-43Gap 27, il s’agit en effet d’une séquence peptidique homologue à la 

boucle intracellulaire des connexines, il n’empêche donc pas la formation des jonctions 

communicantes. 

 

Figure 32 : localisation des peptides Gap 20, Gap 26 et Gap 27  
Les peptides possèdent des homologies avec les boucles extracellulaires et intracellulaires des 

connexines. (D’après Chaytor et al., 1997). 
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MMeessuurree  ddee  llaa  ccoonnttrraaccttiioonn  iissoommééttrriiqquuee  
1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL 

Les AIP1 disséquées sont coupées en 4 anneaux de taille équivalente. Ceux-ci sont 

montés dans des cuves thermostatées à 37°C de 5 ml, alimentées par une solution 

physiologique de Krebs-Henseleit (Tableau 7). 

 

Tableau 7 : composition de la solution de Kreb’s-Henseleit dont le pH est ajusté à 7,4 
avec du NaOH. 

Les anneaux sont ensuite accrochés grâce à deux agrafes passant à l’intérieur de 

l’anneau (Figure 33) : une première agrafe permet de relier le tissus à la cuve (agrafe 

inférieure), et une deuxième agrafe relie l’anneau au capteur de force (agrafe supérieure ; IOX, 

EMKA technologies). 

Durant toute l’expérience, la solution est barbotée avec un mélange gazeux composé de 

15 % d’O2, 5 % de CO2 et 80 % de N2 pour les anneaux issus de rats contrôles et MCT, et avec 

un mélange gazeux contenant 9 % d’O2, 5 % de CO2 et 86 % de N2 pour les anneaux issus de 

rats HC.  



 111

 

Figure 33 : représentation schématique du montage permettant la mesure de la 
contraction isométrique des anneaux d’artère pulmonaire de premier ordre. 

2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

Les anneaux issus des AIP1 sont équilibrés au début de l’expérience contre une charge 

initiale de 0,8 g pour les anneaux issus de rats contrôles, et de 1,6 g pour les anneaux issus de 

rats HC et MCT. Des études préalables ont montré que ces valeurs de charge étiraient les 

anneaux à leur longueur optimale (Lo), c'est-à-dire la longueur pour laquelle la force 

isométrique développée après stimulation avec une solution hyperpotassique (KCl 80 mM) est 

maximale. 

Une contraction de référence est effectuée avec du chlorure de potassium 80 mM (KCl) 

dans le but de normaliser les résultats. La contraction au KCl 80 mM n’est pas significativement 

différente entre les anneaux d’AIP1 de rats contrôles, HC et MCT. Après relaxation du tissu à 

sa charge initiale, des courbes en réponse à des concentrations cumulées (CCRC) de divers 

agonistes sont réalisées en présence ou non de peptides bloqueurs des jonctions 

communicantes. 

Dans le cas où l’étude a été menée en présence de peptides bloqueurs, les anneaux ont 

été au préalable mis en présence de ce peptide pendant 1 heure avant la contraction à la 

sérotonine. Les contractions obtenues en réponse aux divers agonistes en présence ou non de 

peptide bloqueur sont exprimées en pourcentage de contraction au KCl 80 mM. 

La fonctionnalité de l’endothélium est vérifiée pour chaque anneau en fin d’expérience. 

Pour cela, les anneaux sont précontractés à la phényléphrine (0,3 µM ; Sigma) puis la 

relaxation est induite par 10 µM de carbamylcholine (Sigma). Une relaxation supérieure à 30 % 

de la valeur de précontraction atteste de la présence d’un endothélium fonctionnel.
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RRTT--PPCCRR  
1. EXTRACTION D’ARN 

Les AIP3 de rat sont prélevées, découpées en petits morceaux et dissociées dans 600 

µl de solution de TRIzol® (Invitrogen) à l’aide de seringues équipées d’aiguille de calibre 

décroissant (21 à 26G). L’ajout de 120 µl de chloroforme (Sigma) et de 1,5 µl de glycogène 

ainsi qu’une centrifugation à 15000 g pendant 15 minutes à 4°C permet d’obtenir en surface 

une phase aqueuse et incolore, dans laquelle se trouvent les ARN totaux. Cette phase incolore 

est alors récupérée et l’addition d’un volume équivalent d’isopropanol (Sigma) permet de 

précipiter les ARN totaux. Le tube est alors centrifugé à 15000 g pendant 15 minutes à 4°C, afin 

de récolter les ARN totaux précipités qui forment un culot. Ce culot est par la suite lavé avec 

800 µl d’éthanol (Sigma) à 80%, puis le culot est séché et resuspendu dans 20 µl d’eau 

dépourvue de RNase (Promega).  

La quantité d’ARN totaux extraite est ensuite mesurée grâce au spectrophotomètre 

Gene Quant RNA/DNA calculator (Amersham Pharmacia).  

L’ADN résiduel est ensuite éliminé en ajoutant 2 unités de DNase I dépourvue de RNase 

(Roche Molecular Biochemical). Le tout est incubé à 37°C pendant 1 heure, puis l’enzyme est 

inactivée à 55°C pendant 10 minutes. 

2. REVERSE TRANSCRIPTION (RT) 

La synthèse d’ADNc s’effectue à partir d’1 µg d’ARN totaux. Ils sont mis en présence de 

dNTP (1 mM chacun ; Promega), d’oligo dT (0,5 µg ; Promega), d’inhibiteur de ribonucléase 

(Rnasin® ; 40 unités ; Promega), de Reverse Transcriptase provenant du virus AMV (Avian 

Myeloblastosis Virus ; 15 unités ; Promega). La synthèse d’ADNc s’effectue pendant 1 heure à 

42°C, puis l’enzyme est inactivée à 94°C pendant 3 minutes. 

L’amorce d’oligo d(T) utilisée permet de n’amplifier que les ARN messagers et non les 

ARN ribosomaux qui ne possèdent pas de queue Poly(A) en 3’.  

3. POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) EN TEMPS REEL 

Les paires d’amorces spécifiques ont été conçues avec le logiciel Oligo 6.6 (Molecular 

Biology Insights) et synthétisées par Sigma-Genosys.  

L’amplification de 4 gènes domestiques (Glyceraldéhyde 3 Phosphate 

Deshydrogenase : GAPDH ; Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase : HPRT ; 

Ribosomal Phosphoprotein : PO ; Tyrosine 3-monooxygenase/Tryptophan 5-monooxygenase 
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Activation Protein, Zeta polypeptide : YWHAZ) et des 3 gènes d’intérêts (Connexines 37, 40 et 

43) se fait à partir d’ADNc provenant de 10 ng d’ARN totaux. A ceux-ci sont ajoutés des dNTPs 

(0,25 mM chacun ; Clontech), du SybR green (1/20000ème ; Molecular Probes, Interchim), les 

amorces appropriées (Tableau 8), et la Titanium Taq polymerase 1/50ème (Clontech). 

L’amplification est ensuite réalisée grâce à l’appareil Rotor Gene 2000 (Corbett 

Research) dans les conditions suivantes : 15 secondes de dénaturation à 95°C, 15 secondes 

d’hybridation à une température variable selon le gène amplifié (Tableau 8), 15 secondes 

d’élongation à 72°C et 15 secondes d’acquisition de la fluorescence du SybR green à une 

température au moins inférieure de 3,5°C à la température de fusion du produit d’amplification. 

Ces 4 étapes sont répétées pendant 40 cycles. 

A la fin de la PCR, la taille des produits d’amplification est vérifiée sur un gel à 2% 

d’agarose contenant du bromure d’éthidium, et en comparant leur taille à un marqueur de taille 

(50 bp, Sigma). 

 

Tableau 8 : récapitulatif des amorces utilisées pour la PCR en temps réel 

Cette technique permet de suivre la quantité d’ADNc notamment grâce au SybR green. 

En exprimant la variation de la fluorescence en fonction du temps, on peut déterminer un 

paramètre important dans la quantification : le Ct (cycle threshold). Ce paramètre est défini 

comme étant le cycle d’amplification auquel la fluorescence atteint une valeur significativement 

différente de la fluorescence de base. Cette valeur est donc déterminée à un moment où 
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l’amplification est dans une phase linéaire avec une efficacité maximale, d’une valeur de 2, ce 

qui veut dire qu’un brin d’ADNc est amplifié (doublé) entièrement à chaque cycle.  

Au préalable, l’efficacité d’amplification a été vérifiée en déterminant les Ct pour 

différentes concentrations en ADNc. On considère alors que l’efficacité maximale (E) est de 2 

lorsqu’en doublant la concentration en ADNc, le Ct diminue d’un cycle.  

4. ANALYSE DES RESULTATS 

Les résultats ont été analysés selon la méthode Genorm (Vandesompele et al., 2002). 

Cette méthode permet, dans un premier temps, de définir deux gènes domestiques les plus 

stables entre les différentes conditions d’étude (HC comparés aux contrôles, et MCT comparés 

aux contrôles). Les gènes domestiques les plus stables permettront alors le calcul d’un facteur 

de normalisation pour chaque échantillon, reflétant la quantité relative d’ADNc de l’échantillon. 

Enfin, la quantité relative d’ADNc de chaque gène d’intérêt est rapportée au facteur de 

normalisation propre à chaque échantillon. Les résultats sont exprimés en quantité relative 

d’ARNm. 
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WWeesstteerrnn  BBlloott  
1. EXTRACTION DES PROTEINES 

Les artères intrapulmonaires de 3ème et 4ème ordre provenant de 4 rats sont regroupées, 

broyées mécaniquement à 4°C à l’aide d’un piston, dans un tampon de lyse contenant 1 % 

d’IGEPAL® ; 0,5% de déoxycholate de sodium et 0,1 % de SDS, le tout dilué dans du  PBS. À 

ce tampon de lyse sont ajoutés trois inhibiteurs de protéases (4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl 

fluoride hydrochloride (AEBSF) 0,25 mg/ml, aprotinine 10 µg/ml, leupeptine 16 µg/ml). 

L’homogénat subit une étape de sonication, avant d’être centrifugé à 15000 g pendant 10 

minutes à 4°C. Les protéines récupérées dans le surnageant sont ensuite dosées par la 

méthode de Lowry en comparaison avec une gamme étalon. Les protéines sont ensuite diluées 

au ½ dans du tampon de Laemmli contenant, entre autres, du glycerol et du β-mercaptoethanol, 

puis dénaturées à 90°C pendant 6 minutes. 

2. WESTERN BLOT 

Ensuite, 10 µg de protéines sont déposés sur un gel à 10 % d’acrylamide, la migration 

des protéines est alors réalisée par une électrophorèse conduite à 50 mA pendant 1h30. Une 

fois la migration achevée, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF 

(immobilon™ -P) pendant 2h30 à 100 V. La membrane est ensuite saturée pendant 1 heure à 

température ambiante dans du PBS 1X, tween 0,1 %, contenant 5 % de BSA. Les membranes 

sont alors mises en présence de l’anticorps primaire dirigé contre une des trois connexines 

étudiées (Tableau 9) pendant toute la nuit à 4°C. Après 3 lavages dans du PBS 1X, tween 0,1 

%, les membranes sont incubées dans l’anticorps secondaire approprié couplé à l’enzyme HRP 

(horse radish peroxydase, Tableau 9) pendant 2 heures. Enfin, les membranes sont révélées à 

l’aide du kit Uptilight (Interchim) contenant un substrat chimioluminescent de la peroxydase. 

L’acquisition de la chimioluminescence se fait à l’aide du Kodak ImageStation 4000MM. 

En parallèle, la quantité de protéine déposée est contrôlée par la mesure de la quantité 

de β-actine présente sur la membrane, car il s’agit d’une protéine dont la quantité ne varie pas 

lors de l’HTAP. Cependant, la taille de la β-actine étant proche de celle des connexines (environ 

42 kDa), la membrane est incubée dans du Stripping buffer (« Restore™ Western Blot Stripping 

Buffer », Pierce) pendant 15 minutes après la révélation des connexines, ce qui permet 

d’éliminer le marquage des connexines, puis les membranes sont incubées dans l’anticorps 

primaire dirigé contre la β-actine pendant 2 heures et le même protocole de révélation que pour 

les connexines est ensuite utilisé. 

Administrateur
Note 
0.02 % car la solution mère est à 20%
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La densité des bandes est mesurée grâce à un logiciel permettant d’éviter toute 

saturation du signal : GeneSnap et GeneTool (SynGene). Les résultats sont ensuite exprimés 

en rapportant la densité des bandes des connexines à la densité des bandes de β-actine. 

 

Tableau 9 : récapitulatif des anticorps utilisés pour le western blot. 



 117

IImmmmuunnoofflluuoorreesscceennccee  
 

Une fois disséquées, les AIP3 sont fixées pendant 10 minutes dans du Formalin 10 % 

(Sigma Aldrich), puis rincées au PBS. Ensuite, chaque AIP3 est incluse dans de l’OCT 

compound (Fischer Scientific) et congelée à -20°C. Des coupes transversales d’AIP3 sont 

ensuite réalisées à l’aide d’un cryostat, et les coupes sont fixées par la chaleur sur des lames 

recouvertes de (3-Aminopropyl)triethoxysilane (APES, Sigma-Aldrich).  

Les coupes sont ensuite entourées d’un trait au crayon hydrophobe (DakoPen, Dako), 

puis une goutte de solution de PBS contenant 0,1% de Triton X100 et 1% de BSA est ajoutée 

sur la coupe. Suite à cette étape de saturation / perméabilisation d’1 heure à température 

ambiante, les coupes sont incubées avec l’anticorps primaire dirigé contre une des trois 

connexines (concentration finale : 2,5 µg/ml) pendant toute la nuit à 4°C. Les anticorps 

primaires utilisés sont les mêmes que ceux utilisés en western blot (tableau 9). Le lendemain, 

après 3 lavages au PBS contenant 0,1% de Triton X100, les coupes sont mises en présence de 

l’anticorps secondaire correspondant : anticorps anti-IgG de lapin pour les connexines 37 et 40, 

et anticorps anti-IgG de souris pour la connexine 43 (dilution 1/200). L’incubation dure 2 heures 

et est réalisée à température ambiante. Ces anticorps secondaires sont couplés au fluorophore 

AlexaFluor 546® (Molecular Probes). Les noyaux sont ensuite marqués au Hoechst (45 µM, 

Molecular Probes) pendant 20 minutes à température ambiante. Enfin, les coupes sont 

montées avec du milieu de montage (Dako). 

Les coupes sont ensuite visualisées à l’aide d’un microscope confocal (TE2000, Nikon) 

muni d’un objectif x 60, NA 1,40, Apochromat à immersion à huile. Les noyaux marqués au 

Hoechst sont excités à 405 nm à l’aide d’un laser à diode, le fluorophore AlexaFluor 546® est 

excité à 543 nm à l’aide d’un laser hélium-néon. La fluorescence émise par les noyaux est 

ensuite récupérée par un premier photomultiplicateur filtrant les longueurs d’onde de 450 ± 35 

nm, et la fluorescence de l’AlexaFluor 546® est, quant à elle, récupérée par un second 

photomultiplicateur filtrant les longueurs d’onde de 605 ± 75 nm. D’autre part, l’élastine présente 

dans la paroi des artères, et plus précisément dans la lamina élastique interne qui délimite 

l’endothélium du muscle lisse, a la particularité d’être autofluorescente. Cette élastine est donc 

excitée à 488 nm à l’aide d’un laser argon, et la fluorescence émise est récupérée par un 

troisième photomultiplicateur filtrant les longueurs d’onde de 515 ± 30 nm.
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CCoommmmuunniiccaattiioonn  mmyyooeennddootthhéélliiaallee  
 

La fonctionnalité des jonctions communicantes peut être étudiée dans tous tissus ou 

tapis de cellules confluentes par la simple observation de la diffusion de sondes fluorescentes à 

travers ces jonctions communicantes. Pour cela, les sondes les plus utilisées sont la 

carboxyfluorescéine et la calcéine, deux sondes fluorescentes aux propriétés spectrales très 

proches et aux poids moléculaires inférieurs à 1 kDa (respectivement 532 et 995 Da). Ces 

fluorophores sont donc capables de diffuser à travers les jonctions communicantes. Cette 

diffusion peut être observée dans le temps sur du matériel vivant, comme c’est le cas dans la 

technique de retour de fluorescence après photoblanchiment (FRAP), mais elle peut également 

être observée après fixation du tissu comme dans notre étude.  

Les AIP3 sont montées dans l’artériographe comme décrit précédemment, et la sonde 

fluorescente carboxyfluorescéine sous forme AM (10 µM) est introduite à l’intérieur du vaisseau 

(solution à l’intérieur des pipettes de verre). Cette étape dure 30 minutes et permet de charger 

les cellules endothéliales en sonde. Une fois la sonde dans le cytoplasme des cellules, le 

groupement AM est clivé et la sonde est piégée à l’intérieur de la cellule de la même façon que 

décrit précédemment pour le Fura-PE3-AM. La face luminale du vaisseau est ensuite lavée 

pour éliminer toute sonde résiduelle, puis le vaisseau est pressurisé à 10 mm Hg pendant 30 

minutes, permettant ainsi à la sonde de diffuser dans le muscle lisse adjacent via les jonctions 

myoendothéliales. Dans une autre série d’expériences, le vaisseau pressurisé a été incubé 

avec 300 µM de 37-43Gap 27 pendant 1 heure (30 minutes avant la charge et pendant les 30 

minutes de charge des cellules endothéliales avec la sonde).  

Le vaisseau est ensuite démonté, fixé 20 minutes dans du Formalin à température 

ambiante, inclus dans l’OCT-compound et coupé de façon transversale à l’aide d’un cryostat.  

Les coupes sont ensuite observées à l’aide d’un microscope confocal (TE2000, Nikon) 

muni d’un objectif x 60, NA 1,40, Apochromat à immersion à huile. La carboxyfluorescéine est 

excitée à 488 nm à l’aide d’un laser argon, et la fluorescence émise est récupérée par le 

photomultiplicateur filtrant les longueurs d’onde de 515 ± 30 nm. 

L’étendue de la diffusion de la carboxyfluorescéine est par la suite évaluée de façon 

qualitative. 
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RRééssoonnaannccee  ppaarraammaaggnnééttiiqquuee  ddeess  
éélleeccttrroonnss  ((RRPPEE))  

1. PRINCIPE 

La RPE est une méthode de spectroscopie sous champ magnétique permettant 

d’obtenir des informations concernant la nature des espèces magnétiques d’un échantillon, 

ainsi que des informations sur leurs concentrations. Son principe est analogue à celui de la 

résonance magnétique nucléaire (RMN), à la différence près qu’en RPE, ce sont les électrons 

qui sont excités plutôt que les noyaux atomiques.  

Grâce à sa spécificité et sa grande sensibilité, elle permet une détection directe des 

espèces magnétiques (radicaux libres, sels et complexes de métaux de transition etc.) 

caractérisées par la présence d’un électron non apparié sur la couche de valence.  

1.1. Rappels de physique quantique 

Chaque électron d’un atome est en rotation selon deux axes : 

- rotation de l’électron autour du noyau atomique 

- rotation de l’électron sur lui-même : le spin. 

La rotation des électrons sur eux-mêmes (spin) créé un champ magnétique, les 

électrons sont donc des petits aimants. Dans une molécule, les électrons s’apparient et les 

champs magnétiques qui leur sont associés s’annulent, cependant, si le nombre d’électrons est 

impair - c’est le cas des radicaux libres - il existe un électron non apparié. Les radicaux libres 

sont donc des petits aimants. 

1.2. Effet Zeeman 

Le principe de la RPE repose sur l’effet Zeeman. Soumis à l’action d’un champ 

magnétique extérieur intense B0, les niveaux d’énergie d’un spin S se séparent en plusieurs 

états ; c’est la séparation énergétique ou effet Zeeman (Figure 34). 
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Figure 34 : principe général de la RPE.  
Le schéma représente la séparation des niveaux d’énergie en présence d’un champ 

magnétique externe B0 (pour le cas d’un spin S = ½). C’est l’effet Zeeman. (Kleschyov et al., 

2007) 

Ainsi, pour le cas d’un ion magnétique ne présentant qu’un seul électron célibataire 

(donc pour lequel le spin S équivaut à  ½) la présence du champ magnétique extérieur (B0) 

donne lieu à 2 états correspondant à ms = -½  et ms = +½. Les électrons vont donc s’aligner sur 

le champ magnétique B0 de manière parallèle (ms = +½) et anti parallèle (ms = -½ ) et vont 

effectuer des rotations autour de ce dernier, on parle de mouvement de précession. 

Les électrons alignés de manière parallèle auront une énergie E+ = + ½ g µ B0  alors que 

les électrons alignés de manière anti-parallèle auront une énergie E- = - ½ g µ B0, où  

- g est le facteur g (constante sans dimension) 

- µ est le magnéton de Bohr (constante) 

- B0 est la valeur du champ magnétique (que l’on fera varier lors de l’expérience)  

La différence E+ - E- = g µ B0 correspond à la séparation énergétique de Zeeman. 

1.3. Condition de résonance 

La transition entre ces deux états d’énergie peut avoir lieu sous l’action d’un second 

champ magnétique perpendiculaire à B0 et d’amplitude beaucoup plus faible (micro-ondes), 

ayant une fréquence ν. Cette transition n’aura lieu que si l’énergie de ce second champ 
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magnétique (= h ν où h est la constante de Planck) est équivalente à la séparation énergétique 

de Zeeman (g µ B0). 

Lorsque g µ B0 = h ν, les électrons entrent en résonance. Ceux-ci vont en fait absorber 

des photons du champ magnétique perpendiculaire (micro-ondes d’énergie h ν) afin d’effectuer 

la transition entre les états parallèles et anti-parallèles. Le spectromètre mesurera alors le 

second champ magnétique perpendiculaire après absorption des photons par l’échantillon (Weil 

et al., 2007). 

2. UTILISATION DE PIEGEUR DE SPIN (SPIN TRAP) 

La plupart des espèces radicalaires ont une demi-vie trop courte pour pouvoir être 

détectées directement et nécessitent une stabilisation préalable à leur étude en RPE, c’est le 

cas pour le NO et l’O2
●. La technique dénommée spin trapping permet de stabiliser le radical 

libre à l'aide d'un piégeur moléculaire, appelé spin trap. La réaction de piégeage produit un 

nouveau composé paramagnétique, appelé adduit, résultant de la liaison covalente du spin trap 

avec le radical libre concerné, plus stable et d'une durée de vie considérablement augmentée. 

Cet adduit, lui aussi radicalaire, est détectable en spectroscopie RPE.  

Le spin trap idéal doit répondre aux critères suivants (Kleschyov et al., 2007): 

- il doit réagir rapidement avec l’espèce étudiée ; 

- il doit être en quantité suffisante près du site de production de l’espèce étudiée ; 

- il doit former un adduit stable ; 

- le spin trap, ainsi que l’adduit ne doit pas interférer avec la production et la 

dégradation de l’espèce étudiée. 

Concernant la mesure du NO, le colloïde Fe(DETC)2 composé de fer Fe2+ et de 

Diéthyldithiocarbamate (DETC) répond à tous ces critères. Il a en effet la particularité d’être 

liposoluble, le Fe(DETC)2 permet donc de mesurer à la fois le NO extra et intracellulaire 

(Kleschyov et al., 2007). 

Concernant la mesure de l’anion superoxyde, le spin trap de la famille des nitrons 5,5-

diméthyl-1-pyrroline N-oxyde (DMPO) est l'un des plus fréquemment utilisés. Toutefois son 

adduit (DMPO-OOH) est de durée de vie limitée à pH physiologique (~ 1 min à pH 7,4) et se 

décompose spontanément en l'adduit du radical hydroxyle (DMPO-OH) dont les 

caractéristiques spectrales sont sensiblement différentes. De plus, les adduits DMPO-OOH et 

DMPO-OH sont rapidement transformés en espèces silencieuses suite à leur réaction avec 
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divers réducteurs présents dans les tissus (ascorbate, glutathion etc.). Ces inconvénients ont 

mené au développement de sondes ou « spin probes » (Munzel et al., 2002). 

3. UTILISATION DE SONDE (« SPIN PROBE ») 

Récemment, des sondes de la famille des hydroxylamines ont été développées, dont le 

1-hydroxy-3-methoxycarbonyl -2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine ou CMH (Figure 35). Les 

hydroxylamines présentent l’avantage de réagir beaucoup plus rapidement avec l’anion 

superoxyde que les spin trap de la famille des nitrons (Dikalov et al., 2007b). De plus, cette 

sonde a la propriété d’être liposoluble, elle permet donc de mesurer l’anion superoxyde extra et 

intracellulaire. Le radical nitroxyde produit (CM) est par ailleurs très stable et présente 

l’avantage de produire un signal en spectroscopie RPE (Figure 35). 

 

Figure 35 : réaction spontanée entre la sonde CMH et l’anion superoxyde aboutissant à 
la production de radical nitroxyde (CM)  
(Dikalov et al., 2007b). 

4. DISPOSITIF EXPERIMENTAL 

4.1. Appareil 

L’appareil utilisé est un spectromètre à bande X Miniscope MS200 (Magnettech, Berlin) 

(Figure 36). 
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Figure 36 : Miniscope MS200 (Magnettech) 

L’appareil possède un aimant permettant de créer des champs magnétiques B0 

d’intensités comprises entre 50 et 450 mT. D’autre part, l’appareil est dit à bande X, ce qui 

correspond à la bande de fréquence à laquelle est soumis l’échantillon dans le but de faire 

entrer les électrons en résonance (il s’agit du second champ magnétique perpendiculaire à B0). 

L’appareil produit donc des ondes perpendiculaires à B0 dont la fréquence est de 9 GHz, ce qui 

correspond à des micro-ondes.  

L’échantillon est refroidi à 77°K et est placé dans un dewar, lui-même introduit dans un 

résonateur. Enfin, les micro-ondes après absorption des photons par l’échantillon sont 

détectées par un électroaimant, et l’acquisition du spectre d’absorption se fait grâce au logiciel 

Miniscopecontroler2.0 (Magnettech) (Figure 37).  
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Figure 37 : principe de la spectrométrie par RPE.  
(A) L’échantillon est placé dans la cavité du résonateur. Il est soumis à un champ magnétique 

variable B0 et à des micro-ondes perpendiculaires à B0, de fréquence fixe (9 GHz). (B) Lorsque 

B0 atteint la valeur à laquelle h ν = g µ B0, les électrons de l’échantillon vont entrer en 

résonance et absorber des photons du champ micro-onde (Dikalov et al., 2007a). 

4.2. Spectres d’absorption 

Chaque spectre d’absorption ainsi enregistré est caractéristique de l’élément 

magnétique en présence. Le paramètre principal permettant d’identifier cet élément est la 

valeur du champ B0 à laquelle l’échantillon entre en résonance, qui informe sur le facteur g, 

caractéristique de l’ion magnétique en question. 

Ainsi, pour l’anion superoxyde, le radical nitroxyde (CM) entre en résonance lorsque B0 

a une intensité aux alentours de 335 mT (Figure 38). 
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Figure 38 : spectre d’absorption du radical nitroxyde obtenu sur un échantillon 
d’artère pulmonaire de rat.  
L’axe des abscisses représente le champ magnétique B0 (en mT) 

Quant au NO, le complexe NO-Fe(DETC)2 entre en résonance lorsque B0 a une 

intensité d’environ 330 mT (Figure 39). 

 

Figure 39 : spectre d’absorption du complexe NO-Fe(DETC)2 obtenu sur un échantillon 
d’artère pulmonaire de rat.  
L’axe des abscisses représente le champ magnétique B0 (en mT). 
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5. PROTOCOLE  

5.1. Mesure de l’anion superoxyde 

L’oxydation du CMH par l’anion superoxyde étant le marqueur de la quantité d’anion 

superoxyde en présence, le CMH ne doit pas être oxydé par d’autres voies. Les expériences se 

déroulent donc en présence de deux antioxydants : la deferoxamine et le DETC. La 

deferoxamine étant un chélateur de fer, elle va empêcher l’auto oxydation du CMH catalysée 

par les traces de métaux de transition présents dans la préparation. Quant au DETC, il s’agit 

d’un chélateur de cuivre, il va donc également empêcher l’auto oxydation du CMH mais va 

aussi inhiber la dégradation de l’O2
●

 par la Cu/Zn-SOD présente dans les tissus. Les 3 

substances composant le mélange doivent être préparées dans la glace et les poudres doivent 

impérativement être dissoutes dans du KHB bullé à l’azote, gaz inerte qui va éliminer toute 

trace d’oxygène dans le KHB. Ces précautions doivent être prises pour éviter toute auto 

oxydation du CMH. 

Les AIP1, 2 et 3 sont incubées dans le mélange contenant le CMH (500 µM, Noxygen), 

la deferoxamine (25 µM, Sigma) et le DETC (5 µM, Sigma) pendant 45 minutes à 37°C dans 

une atmosphère à 5% de CO2. Les AIP sont stimulées ou non avec 0,1 mM de 5-HT pendant 

l’incubation dans le mélange contenant le CMH. Dans certaines expériences, la PEG-SOD est 

ajoutée à raison de 300 UI/ml pendant 1h avant l’incubation avec la sonde. A la fin de 

l’expérience, les AIP et le milieu d’incubation sont congelés à l’azote liquide puis stockés à -

80°C jusqu’à la lecture au spectromètre. 

5.2. Mesure du NO 

Le fer et le DETC composant le piégeur de spin sont pesés et dissous séparément dans 

du KHB filtré et bullé à l’azote placé dans la glace. Les deux composants sont mélangés 

précautionneusement et de façon extemporanée afin de former le colloïde Fe(DETC)2. Les 

AIP1, 2 et 3 sont placées dans 0,5 ml de KHB (auparavant filtré et bullé à l’azote), puis, 0,5 ml 

de piégeur de spin y sont ajoutés pendant 45 minutes à 37 °C dans une atmosphère à 5% de 

CO2. 

Pendant les 45 minutes d’incubation avec le piégeur de spin, les AIP sont stimulées ou 

non avec 0,1 mM de 5-HT. Dans certaines expériences, le L-NAME (0,1 mM) est ajouté 30 

minutes avant puis pendant l’incubation avec le piégeur de spin. A la fin de l’expérience, les AIP 

sont congelées à l’azote liquide puis stockées à -80°C jusqu’à la lecture au spectromètre. 
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6. ANALYSE DES RESULTATS 

La quantité d’anion superoxyde et de NO présents dans l’échantillon est proportionnelle 

à l’intensité d’absorption des photons. On moyenne donc l’amplitude des 3 pics correspondant 

au radical nitroxyde (Figure 40) et on mesure l’amplitude du pic correspondant au complexe 

NO-Fe(DETC)2 (Figure 41) grâce au logiciel analysis 2.0 (Magnettech).  

 

Figure 40 : mesure de l’amplitude (unité arbitraire) des 3 pics correspondant au 
spectre du radical nitroxyde.  

 

Figure 41 : mesure de l’amplitude (unité arbitraire) du pic correspondant au NO-
Fe(DETC)2. 
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Après avoir soumis l’échantillon à la spectrométrie par RPE, l’échantillon est décongelé 

et les protéines sont extraites puis dosées (cf partie « Western Blot ».). L’amplitude du signal 

est alors normalisée par rapport à la quantité de protéine de l’échantillon et les résultats sont 

exprimés en A/(mg/ml de protéine) où A correspond à l’amplitude du signal en unité arbitraire. 
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MMeessuurree  dduu  GGMMPPcc  
 

Les AIP1, 2 et 3 sont disséquées et mises en présence des différentes substances 

(37-43Gap 27 ou PEG-SOD + PEG-catalase) pendant 1 heure à 37°C dans une atmosphère à 

5% de CO2. Les tissus sont ensuite stimulés avec 0,1 mM de sérotonine puis congelés à l’azote 

liquide. Toutes ces étapes se déroulent en présence d’un inhibiteur des phosphodiesterases 

empêchant ainsi toute dégradation du GMPc produit (3-Isobutyl-1-methylxanthine, IBMX 0,1 

mM). 

Le GMPc est ensuite extrait des tissus en broyant ceux-ci à l’aide d’un potter dans 0,5 

ml d’une solution contenant 5 % d’acide trichloroacétique. L’homogénat est ensuite centrifugé à 

1500 g pendant 10 minutes. Le surnageant est récupéré, et le culot est repris dans 240 µl d’un 

mélange contenant 1 volume de NaOH 1 M pour 5 volumes de PBS 1X. La concentration 

protéique de cet homogénat est dosée selon la méthode de Lowry en comparaison à une 

gamme étalon. L’acide trichloroacétique que contient le surnageant est extrait à l’aide d’éther 

saturé en eau. Enfin, l’éther est évaporé en plaçant les échantillons dans un bain-marie chauffé 

à 60 °C jusqu’à évaporation totale de l’éther.  

Le GMPc de ces différents extraits est ensuite dosé grâce à un kit ELISA (Cayman 

chemical company). Ce kit est basé sur la compétition entre le GMPc libre présent dans 

l’échantillon et un GMPc appelé traceur, couplé à une acétylcholinestérase (AChE). Les puits 

d’une plaque de 96 puits sont recouverts d’anticorps anti-IgG de lapin que l’on recouvre 

d’anticorps anti-GMPc produits chez le lapin. Ensuite, l’échantillon (50 µl) est ajouté ainsi que le 

traceur (50 µl), il y a alors compétition entre le GMPc de l’échantillon et le GMPc du traceur sur 

les anticorps anti-GMPc. Après 18 h d’incubation, la quantité de traceur est révélée grâce au 

réactif d’Ellman, composé d’acétylthiocholine couplé à un chromogène. L’AChE du traceur va 

alors libérer la thiocholine qui va agir avec le chromogène et aboutir à la formation d’un 

chromophore : l’acide 5-thio-2-nitrobenzoique. Ce dernier est détectable par spectrophotométrie 

à 412 nm. L’absorbance mesurée est proportionnelle à la quantité de traceur présent dans le 

puits, et donc inversement proportionnelle à la quantité de GMPc présent dans l’échantillon.  
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Figure 42 : principe du kit de dosage du GMPc (Cayman chemical) 

En parallèle, une gamme étalon de GMPc est réalisée, on peut ainsi déterminer la 

quantité de GMPc présente dans l’échantillon en se reportant à cette gamme étalon.  

Enfin, la quantité ainsi déterminée est rapportée à la quantité de protéine de l’échantillon 

déterminée auparavant, et les résultats sont exprimés en pmol/(mg/ml de protéine). 
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AAnnaallyyssee  ssttaattiissttiiqquuee  ddeess  rrééssuullttaattss  
 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne. n indique le 

nombre d’AIP3 pour l’étude des réponses calciques et contractiles, l’étude des jonctions 

myoendothéliales ainsi que pour l’immunofluorescence. Pour les expériences de contraction 

isométrique, n indique le nombre d’anneaux d’AIP1. Pour les expériences de RT-PCR, RPE et 

dosage du GMPc, n indique le nombre de rats. Enfin, n indique le nombre d’expériences 

menées sur 3 lots de protéines extraites des AIP3 de rat (4 rats par lot) pour le Western Blot.  

Concernant la mesure simultanée des réponses calciques et contractiles sur les AIP3 et 

les mesures de contraction isométrique des AIP1, les CCRC à la 5-HT ont été lissées grâce au 

logiciel Origin 6.0, selon l’équation logistique :  

 

Où E, Emax et E0 représentent respectivement l’amplitude de l’effet (contraction ou delta 

ratio 345 nm / 380 nm), l’effet maximal et minimal pour une concentration d’agoniste donnée, 

notée x. EC50 est la concentration d’agoniste qui produit la moitié de l’effet maximal et p est la 

pente de la sigmoïde. 

Par la suite, dans la première partie (étude des jonctions communicantes dans la 

circulation pulmonaire saine), un test non paramétrique pour échantillons dépendants 

(Wilcoxon) a été réalisé sur les Emax et EC50 des 1ère et 2ème CCRC. Dans la seconde partie 

(étude des jonctions communicantes dans la circulation pulmonaire pathologique), un test non 

paramétrique pour échantillons indépendants (Kruskall-Wallis) a été réalisé sur les Emax et EC50 

des CCRC effectuées sur les AIP1 issues de rats contrôles, HC et MCT. Ce même test a été 

appliqué sur les Emax et EC50 des CCRC effectuées en absence ou en présence de 37-43Gap 27 

ou de 40Gap 27 pour chaque groupe de rat (contrôles, HC, MCT). 

Les analyses statistiques de toutes les autres données ont été réalisées en utilisant un 

test non paramétrique pour échantillons indépendants (Mann-Withney en cas de comparaison 

de 2 groupes, Kruskall-Wallis en cas de comparaison de plus de 2 groupes). Les différences 

sont considérées comme significatives lorsque P < 0,05, quel que soit le test statistique utilisé.  
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RREESSUULLTTAATTSS  
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EEttuuddeess  ddeess  jjoonnccttiioonnss  ccoommmmuunniiccaanntteess  
ddaannss  llaa  cciirrccuullaattiioonn  ppuullmmoonnaaiirree  ssaaiinnee  

 

Les études portant sur l’expression des jonctions communicantes dans la circulation 

pulmonaire de rat sont peu nombreuses. Comme indiqué dans la synthèse bibliographique, ces 

études ont été menées essentiellement sur les artères extrapulmonaires et ont rapporté la 

présence de 3 isoformes de connexines Cx 37, Cx 40 et Cx 43. Les petites artères 

intrapulmonaires étant les premières touchées par l’HTAP, il nous a paru intéressant dans un 

premier temps d’étudier le profil d’expression des 3 isoformes Cx 37, 40 et 43 dans les petites 

artères intrapulmonaires de 3ème ordre (AIP3, diamètre externe 300 µm).  

La 5-HT a un rôle prépondérant dans la vasoconstriction artérielle pulmonaire et est au 

centre du concept « d’hypothèse de la 5-HT » dans l’HTAP. Or, les jonctions communicantes 

interviennent dans les processus de contraction, le second objectif de ce travail a donc été 

d’identifier les mécanismes impliquant les jonctions communicantes dans la contraction à la 5-

HT au niveau de la circulation pulmonaire saine. La 5-HT a la particularité d’agir sur des 

récepteurs présents à la fois sur les cellules endothéliales mais également sur les cellules 

musculaires lisses au niveau vasculaire. Plus précisément, la 5-HT induit une vasoconstriction 

en agissant sur des récepteurs situés sur les CML, mais induit une vasodilatation dépendante 

du NO en agissant sur des récepteurs situés sur les CE (Murdoch et al., 2003). L’effet résultant 

de la 5-HT étant une vasoconstriction, ceci laisse à penser qu’il existe une balance où l’effet de 

la 5-HT sur les CML prévaut sur l’effet de la 5-HT sur les CE. Il nous a donc paru intéressant 

d’étudier l’implication des jonctions communicantes, et plus particulièrement des jonctions 

myoendothéliales dans cette balance.  

1. ÉTUDE CHEZ LE RAT 

Cette étude a donné lieu à une publication dans le journal PLoS ONE. 
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Background: Endothelial control of vascular smooth muscle plays a major role in the resulting vasoreactivity implicated in
physiological or pathological circulatory processes. However, a comprehensive understanding of endothelial (EC)/smooth
muscle cells (SMC) crosstalk is far from complete. Here, we have examined the role of gap junctions and reactive oxygen
species (ROS) in this crosstalk and we demonstrate an active contribution of SMC to endothelial control of vasomotor tone.

Methodology/Principal Findings: In small intrapulmonary arteries, quantitative RT-PCR, Western Blot analyses and
immunofluorescent labeling evidenced connexin (Cx) 37, 40 and 43 in EC and/or SMC. Functional experiments showed that
the Cx-mimetic peptide targeted against Cx 37 and Cx 43 (37,43Gap27) (1) reduced contractile and calcium responses to
serotonin (5-HT) simultaneously recorded in pulmonary arteries and (2) abolished the diffusion in SMC of
carboxyfluorescein-AM loaded in EC. Similarly, contractile and calcium responses to 5-HT were decreased by superoxide
dismutase and catalase which, catabolise superoxide anion and H2O2, respectively. Both Cx- and ROS-mediated effects on
the responses to 5-HT were reversed by L-NAME, a NO synthase inhibitor or endothelium removal. Electronic paramagnetic
resonance directly demonstrated that 5-HT-induced superoxide anion production originated from the SMC. Finally, whereas
5-HT increased NO production, it also decreased cyclic GMP content in isolated intact arteries.

Conclusions/Significance: These data demonstrate that agonist-induced ROS production in SMC targeting EC via
myoendothelial gap junctions reduces endothelial NO-dependent control of pulmonary vasoreactivity. Such SMC
modulation of endothelial control may represent a signaling pathway controlling vasoreactivity under not only
physiological but also pathological conditions that often implicate excessive ROS production.
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Introduction

In vessels, smooth muscle cell (SMC) responses are controlled by

endothelial cells (EC) via complex intercellular signaling processes.

Regarding vascular tone, the best described interaction is the

endothelial-dependent vascular relaxation through the release of

nitric oxide (NO) and vasoactive prostanoids [1]. Another pathway

is associated with the hyperpolarization of both the EC and SMC

and mediated by an endothelium-derived hyperpolarizing factor

(EDHF). Whereas EDHF identity is still under debate and may

differ among species and vascular segments, there is evidence that

EDHF-mediated responses involve epoxyeicosatrienoic acids

(EETs) [2], potassium ions and channels [3], reactive oxygen

species (ROS) such as hydrogen peroxide (H2O2) [4] and

myoendothelial junctions [5].

In the pulmonary circulation, endothelial control of smooth

muscle tone is of critical importance to maintain low pressure and

low resistance. In this connection, most of the medical treatments

used in pulmonary hypertension (e.g., NO, prostacyclin…) mimic

and amplify the physiological control of EC on SMC. For

instance, serotonin (5-HT), a potent vasoconstrictor whose

concentration is increased in pulmonary arterial hypertension

(PAH) [6,7], acts on both SMC and EC. On one hand, 5-HT can

generate NO in pulmonary arterial EC [8]. On the other hand, 5-

HT produces ROS in bovine and mice pulmonary arterial SMC

and the production of superoxide anion (O2
N-) facilitates 5-HT-

induced pulmonary vasoconstriction [9,10]. O2
N- can interact with

NO to produce peroxynitrite which decreases endothelial NO

synthase (eNOS) expression and/or loss of eNOS substrate L-

arginine or cofactors tetrahydrobiopterin (BH4) [11]. We thus

hypothesized an EC/SMC crosstalk through NO and O2
N-. Gap

junctions mediate intercellular communication between EC and

SMC (myoendothelial gap junctions) and allow direct exchange of

ions and small molecules in various tissues including pulmonary

arteries [5,12]. Whereas gap junctions are expressed in pulmonary

artery [13,14], participate to vascular tone in general [12] and are

stimulated by 5-HT in coronary and mesentery SMC [15], no

study has been performed on the role of gap junctions in the
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pulmonary arterial vasoreactivity to 5-HT. Such communication

may well participate to the EC/SMC crosstalk. Interestingly,

resistance vessels are very important for blood flow regulation and

the incidence of myoendothelial gap junctions is higher in

resistance than in conduit arteries [16].

In the present study, we have therefore addressed, in small

intrapulmonary arteries (IPA), the issue of expression, localization

and function of the connexins (Cx) 37, 40 and 43 which are the Cx

usually expressed in small vessels. Peptides homologous to the gap

26 and 27 domains of the extracellular loops of Cx 43 (43Gap 26)

or Cx 37 and 43 (37-43Gap 27) respectively, interrupt intercellular

communications in a Cx-specific manner and attenuate the

calcium and contractile responses to 5-HT. Such effect was

reversed by (1) the removal of the endothelium-dependent NO

function or (2) the decrease of ROS production. Electronic

paramagnetic studies demonstrated that ROS and more specifi-

cally O2
N- was produced by the smooth muscle in response to 5-HT.

In the same way, the NO and cyclic GMP content were assessed in

response to 5-HT.

Altogether, the findings suggest that 5-HT produces O2
N- in the

smooth muscle and NO in the endothelium. O2
N- passes through

the myoendothelial junctions to decrease endothelial NO

production and thus strengthen pulmonary vasoreactivity. This

is the first time that a negative control of the endothelial NO

function by the smooth muscle is demonstrated. Since ROS

production is increased in many cardiovascular diseases, such

process could be of great importance under pathological

conditions.

Materials and Methods

Ethics Statement
All animal work has been conducted according to relevant

international and national guidelines in accordance with the

recommendations of the Weatherall report, ‘‘The use of non-

human primates in research’’. All the protocols used were

approved by our local ethics committee named Comité d’éthique

régional d’Aquitaine. The protocol number is AP 2/11/2005.

Tissue Preparation
Male Wistar rats (10–15 weeks old, weighing 300–400 g) were

sacrificed using CO2 asphyxia according to the animal care and

use local committee (Comité d’éthique régional d’Aquitaine – AP

2/11/2005). The left lung was rapidly removed and rinsed in

Krebs–HEPES–bicarbonate containing (in mM): 118.4 NaCl, 4.7

KCl, 1.2 MgSO4, 4 NaHCO3, 1.2 KH2PO4, 2 CaCl2, 10 N-2-

hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES) and 6

D-glucose, pH 7.4 with NaOH. Intrapulmonary arteries with an

external diameter of 300–350 mm (IPA) were then dissected free

from surrounding connective tissues under binocular control.

Intracellular Calcium and External Diameter Recording
IPA were cannulated as previously described [17] in an

arteriograph (DMT, Denmark). Residual blood was removed by

perfusing the vessels with Krebs-HEPES solution, and then vessels

were maintained in a no-flow state and held at a constant

transmural pressure of 10 mmHg and at a constant temperature of

37uC. Vessels were incubated 1 h in 2 mM Fura-PE3-AM at 37uC
and rinsed for 10 min with Krebs-HEPES solution. The

arteriograph was then placed on the stage of an inverted

epifluorescence microscope (Olympus IX70) equipped with a

x10, UPlanApo/0.40 W water-immersion objective (Olympus).

The source of excitation light was a xenon arc lamp (175 W), and

excitation wavelengths were selected by a wheelfilter (Sutter

Instrument Co.) composed of 345 nm and 380 nm filters. Digital

images were sampled at 12-bit resolution by a fast-scan, cooled

charge-coupled device camera (CoolSNAP fx Monochrome,

Photometrics). Preparation was then alternately excited at 345

and 380 nm and emission fluorescence at 510 nm of both

excitation wavelengths was imaged every 20 seconds. As previ-

ously described, regions of interest were drawn on the vascular

wall to determine calcium signal from smooth muscle cells and

background was substracted using MetaFluor (Universal Imaging

Software) [17]. External diameter of the vessels was measured on

these images using MetaMorph (Universal Imaging Software).

Contraction was expressed as a percentage related to the

percentage of decrease of the initial external diameter.

Either 10 mM or cumulative concentrations of 5-HT (Sigma)

were added to the bath, which was bubbled with air. After

recording of this first contraction, vessels were washed and

pharmacological substances were added both to the bath and to

the perfusion solution inside the vessel for one hour. We inhibited

gap junction communications through Cx 37 and Cx 43, Cx 40, or

Cx 43 with synthetic connexin-mimetic peptides: 37,43Gap 27

(SRPTEKTIFII), 40Gap 27 (SRPTEKNVFIV) and 43Gap 26

(VCYDKSFPISHVR) respectively (Genscript). Specificity of these

peptides was checked with an inactive homologous peptide: 43Gap

20 (EIKKFKYGC). The role of superoxide anion was investigated

with 300 U/ml poly-ethylene glycol-superoxide dismutase (PEG-

SOD, Sigma) combined to 600 U/ml poly-ethylene glycol-catalase

(PEG-catalase; Sigma). Once substances added, a second contrac-

tion with either 10 mM or cumulative concentrations of 5-HT was

performed. We performed time-matched controls to check that we

can produce two similar cumulative concentration-response curves

(CCRC) to 5-HT with one hour of delay between the two CCRC

(Figure S1). When indicated, vessels were perfused before

contraction protocol with 100 ml of 0.3% 3-((3-cholamidopropyl)-

diethylammonio)-1-propane sulphonate (CHAPS, Sigma) in order

to remove endothelium, as previously described [18].

We checked that such protocol suppressed endothelial function

by testing the absence of a relaxation with 10 mM carbamylcholine

of 40 mM KCl-induced preconstricted pulmonary arteries (Figure

S2). CHAPS on its own had no deleterious effect on the

contraction and calcium signal induced by high potassium solution

(KCl 40 mM) (Figure S3).

Isometric Contraction Measurements
Isometric contraction was recorded in intrapulmonary arterial

rings with an external diameter of 1.5–2 mm as reported

previously [19,20]. Briefly, mechanical properties were assessed

using organ bath and transducer systems, coupled to IOX software

(EMKA Technologie). As determined in preliminary experiments,

tissues were set at optimal length by equilibration against a passive

load of 0.8 g. At the outset of each experiment, K+-rich (80 mM)

solution, obtained by substituting an equimolar amount of KCl for

NaCl from Krebs-HEPES solution, was applied in order to obtain

a reference contraction used to normalize subsequent contractile

responses. Contractile properties were tested by constructing a

CCRC to 5-HT (10 nM to 100 mM) for each ring. When

indicated, 37,43Gap 27 was incubated during 1 hour before CCRC

to 5-HT.

Endothelial function was tested by relaxation with 10 mM

carbamylcholine of 0.3 mM phenylephrine-induced preconstricted

pulmonary arterial rings. All experiments were performed at 37uC.

Quantitative RT-PCR
RNA Extraction. IPA from one rat was homogenized using

600 ml of Trizol (Invitrogen), then, 120 ml of chloroform (Sigma)

Modulation of Vasoreactivity
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was added. The RNA was extracted from the aqueous phase after

centrifugation at 15,000 g for 15 min. RNA was precipitated in the

presence of isopropanol (Sigma) at 220uC overnight. The pure

RNA was obtained by centrifugation at 15,000 g for 15 min and

was washed with 80% ethanol (Sigma). The concentration of RNA

was measured spectrophotometrically by GeneQuant RNA/DNA

calculator (Amersham Pharmacia). The total RNA (1 mg) was

reverse transcribed into cDNA by using AMV reverse

transcriptase (Promega), RNase inhibitor, and oligo d(T) as a

primer at 42uC for 60 min followed by heating at 94uC for 3 min.

Real-time Quantitative Polymerase Chain Reaction

(PCR). Real-time quantitative PCR was performed with a

Rotor-Gene 2000 (Corbett Research). Triplicate PCR reactions

were assembled in 0.1-ml strip tubes containing cDNA from 10 ng of

total RNA, 0.2 ml of 506Titanium Taq DNA Polymerase combined

to its buffer (Clontech Laboratories), 1 mM dNTP, each of the

appropriate primer (Sigma Genosys; see table 1 for concentrations

and sequences), and 0.56SYBR Green (Molecular Probes).

The PCR was performed under the following conditions:

denaturation at 95uC for 15 s, annealing temperature (68–70uC)

depending on specific primers for 15 s, and extension at 70uC for

15 s, these steps were repeated during 40 cycles. Data collection

was performed after each extension step, at a temperature of at

least 3.5uC lower than the melting temperature of the amplicon

(generally between 80–85uC) to eliminate non-specific fluores-

cence signal. PCR negative controls were systematically made by

using water instead of cDNA. All specific primers were designed

by using the primer analysis software (Oligo 6.6, Molecular

Biology Insights). The efficiency of the PCR reactions was always

more than 90%. Specificity of the amplified PCR products was

checked with melting curve analysis and by electrophoresis

analysis on a 2% agarose gel containing SYBR Green.

Western Blot
IPA from 4 rats were homogenized on ice in lyses buffer

containing 1% IGEPAL, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS,

1 mM amino-ethyl-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride

(AEBSF), 1.5 mM aprotinin and 0.1 mM leupeptin (Sigma-Aldrich).

After 10 minutes of centrifugation at 15,000 g, supernatant is

reduced in Laemmli buffer and heated at 90uC for 6 min. Protein

extract were subjected to electrophoresis on a 10% acrylamid

reducing gel, and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF)

membranes (Immobilon-P, Millipore). The immunoblots were then

incubated using either rabbit anti-Cx 37, rabbit anti-Cx 40 or

mouse anti-Cx 43 (Zymed) overnight at 4uC. After incubation with

appropriate secondary antibodies coupled to horseradish perox-

ydase (HRP, Santa Cruz) for 2 h at room temperature, immuno-

blots were then revealed by enhanced chemiluminescence acquired

using Kodak Image Station 4000 MM. Band densities were

quantified using GeneTool software (SynGene). Immunoblots were

then stripped and revealed with mouse anti-b-actin for 1 h at room

temperature.

Immunofluorescence
IPA were fixed in Formalin (Sigma) for 10 min and then

embedded in OCT-Compound, frozen at -20uC and cut in 10 mm

sections with a cryostat. Sections were first incubated in 0.1%

Triton X-100 (Sigma) and 1% bovine serum albumin in PBS for

1 h at room temperature, and then in the primary antibodies

(same antibodies as the ones used for Western Blot) overnight at

4uC. Sections were then incubated with the appropriate secondary

antibodies coupled to Alexa 546 (Molecular Probes) for 2 h at

room temperature. Nuclei were labeled with 45 mM Hoechst

33342 (Molecular Probes). Sections were then observed with a

laser scanning confocal microscope TE2000 (Nikon) with a x 60,

1.40 NA plan apochromat oil-immersion objective. Excitation was

obtained with a diode laser at 408 nm to observe nuclei, an argon

laser at 488 nm to observe autofluorescence of the internal elastic

lamina and a helium-neon laser at 543 nm to observe Cx labeling.

The emitted light was filtered as appropriate: 450635 nm for

nuclei (blue), 515630 nm for internal elastic lamina (green), and

605675 nm for Cx labeling (red).

Dye Transfer
IPA were mounted in an arteriograph as previously described

(see Intracellular calcium and external diameter recording). The

vessels were allowed to equilibrate and pressurized at 10 mmHg

for 30 min, and then lumen was loaded with 10 mM carboxy-

fluorescein-AM (Molecular Probes) for 30 min before washout

with Krebs-HEPES for 30 min. Where indicated, vessels were

perfused with 300 mM 37,43Gap 27 for 1 h before carboxyfluor-

escein loading. Vessels were subsequently removed from the

Table 1. Sequences of the primer pairs (S: sense; AS: antisense) for housekeeping genes (GAPDH, HPRT, PLRPO and YWHAZ) and
genes of interest (Cx 37, Cx 40 and Cx 43) are shown as well as GenBank accession number, product length, product Tm and
concentrations.

Gene Sequence GenBank accession number Product length (pb) Product Tm (uC) Concentration (nM)

GAPDH S: ATTCTACCCACGGCAAGTT
AS: CGCCAGTAGACTCCACGACATA

NM_017008 153 89.4 200

HPRT S: TGTTGGATATGCCCTTGACTA
AS: AGATGGCCACAGGACTAGAAC

NM_012583 178 85.6 100

PLRPO S: AGGTGGGAGCCAGCGAAGC
AS: GCAACAGTCGGGTAGCCAATC

NM_022402 208 91.7 100

YWHAZ S: AGCCGAGCTGTCTAACGAG
AS: GCCAAGTAGCGGTAGTAGTCA

NM_013011 291 88.4 100

Cx 37 S: GGTGGCAGAGGACGGTCGTCT
AS: CCATGGTCCAGCCGTAGAGA

NM_021654 133 85.3 200

Cx 40 S: GGAAAGAGGTGAACGGGAAG
AS: GGGCCTCGAGACATAACAGTT

NM_01280 197 91.3 200

Cx 43 S: TCTGCCTTTCGCTGTAACACT
AS: GGGCACAGACACGAATATGAT

NM_012567 117 87.5 200

doi:10.1371/journal.pone.0006432.t001
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arteriograph and fixed in Formalin for 20 min at room

temperature before cryopreservation in OCT compound at

220uC. Cryosections (10 mm thick) were prepared and mounted

in Fluorescent mounting medium (Dako) and imaged with laser

scanning confocal microscope TE2000 (Nikon) with a x 60, 1.40

NA plan apochromat oil-immersion objective. Preparation was

excited with an argon laser at 488 nm, and fluorescence emission

was filtered at 515 nm630.

Electron Paramagnetic Resonance (EPR) Recordings
Intrapulmonary arteries with an external diameter of 0.3–2 mm

were used for EPR studies and cGMP measurements.
Superoxide Anion Spin Trapping. Pulmonary arteries were

incubated in the spin trap solution containing 500 mM 1-hydroxy-3-

methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin (CMH, Noxygen),

25 mM deferoxamine (Sigma) and 5 mM N,N-diethyldithio-

carbamate (DETC, Sigma) in Krebs-HEPES at 37uC for 45 min.

5-HT 0.1 mM was added during the spin trap incubation; PEG-

SOD 300 U/mL was incubated during 45 min before spin trap

incubation. Reaction was stopped by freezing the sample in liquid

nitrogen. Samples were then analyzed by EPR spectrometry on a

tabletop x-band spectrometer miniscope (MS200, Magnettech).

Spectra of the oxidized product of CMH (CMN) were recorded at

77uK using a flask Dewar. Acquisition parameters were as followed:

Bo Field: 33416150 G, microwave power: 10 dB, amplitude

modulation: 5 G, sweep time: 60 sec, gain: 300 and 3 scans [21].

Signals were quantified by measuring the total amplitude, after

correction of baseline and normalized to the protein quantity of the

sample in mg/ml.
NO Spin Trapping. Detection of NO production was

performed using the technique with Fe2+-DETC as spin trap.

IPA were placed in 0.5 ml of Krebs-HEPES and then treated with

0.5 ml of colloid Fe(DETC)2 as previously described and

incubated for 45 min at 37uC [22]. When indicated, 0.1 mM 5-

HT was added during Fe(DETC)2 incubation. NO measurements

were performed at 77uK using EPR spectrometry. Instrument

settings were: Bo Field: 3285680 G, microwave power: 10 dB,

amplitude modulation: 7 G, sweep time: 150 sec, gain: 900 and 3

numbers of scan. Signals were quantified by measuring the total

amplitude, after correction of baseline and normalized to the

protein quantity of the sample in mg/ml.

cGMP Measurements
Intrapulmonary arteries were incubated in Krebs-HEPES with

or without 5-HT 0.1 mM and with or without PEG-SOD + PEG-

catalase (300 U/ml and 600 U/ml respectively) at 37uC for

15 min, cooled in liquid nitrogen and then stored at 280uC.

Arteries were homogenized in ice-cold trichloroacetic acid (5%,

Sigma) to extract cGMP. cGMP content was assayed as described

in the procedure of an ELISA kit obtained from Cayman

Chemical & Co. cGMP level was normalized to tissue protein

content in mg/ml.

Statistical Analysis
All results are expressed as means6SEM, n indicates the

number of IPA for the calcium and contractile studies, dye transfer

and immunofluorescence, the number of rats for quantitative RT-

PCR, EPR and cGMP measurements, and the number of

experiments from 3 pools of rats (4 rats per pool) for Western

Blot. Cumulative concentration response curves to 5-HT were

fitted to the logistic equation with Origin 6.0 software to determine

the maximum effect of 5-HT for each experiment, and a non

parametric test for paired samples (Wilcoxon test) was performed

on the maximum effect of 5-HT with or without drug.

Quantitative RT-PCR results were analyzed with the GeNorm

method [23]. Statistical analyses were performed on all other data

using a non parametric test for unpaired samples (Mann-Witney

test). Values of P,0.05 were considered significant.

Results

Connexins 37, 40 and 43 are expressed and functional in
the pulmonary arterial wall

Although very few studies have been performed with contro-

versial results in pulmonary arteries, the three Cx 37, 40 and 43

have been observed in pulmonary arteries [13,14]. Quantitative

RT-PCR and Western Blot experiments evidenced the presence of

the mRNA and proteins for the three Cx 37, 40 and 43 in small

intrapulmonary arteries (IPA) (Figure 1A and B). Immunofluores-

cent labeling studies confirmed the presence of the Cx 37, 40 and

43 proteins (Figure 1C). The autofluorescence of the external and

internal elastic lamina in green has been previously observed in

various vessels [24,25] and is useful to delimit the smooth muscle

layers from the endothelial cells and the adventitia. Some punctate

labeling was observed for the Cx 37, 40 and 43 in the endothelium

and similar labeling was observed in the smooth muscle for the Cx

37 and 40 (Figure 1C). Punctate staining is characteristic of

connexins labeling and has been previously shown in various

tissues including vessels [4,24,25]. Since (1) Cx 37 and 43 are

expressed in IPA, (2) they have a functional role in both the

calcium and contractile signal and (3) they are localized in the

endothelium, we then addressed the functional role of the Cx 37

and 43 in the myoendothelial communications and/or the

communications between endothelial cells. After loading endothe-

lial cells with a fluorescent dye (carboxyfluorescein), the dye

diffused to the smooth muscle cells in control conditions (Figure 1D

left) whereas it stayed in the endothelium when the vessels were

pretreated with 37,43Gap 27 300 mM (Figure 1D right).

Altogether, it can be concluded that the myoendothelial

communications are functional and involve the Cx 43 and/or

Cx 37.

Vasoreactivity to 5-HT is controlled by gap junctions and
endothelium

We then examined if gap junctions had any influence on (1) the

intracellular calcium concentration in smooth muscle and (2) the

contraction in IPA. Consequently, we checked if any of these

connexins had any role in the simultaneously recorded calcium

and contractile signals in response to the agonist 5-HT in IPA.

Incubation of the vessels with 40Gap 27 300 mM, the Cx-mimetic

peptide used as a specific blocker of the Cx 40, had no effect on

both calcium and contractile signals (Figure S4). In contrast,

incubation with 37,43Gap 27 300 mM, the Cx-mimetic peptide

used as a specific blocker of the both Cx 37 and 43, strongly

decreased both calcium and contractile signals to 5-HT (Figure 2A

and B left). Incubation with 43Gap26 300 mM, the specific blocker

of the Cx 43 alone, had similar effects on calcium and contractile

signals to those of the 37,43Gap 27 (Figure S5) suggesting that the

Cx 43 is involved in the response to 5-HT. Since 43Gap 20 is a

peptide homologous to the intracellular loop of the Cx 43, it can

be used as an inactive analog of the Gap 27 specific of the Cx 43

[26]. We observed that 43Gap 20 300 mM had no effect on the

calcium and contractile signals to 5-HT confirming the specificity

of these Cx-mimetic peptides (Figure S6).

Since gap junctions are localized in between smooth muscle

cells and/or in between endothelial cells and/or in between

smooth muscle and endothelial cells (myoendothelial junctions),

we removed the endothelium of the vessels to discriminate the role
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of these different types of communications. The blocking effect of

the 37,43Gap 27 300 mM was absent in endothelium-denuded

vessels (Figure 2B right) suggesting that the myoendothelial and/or

the endothelial junctions are important for the calcium and

contractile signals to 5-HT.

Isometric tension recordings showed that whereas 37,43Gap 27

300 mM blocked the CCRC to 5-HT (0.01–100 mM), it had no

effect on the CCRC to phenylephrine (0.1 nM–3 mM), to

endothelin-1 (0.1–5000 nM) and to high potassium solutions (4.7–

100 mM, Figure S7). Moreover, in systemic vessels such as renal

arteries, the CCRC to 5-HT were identical in the presence or in the

absence of 43Gap 26 300 mM (Figure S8A) whereas in aorta, 43Gap

26 300 mM partially inhibited the CCRC to 5-HT (Figure S8B).

NO and O2
N- are involved and interconnected in the

calcium and contractile responses to 5-HT
Since NO is a major element contributing to the endothelial

control of vasoreactivity, we checked the effect of L-NAME, a NO

Figure 1. Expression and function of connexins 37, 40 and 43. A shows mean values6S.E.M. of relative mRNA expression levels measured by
quantitative RT-PCR. B shows protein expression measured by Western Blot and normalized to b actin expression level. C shows immunofluorescent
labeling demonstrating the presence of Cx (red) 37 (left), 40 (middle) and 43 (right). Green shows the autofluorescent signal of the vessels and blue
the nuclei (C). C bottom are pictures of the endothelial side of opened vessels. SMC means smooth muscle cells and EC means endothelial cells. D
shows diffusion of a green fluorescent dye from the endothelium to the smooth muscle via cell-to-cell communications in basal conditions (left) and
such diffusion was blocked following one hour incubation with 300 mM 37-43Gap 27 (right). Scale bars are 15 mm. n indicates the number of rats for
quantitative RT-PCR and the number of experiments performed for Western Blot.
doi:10.1371/journal.pone.0006432.g001
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synthase inhibitor, on the blocking effect of 37,43Gap 27 previously

observed on the simultaneously recorded calcium and contractile

signals to 5-HT. L-NAME 100 mM reversed the blocking effect of
37,43Gap 27, 300 mM, on both the intracellular calcium concen-

tration and contraction to 5-HT (Figure 3A) whereas L-NAME

100 mM alone had no effect (Figure S9) confirming the importance

of NO in the endothelial control of the vasoreactivity through gap

junctions. We hypothesized that O2
N- production by 5-HT could

account for a reduction of the endothelial NO production leading

to an increased contraction since O2
N- is a small element which

likely passes the membranes through gap junctions and is able to

scavenge NO and/or reduce its production thus decreasing its

relaxant effect [11,27]. Indeed, poly-ethylene glycol-superoxide

dismutase (PEG-SOD) 300 U/ml and poly-ethylene glycol-

catalase (PEG-catalase) 600 U/ml, two substances which catabo-

lise O2
N-, reduced calcium and contractile responses to 5-HT and

Figure 2. Myoendothelial and/or endothelial gap junctions participate to the calcium and contractile responses to 5-HT. Typical
traces of simultaneous recordings of intracellular calcium (top panel) and contraction (bottom panel) induced by 5-HT 10 mM are shown in A. 300 mM
37-43Gap 27 was introduced into the bath where indicated. B shows the mean values6S.E.M. for the effect of 37-43Gap 27 on both the amplitude of the
calcium response to 5-HT 10 mM (top) and the percentage of contraction (bottom) in whole vessels (left) and in endothelium-denuded vessels (right).
Black columns show the responses to 5-HT in the absence of 37-43Gap 27 and white columns are the same responses in the presence of 37-43Gap 27.
Data are expressed as a delta ratio (345 nm/380 nm) for calcium signal and the percentage of contraction is related to the percentage of decrease of
the initial external diameter. n indicates the number of vessels studied. * indicates a significant difference when P,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0006432.g002
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such effect was reversed by L-NAME 100 mM (Figure 3B).

Electron paramagnetic resonance (EPR) recordings demonstrated

that 5-HT produced O2
N- (Figure 4A). This O2

N- production was

prevented by PEG-SOD 300 U/ml and unchanged when the

endothelium was removed by CHAPS 0.3% (Figure 4A). We

checked that CHAPS 0.3% had no effect on its own on basal O2
N-

levels (Figure S10). Consequently, 5-HT produced O2
N- originating

from smooth muscle. Moreover, we also directly detected the

production of NO by 5-HT with EPR experiments (Figure 4B).

When the vessels were endothelium-denuded by CHAPS or

treated with L-NAME 100 mM, the production of NO by 5-HT

was abolished (Figure 4B) showing respectively that 1) NO

produced by 5-HT originates from the endothelium and 2) the

product detected by EPR is linked to NO synthases.

Finally, since, on one hand, 5-HT produced NO that induced

relaxation via cGMP production in SMC and, on the other hand,

it also produced O2
N- that antagonized NO, we measured the

cGMP content in order to determine if the overall result was in

favor of a relaxant or a contractile effect. Whereas 5-HT

significantly reduced the basal cGMP content, in the additional

presence of PEG-SOD 300 U/ml and PEG-catalase 600 U/ml, it

did increase the cGMP content (Figure 4C). This result indicates

that O2
N- produced by 5-HT in SMC decreases the NO produced

by 5-HT in EC, thus decreasing cGMP level leading to an

increased vascular contraction (Figure 5A). To the best of our

knowledge, this is the first description of a negative feedback of

smooth muscle on endothelial relaxant control of vasoreactivity.

Discussion

Our findings provide the first direct evidence of a smooth

muscle negative feedback on NO-dependent endothelial vasodi-

latation thus maintaining some contraction in vessels under

physiological pressures. In particular, we showed that the Cx 43

is expressed and functional in IPA and is necessary to develop a

sustained agonist-mediated contraction in an integrated vascular

model. Our data also support that such process involves agonist-

induced production of O2
N- in the smooth muscle and NO in the

endothelium. O2
N-, via myoendothelial junctions, reduces NO-

induced cGMP production in smooth muscle and the resulting

vessel relaxation (Figure 5).

In small vessels, gap junctions are usually mainly involved in

spontaneous oscillations of membrane potential, intracellular

calcium concentration and contraction [24,28,29]. Gap junctions

have also been shown to be largely implicated in the mediators-

and endothelium-related relaxation [5,30]. Few studies have

Figure 3. Contribution of gap junctions, O2
N- and NO in the calcium and contractile responses to 5-HT. Concentration response curves to

5-HT (0.1–100 mM) were performed simultaneously on the calcium signal (top panels) and the contraction (bottom panels). Data points are
means6S.E.M. A, 300 mM 37-43Gap 27 strongly blocked the calcium and contractile signals to 5-HT (black circles, n = 7 vessels). B, PEG-SOD (300 U/ml)
and PEG-catalase (600 U/ml) also inhibited the calcium and contractile responses to 5-HT (black circles, n = 7 vessels). Both 37-43Gap 27 and PEG-SOD
plus PEG-catalase effects were reversed by L-NAME 100 mM (A and B respectively, black triangles, n = 6 and 9 vessels respectively). Black squares are
control dose-response curves to 5-HT (n = 13–16 vessels). * indicates a significant difference when P,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0006432.g003
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addressed the role of gap junctions in agonist-induced contraction

and the results vary according to studies. Indeed, gap junction

blockers either increase or decrease the contraction and intracel-

lular calcium to phenylephrine in rat mesenteric arteries [24,29].

Interestingly, arteries that express Cx 43 to a high degree, such as

the rat aorta, are more sensitive to adrenergic agonists than those

expressing Cx 43 at a low level such as the caudal artery [30,31].

Altogether, these results are consistent with our study namely

stimulation of gap junctions, and especially Cx 43, is important to

strengthen the agonist-related vascular contraction. However, the

mechanisms involved in this regulation of the vascular tone by gap

junctions remain elusive.

Gap 26 and Gap 27 connexin-mimetic peptides have been

largely used as specific blockers of the gap junctions [24,32]. In our

hands, 37-43Gap 27 and 43Gap 26, firstly, inhibited the calcium

and contractile signals to 5-HT whereas the inactive analog 43Gap

20 had no effect and, secondly, 37-43Gap 27 prevented the

diffusion of a fluorescent dye from the endothelial cells to the

smooth muscle cells demonstrating the specificity of these blockers

on the connexins.

In vessels, Ca2+ and inositol 1, 4, 5 trisphosphate (IP3) are

intercellular messengers that pass through the intercellular

communications and especially the myoendothelial communica-

tions [28,33]. In a model of cocultured endothelial and smooth

muscle cells, both IP3 and calcium originating in the vascular

SMC appear to cross myoendothelial communications to induce a

secondary calcium increase in endothelial cells whereas only

calcium, and not IP3, originating from EC crosses myoendothelial

junctions to generate a calcium dependent response in the vascular

SMC [33]. In an integrated model of pressurized mesenteric

arteries, such regulation by surrounding SMC via myoendothelial

gap junctions, even under basal conditions, has also been

described [28]. However, under those conditions, IP3 from SMC

increases calcium in EC and, consequently, enhances endotheli-

um-related relaxation rather than contraction. In our study, the

negative control of this secondary endothelial calcium signal linked

to relaxation allows the smooth muscle to produce a sustained

rather than a transient contraction.

There are some lines of evidence from the literature that O2
N- (1)

is produced by 5-HT in mice and bovine pulmonary arterial SMC

and (2) participates to the contraction or proliferation of SMC

[10,34]. Although, Liu and Folz [10] used an integrated model of

mouse intrapulmonary arteries, they did not address the role of

gap junctions in the contraction to 5-HT. In pulmonary artery, 5-

HT is well known to induce contraction via stimulation of 5-HT

receptors and SMC proliferation via stimulation of 5-HT

transporter and/or 5-HT receptors [6]. O2
N- production in mice

intrapulmonary arteries is insensitive to GR 127935, a selective

inhibitor of 5-HT1B/D receptor and it is sensitive to 5-HT

transporter in bovine pulmonary arterial SMC [10,35]. We did

not address the role of 5-HT transporter and/or receptor in our

model as this issue deserves future study. In the same way, Liu and

Folz suggested that O2
N- was produced via a NADPH oxidase

pathway [10] and this hypothesis could apply to our study.

O2
N- is increased in several models of hypertension including

pulmonary arterial hypertension [36,37]. Moreover, it has been

observed that increased contraction to 5-HT in aortic strips of

hypertensive rats is inhibited by the blockade of the gap junctions

[38]. Finally, pulmonary arterial hypertension is linked to an

endothelial dysfunction [39]. These data suggest that the process

we propose, namely the negative regulation of the endothelial

relaxation by the smooth muscle, could also be of great interest in

vascular pathophysiological conditions.

In conclusion, we evidenced vascular smooth muscle can

negatively control the endothelial relaxation in order to produce

a sustained contraction in small vessels at physiological pressures.

This control involves O2
N-, myoendothelial junctions and regulation

of endothelial NO function. In that respect, modifications of this

process could potentially be involved in vascular pathologies and

need to be further investigated.

Figure 4. Production of O2
N-, NO and cyclic GMP by 5-HT. A, O2

N-

production was measured by EPR spectrometry in the absence or in the
presence of 5-HT 100 mM (black column and white column respective-
ly). The production of O2

N- by 5-HT was reduced by PEG-SOD (A, grey
column) whereas it was unchanged when vessels were endothelium-
denuded by CHAPS (A, light grey column). B, EPR spectrometry also
showed an increase in NO production by 5-HT 100 mM (white column)
and an absence of NO production by 5-HT 100 mM when vessels were
endothelium-denuded by CHAPS (light grey column) or treated with L-
NAME 100 mM (grey column). C, as measured by Elisa kit, basal cyclic
GMP content (black column) was decreased by 5-HT (white column)
whereas it was increased when PEG-SOD and PEG-catalase were added
to 5-HT (light grey column). Data from EPR spectrometry are expressed
as a ratio of the amplitude of the pic (A) out of the protein
concentration of each pool of vessels in mg/ml. cGMP contents are
expressed as a ratio of the quantity of cGMP in picomoles out of the
protein concentration of each pool of vessels in mg/ml. Values are
means6S.E.M. and n indicates the number of rats tested. * indicates a
significant difference when P,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0006432.g004
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Supporting Information

Figure S1 Reproducibility of two cumulative concentration-

response curves to 5-HT on the same vessel. Two CCRC to 5-HT

(0.1–100 mM) recorded on the same vessel with a delay of one hour in

between the two curves were similar for both calcium signal (top) and

contraction (bottom). Black squares indicate the first CCRC and the

black circles indicate the second CCRC. Data are means6S.E.M. for

8 vessels and are expressed as a delta ratio (345 nm/380 nm) for

calcium signal and a percentage of contraction (top and bottom

respectively). The percentage of contraction is related to the

percentage of the initial external diameter.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s001 (0.30 MB TIF)

Figure S2 Effect of endothelium removal on the relaxant effect

of carbamylcholine. Intrapulmonary arteries were preconstricted

with high potassium solution (KCl 40 mM) and then stimulated

with 10 mM carbamylcholine. Calcium and contractile signals

were simultaneously recorded (top and bottom respectively). The

experiments were performed in control vessels (black column) and

in vessels whose endothelium has been denuded with CHAPS

(white column). Data are means6S.E.M. and are expressed as a

percentage of the delta ratio (345 nm/380 nm) or a percentage of

the contraction in response to carbamylcholine 10 mM from

preconstricted vessels with KC1 40 mM (top and bottom

respectively). n indicates the number of vessels tested. * indicates

a significant difference when P,0.05.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s002 (0.21 MB TIF)

Figure S3 Effect of endothelium removal on the calcium and

contractile responses to high potassium solution. The calcium and

contractile signals simultaneously recorded in response to high

potassium solution (KCl 40 mM) were similar in control vessels

(black column) and in vessels whose endothelium has been

denuded with CHAPS (white column). Data are means6S.E.M.

and are expressed as a delta ratio (345 nm/380 nm) for calcium

signal and a percentage of contraction (top and bottom

respectively). n indicates the number of vessels tested.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s003 (0.19 MB TIF)

Figure S4 Effect of 40Gap 27 on the calcium and contractile

signals in response to 5-HT. The calcium and contractile signals

were simultaneously recorded in response to 5-HT 10 mM in the

absence (black column) or in the presence of 300 mM 40Gap 27,

Figure 5. Proposed mechanism for the negative feedback of smooth muscle on endothelial relaxant control of vasoreactivity. 5-HT
can act on both SMC and EC. Calcium increase in SMC in response to 5-HT leads to contraction whereas in EC it stimulates NO synthase and leads to
NO production. NO will stimulate guanylate cyclase which will increase cGMP production in SMC and then induce relaxation. In normal conditions, 5-
HT produces O2

N- in SMC. O2
N- passes through myoendothelial gap junctions and scavenges NO in EC thus decreasing cGMP content in SMC.

Consequently, 5-HT effect on SMC prevails over 5-HT effect on EC and will induce a contraction (A). If (1) O2
N- is degraded by SOD and catalase, and/or

(2) gap junctions are blocked, NO scavenging by O2
N- in EC will be prevented. Consequently, NO and cGMP levels will be increased thus inducing a

relaxant effect leading to a lower contraction to 5-HT in the whole vessels (B).
doi:10.1371/journal.pone.0006432.g005
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the Cx-mimetic peptide targeted against Cx 40 (white column).

Data are means6S.E.M. and are expressed as a delta ratio

(345 nm/380 nm) for calcium signal and a percentage of

contraction (top and bottom respectively). n indicates the number

of vessels tested.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s004 (0.18 MB TIF)

Figure S5 Effect of 43Gap 26 on the calcium and contractile

signals in response to 5-HT. Cumulative concentration-response

curves to 5-HT (0.1–100 mM) were performed in the absence or in

the presence of 300 mM 43Gap 26, the Cx-mimetic peptide

targeted against Cx 43 (black squares and circles respectively).

Data are means6S.E.M. for 7 vessels and are expressed as a delta

ratio (345 nm/380 nm) for calcium signal and a percentage of

contraction (top and bottom respectively). * indicates a significant

difference when P,0.05.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s005 (0.30 MB TIF)

Figure S6 Effect of 43Gap 20 on the calcium and contractile

signals in response to 5-HT. CCRC to 5-HT (0.1–100 mM) were

performed in the absence or in the presence of 300 mM 43Gap 20,

an inactive analog of the Cx-mimetic peptide targeted against Cx

43 (black squares and circles respectively). Data are mean-

s6S.E.M. for 7 vessels and are expressed as a delta ratio

(345 nm/380 nm) for calcium signal and a percentage of

contraction (top and bottom respectively).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s006 (0.30 MB TIF)

Figure S7 Effect of 37-43Gap 27 on the contractile responses to

5-HT, phenylephrine, endothelin-1 and high potassium solutions.

Isometric tension measurements were recorded on intrapulmonary

arterial rings in response to cumulative concentrations of 5-HT (A)

or phenylephrine (B) or endothelin-1 (C) or in response to

increasing concentrations of potassium (KCl 4.7 - 100 mM) (D).

Contractions were recorded in the absence (black squares) or in

the presence (black circles) of 300 mM 37-43Gap 27. Data are

means6S.E.M. for 7 - 21 vessel rings and are expressed as a

percentage of the contraction to high potassium solution (KCl

80 mM). * indicates a significant difference when P,0.05.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s007 (0.41 MB TIF)

Figure S8 Effect of 43Gap 26 on the contractile responses to 5-

HT in renal arteries and aorta. Isometric tension measurements

were recorded on arterial rings in response to cumulative

concentrations of 5-HT in renal arteries (A) or aorta (B).

Contractions were recorded in the absence (black squares) or in

the presence (black circles) of 300 mM 43Gap 26. Data are

means6S.E.M. for 8 - 16 vessel rings and are expressed as a

percentage of the contraction to high potassium solution (KCl

80 mM). * indicates a significant difference when P,0.05.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s008 (0.29 MB TIF)

Figure S9 Effect of L-NAME on the simultaneously recorded

calcium and contractile signals in response to 5-HT. Cumulative

concentration-response curves to 5-HT (0.1–100 mM) were

performed in the absence or in the presence of L-NAME

100 mM, a NO synthase inhibitor (black squares and circles

respectively). Data are means6S.E.M. for 6 vessels and are

expressed as a delta ratio (345 nm/380 nm) for calcium signal and

a percentage of contraction (top and bottom respectively).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s009 (0.29 MB TIF)

Figure S10 Effect of endothelium removal and xanthine plus

xanthine oxidase treatment on superoxide anion production. O2N
was measured by using CMH spin trapping method and EPR

spectrometry on control vessels (black column), vessels whose

endothelium was denuded with CHAPS 0.3% (white column, top

panel) and vessels treated with xanthine 50 mM plus xanthine

oxidase 0.02 U/ml (white column, bottom panel). Data are

means6S.E.M. and are expressed as a ratio of the amplitude of

the pic (A) out of the protein concentration of each pool of vessels

in mg/ml. n indicates the number of vessels tested.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0006432.s010 (0.24 MB TIF)
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En conclusion, cette étude nous a permis d’établir le profil d’expression des connexines 

dans les AIP3 de rat. Les 3 isoformes de connexines sont présentes dans les AIP3. Les Cx 37, 

40 et 43 sont localisées au niveau de l’endothélium et la Cx 40, et dans une moindre mesure la 

Cx 37, sont exprimées au niveau du muscle lisse. Cette étude a également permis de vérifier la 

fonctionnalité des jonctions myoendothéliales (JME) au niveau des AIP3.  

D’autre part, ce travail a permis d’identifier les mécanismes impliquant les JME dans la 

contraction à la 5-HT. Les JME seraient en effet le siège d’une voie de signalisation permettant 

de réguler la balance de l’effet vasodilatateur induit par une stimulation des CE par la 5-HT face 

à l’effet vasoconstricteur induit par une stimulation des CML par la 5-HT. Sous l’influence de la 

5-HT, les CML produisent de l’O2
● qui traverse les JME, principalement constituées de Cx 43, 

ce qui altère la relaxation dépendante du NO produite par la 5-HT au niveau des CE. Ainsi, ce 

processus permet à la 5-HT de maintenir un certain niveau de contraction. 

De plus, nous avons montré que l’implication de la Cx 43 dans la contraction des AIP3 

est dépendante de la stimulation appliquée. En effet, la Cx 43 intervient dans la contraction à la 

5-HT, mais n’intervient pas dans les contractions induites par la phényléphrine, l’endothéline et 

par des solutions hyperpotassiques.  

Enfin, ce travail montre également que la Cx 43 n’intervient pas toujours dans la 

contraction à la 5-HT en fonction du territoire vasculaire. Ainsi, chez le rat, la Cx 43 joue un rôle 

dans la contraction à la 5-HT des artères pulmonaires et de l’aorte, mais n’intervient pas dans la 

contraction à la 5-HT de l’artère rénale. 

2. ÉTUDE CHEZ LA SOURIS 

Après avoir détaillé le rôle des jonctions communicantes dans la réponse à la 5-HT au 

niveau des AIP3 de rat, nous avons recherché à vérifier ce modèle chez des souris contrôles et 

dans un modèle de souris déficientes en NO synthase endothéliale (eNOS). L’utilisation de la 

souris présente un intérêt certain puisqu’il existe des modèles de souris transgéniques où 

l’expression des connexines est modifiée. 

Actuellement, aucune étude n’a été menée sur les jonctions communicantes dans la 

circulation pulmonaire de souris. Nous avons donc tout d’abord recherché la présence de la 

voie de signalisation impliquant la Cx 43 dans la réponse à la 5-HT au niveau des artères 

intrapulmonaires de souris (diamètre interne 500 µm). 

Contrairement à ce que nous avons observé chez le rat, le 43Gap 26 n’a pas d’effet sur 

la réponse contractile à la 5-HT au niveau des AIP de souris (Figure 43).  
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Figure 43 : effet du 43Gap 26 sur la contraction à la 5-HT d’artères intrapulmonaires de 
souris contrôles. 
CCRC à la 5-HT d’AIP de souris contrôles en absence (carrés noirs) ou en présence de 
43Gap 26 300 µM (ronds noirs). 

De la même façon, le 43Gap 26 n’a pas d’effet sur la réponse contractile à la 5-HT au 

niveau des AIP de souris déficientes en eNOS (Figure 44). 

 

Figure 44 : effet du 43Gap 26 sur la contraction à la 5-HT d’artères intrapulmonaires de 
souris déficientes en eNOS.  
CCRC à la 5-HT d’AIP de souris déficientes en eNOS en absence (carrés blancs) ou en 

présence de 43Gap 26 300 µM (ronds blancs). 

D’autre part, la réponse contractile à la 5-HT est similaire entre les souris sauvages et 

les souris déficientes en eNOS (Figure 45). 
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Figure 45 : réactivité à la 5-HT d’artères intrapulmonaires de souris contrôles (carrés 
noirs) et déficientes en eNOS (carrés blancs). 

En conclusion, le mécanisme observé au niveau des AIP3 de rat n’a pas été mis en 

évidence dans la circulation pulmonaire de souris. Cependant, on ne peut pas exclure la 

présence d’un mécanisme similaire impliquant une autre connexine que la Cx 43.  

3. ETUDE SUR DES CML EN CULTURE 

Après avoir étudié les connexines 37, 40 et 43 dans la circulation pulmonaire de rat sur 

un modèle intégré (vaisseau entier), et dans la perspective d’approfondir cette étude à l’échelle 

cellulaire, nous avons recherché la présence des 3 isoformes de connexines (Cx 37, 40 et 43) 

par immunofluorescence sur des CML d’AIP3 de rat en culture. 

Cette étude a été menée sur des CML en phénotype prolifératif (en présence de 10 % 

de sérum de veau fœtal, SVF) et sur des CML en phénotype contractile (en absence de SVF, et 

en présence de 1% d’ITS). Les 3 isoformes de connexines ont été détectées au niveau des 

CML en culture en présence de SVF, et seules les Cx 40 et 43 sont exprimées par les CML en 

culture en absence de SVF (Figure 46). L’intensité du marquage semble plus important pour la 

43 en phénotype prolifératif (+ SVF) par rapport au phénotype contractile (- SVF). En ce qui 

concerne la Cx 40, sa localisation est différente entre les deux conditions : le marquage est 

diffus en phénotype prolifératif alors qu’il est localisé au niveau du noyau des CML en 

phénotype contractile (Figure 46).  
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Figure 46 : expression des Cx 37, 40 et 43 au niveau de CML d’AIP3 de rat.  
Images en microscopie confocale de CML d’AIP3 de rats contrôles en phénotype prolifératif 

(gauche, + SVF) et en phénotype contractile (droite, - SVF). Les Cx 37 (haut), 40 (milieu) et 43 

(bas) sont détectées par immunofluorescence (rouge) ; les noyaux des cellules sont marqués 

au Hoechst (bleu). La barre représente une distance de 15 µm. 
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4. CONCLUSION  

Chez le rat contrôle, nous avons mis en évidence la présence des 3 isoformes de 

connexines au niveau des CE des AIP3, les Cx 37 et 40 sont, également, exprimées au niveau 

des CML. D’un point de vue fonctionnel, contrairement aux Cx 37 et 40, la Cx 43 intervient dans 

les réponses calciques et contractiles à la 5-HT des AIP3. De plus, nos résultats montrent que 

la 5-HT induit d’une part la production d’anion superoxyde au niveau des CML, et d’autre part, 

la production de NO au niveau des CE des AIP3 de rat. Le NO ayant des propriétés relaxantes, 

l’effet contractant de la 5-HT résulte alors en partie du piégeage du NO par l’anion superoxyde 

après que ce dernier ait traversé la JME composée principalement de Cx 43. Au final, 

l’ensemble des résultats met en évidence la présence d’une nouvelle voie modulant le contrôle 

du tonus vasculaire et faisant intervenir, entre autres, la Cx 43 présente au niveau de la JME, 

l’anion superoxyde au niveau du muscle lisse et le NO au niveau de l’endothélium. 
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EEttuuddeess  ddeess  jjoonnccttiioonnss  ccoommmmuunniiccaanntteess  
ddaannss  llaa  cciirrccuullaattiioonn  ppuullmmoonnaaiirree  

ppaatthhoollooggiiqquuee  
 

Dans les AIP3 de rats contrôles, nous avons mis en évidence la présence et le rôle 

fonctionnel de la JME dans la vasoconstriction à la 5-HT. Les AIP3 (et plus généralement les 

petits vaisseaux intrapulmonaires) ainsi que la 5-HT étant particulièrement mises en jeu lors de 

l’HTAP, nous avons poursuivi notre étude sur deux modèles d’HTAP.  

Dans un premier temps, nous avons comparé le profil d’expression des 3 isoformes de 

connexine au sein des AIP3 issues de rats contrôles, de rats atteints d’HTAP induite par 3 

semaines d’hypoxie chronique (rats HC) et de rats atteints d’HTAP induite par injection de 

monocrotaline (rats MCT). Puis dans un deuxième temps, nous avons étudié le rôle des 

jonctions communicantes dans la vasoréactivité à différents agonistes dans ces deux modèles 

de rats. 

1. PROFIL D’EXPRESSION DES CONNEXINES DANS LA 
CIRCULATION PULMONAIRE PATHOLOGIQUE 

1.1. Etude de l’expression des Cx 37, 40 et 43 

Comme dans le cas des rats contrôles, les ARN messagers des 3 isoformes de 

connexines ont été détectés dans les AIP3 des rats HC et MCT (Figure 47). L’expression des 

ARNm des Cx 37 et 40 n’est pas modifiée dans les AIP3 des deux modèles d’HTAP. Quant à la 

Cx 43, son niveau d’expression des ARNm n’est pas modifié dans les AIP3 de rats MCT, 

cependant, ce niveau est augmenté dans les AIP3 de rats HC (Figure 47).  
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Figure 47 : expression des ARNm des Cx 37, 40 et 43 dans la circulation pulmonaire de 
rats sains, et de rats atteints d’HTAP.  
Histogrammes représentant la quantité relative des ARNm des Cx 37, 40 et 43 exprimée au 

niveau des AIP3 de rats contrôles (noir, n = 4-5), de rats atteints d’HTAP hypoxique (blanc, n = 

9) et de rats atteints d’HTAP induite par injection de MCT (gris, n = 5-7). La quantité relative des 

ARNm a été mesurée par RT-PCR en temps réel. Chaque valeur représente une valeur 

moyenne ± écart type de la moyenne. * indique une différence significative par rapport au 

contrôle avec P < 0,05. 

Par la suite, nous avons étudié l’expression protéique des 3 isoformes de connexines. 

Les Cx 37, 40 et 43 ont été détectées dans les 3 conditions (contrôle, HC et MCT) (Figure 48). 

Seule la Cx 43 voit son expression augmentée dans les AIP3 de rats HC par rapport aux rats 

contrôles.  
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Figure 48 : expression des Cx 37, 40 et 43 dans la circulation pulmonaire de rats sains, 
et de rats atteints d’HTAP. 
Histogrammes représentant le niveau d’expression des Cx 37, 40 et 43 rapporté au niveau 

d’expression de la β-actine mesurés dans les AIP3 de rats contrôles (noir, n = 6-12), de rats 

atteints d’HTAP hypoxique (blanc, n = 9-12) et de rats atteints d’HTAP induite par injection de 

MCT (gris, n = 5-7). La quantité relative des connexines a été mesurée par Western Blot. 

Chaque valeur représente une valeur moyenne ± écart type de la moyenne. * indique une 

différence significative par rapport au contrôle avec P < 0,05. 

1.2. Etude de la localisation des Cx 37, 40 et 43 

Le profil d’expression des Cx 37, 40 et 43 a été étudié par immunofluorescence sur des 

coupes transversales d’AIP3, de façon à comparer la localisation des connexines au sein de la 

paroi des AIP3 de rats contrôles, HC et MCT. Chez les rats contrôles, les 3 connexines sont 

exprimées au niveau des CE, et cette localisation n’est pas modifiée au niveau des AIP3 des 

rats HC et MCT. Cependant, des différences sont observées au niveau du muscle lisse : les Cx 

37 et 40 sont exprimées en condition contrôle ainsi que chez les rats MCT, mais sont absentes 

des AIP3 issues des rats HC. La Cx 43, quant à elle, n’est pas exprimée au niveau du muscle 

lisse, quelle que soit la condition étudiée (figure 49).  
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Figure 49 : localisation des Cx 37, 40 et 43 dans la paroi des AIP3 de rats contrôles, HC 
et MCT.  
Images en microscopie confocale de coupes transversales d’AIP3 provenant de rats contrôles 

(gauche), de rats atteints d’HTAP hypoxique (milieu) et de rats atteints d’HTAP induite par 

injection de MCT (droite). Les Cx 37 (haut), 40 (milieu) et 43 (bas) sont détectées par 

immunofluorescence (rouge) ; la lamina élastique interne est autofluorescente (vert) et permet 

de délimiter les cellules musculaires lisses (CML) des cellules endothéliales (CE). Les noyaux 

des cellules sont marqués au Hoechst (bleu). La barre représente une distance de 15 µm. 
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2. ROLE DES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LA 
REPONSE A LA 5-HT 

2.1. Réactivité à la 5-HT des AIP1 de rats contrôles, HC et 
MCT 

La réactivité à la 5-HT des AIP1 de rats contrôles et de rats atteints d’HTAP a été 

comparée par mesure de la contraction isométrique (Figure 50). La 5-HT induit une contraction 

maximale significativement plus importante des AIP1 issues de rats HC (Emax = 75,10 ± 9,26 

% de la contraction au KCl 80 mM) et MCT (Emax = 78,43 ± 9,54 % de la contraction au KCl 80 

mM) par rapport aux AIP1 de rats contrôles (Emax = 53,76 ±  6,56 % de la contraction au KCl 

80 mM) (Tableau 10). De plus, l’EC50 des AIP1 de rats HC est significativement plus faible (3,37 

± 0,53 µM) que l’EC50 des AIP1 de rats contrôles (17,13 ± 5,64 µM) (Tableau 10). Ce résultat 

indique que les AIP1 de rats HC sont plus sensibles à la 5-HT que les AIP1 de rats contrôles. 

 

Figure 50 : réactivité à la 5-HT des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT.  
CCRC à la 5-HT d’AIP1 provenant de rats contrôles (carrés noirs), de rats atteints d’HTAP 

hypoxique (AIP1 HC, carrés blancs) et de rats atteints d’HTAP induite par une injection de MCT 

(AIP1 MCT, carrés gris). Chaque valeur représente une valeur moyenne ± écart type de la 

moyenne.  
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Tableau 10 : réactivité à la 5-HT des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration en µM de 5-HT qui produit la 

moitié de la contraction maximale. s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une différence 

significative par rapport au contrôle, avec P < 0,05. 

2.2. Rôle des jonctions communicantes dans la réactivité à la 
5-HT des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT 

Comme observé dans la première partie sur les AIP3 de rats contrôles, la 5-HT produit 

une contraction maximale significativement plus faible en présence de 37-43Gap 27 (Emax = 

18,49 ± 4,82 % de la contraction au KCl 80 mM) par rapport à la contraction maximale en 

absence d’inhibiteur (Emax = 76,32 ± 9,43 % de la contraction au KCl 80 mM) (Tableau 11). Le 
40Gap 27 n’a aucun effet sur la réactivité à la 5-HT des AIP1 de rats contrôles (Figure 51A et 

Tableau 11). Chez les rats HC, le 40Gap 27 diminue significativement la réponse maximale des 

AIP1 à la 5-HT (Emax = 33,10 ± 4,74 % de la contraction au KCl 80 mM en présence de 40Gap 

27 ; Emax = 57,16 ± 5,36 % de la contraction au KCl 80 mM en absence de 40Gap 27) (Tableau 

11). Le 37-43Gap 27 n’a aucun effet sur la réactivité à la 5-HT des AIP1 de rats HC (Figure 51B 

et Tableau 11). Au niveau des rats MCT, le 37-43Gap 27 ainsi que le 40Gap 27 diminuent la 

réactivité des AIP1 à la 5-HT (Figure 51C et Tableau 11).  
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Figure 51 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la contraction à la 
5-HT des AIP1 de rat contrôles, HC et MCT.  
CCRC à la 5-HT d’AIP1 provenant de rats contrôles (A), de rats atteints d’HTAP hypoxique (B) 

et de rats atteints d’HTAP induite par une injection de MCT (C). L’effet du 37-43Gap 27 (ronds) et 

du 40Gap 27 (triangles) a été étudié sur les CCRC à la 5-HT. Chaque valeur représente une 

valeur moyenne ± écart type de la moyenne.  
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Tableau 11 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la réactivité à la 5-
HT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration en µM de 5-HT qui produit la 

moitié de la contraction maximale. s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une différence 

significative par rapport à la condition sans inhibiteur de jonctions communicantes (contrôles, 

HC ou MCT), avec P < 0,05. 

3. ROLE DES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LA 
REACTIVITE A L’ENDOTHELINE-1 

3.1. Réactivité à l’endothéline-1 des AIP1 de rats contrôles, 
HC et MCT 

De la même façon que la 5-HT, l’endothéline-1 (ET-1) contribue à la vasoconstriction et 

au remodelage des artères pulmonaires, deux processus caractéristiques de l’HTAP. De plus, il 

a été montré chez l’homme une élévation de l’ET-1 plasmatique chez les sujets atteints 

d’HTAP. Nous avons donc étudié la réactivité à l’ET-1 des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT 

(Figure 52). 

L’ET-1 induit une contraction importante des AIP1 issues de rats contrôles et de rats HC 

et une contraction plus faible des AIP1 de rats MCT (Figure 52). Cependant, les AIP1 de rats 

HC répondent de façon significativement moins importante à l’ET-1 (Emax = 102,77 ± 8,45 % 
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de la contraction au KCl 80 mM) par rapport au contrôle (Emax = 129,10 ± 5,19 % de la 

contraction au KCl 80 mM). L’ET-1 induit une contraction maximale significativement plus faible 

des AIP1 de rats MCT (Emax = 28,99 ± 7,03 % de la contraction au KCl 80 mM) (Tableau 12). 

 

Figure 52 : réactivité à l’ET-1 des AIP1 de rats contrôles, MCT et HC.  
CCRC à l’ET-1 d’AIP1 provenant de rats contrôles (carrés noirs), de rats atteints d’HTAP 

hypoxique (AIP1 HC, carrés blancs) et de rats atteints d’HTAP induite par une injection de MCT 

(AIP1 MCT, carrés gris). Chaque valeur représente une valeur moyenne ± écart type de la 

moyenne.  

 

Tableau 12 : réactivité à l’ET-1 des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration en nM d’ET-1 qui produit la 

moitié de la contraction maximale. s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une différence 

significative par rapport au contrôle, avec P < 0,05. 
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3.2. Rôle des jonctions communicantes dans la réactivité à 
l’ET-1 des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT 

Les inhibiteurs des jonctions communicantes 37-43Gap 27 et 40Gap 27 n’ont aucun effet 

sur la réponse à l’ET-1 que ce soit au niveau des AIP1 de rats contrôles, de rats HC et de rats 

MCT (Figure 53A, B et C, tableau 13).  

 

Figure 53 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la contraction à l’ET-
1 des AIP1 de rat contrôles, HC et MCT.  
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CCRC à l’ET-1 d’AIP1 provenant de rats contrôles (A), de rats atteints d’HTAP hypoxique (B) et 

de rats atteints d’HTAP induite par une injection de MCT (C). L’effet du 37-43Gap 27 (ronds) et du 
40Gap 27 (triangles) a été étudié sur les CCRC à l’ET-1. Chaque valeur représente une valeur 

moyenne ± écart type de la moyenne.  

 

Tableau 13 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la réactivité à l’ET-1 
des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration d’ET-1 en nM qui produit la 

moitié de l’effet maximal (Emax). s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une différence 

significative par rapport à la condition sans inhibiteur de jonctions communicantes (contrôles, 

HC ou MCT), avec P < 0,05. 

4. ROLE DES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LA 
REACTIVITE A LA PHENYLEPHRINE 

4.1. Réactivité à la phényléphrine des AIP1 de rats contrôles, 
HC et MCT 

Après avoir étudié la réactivité à la 5-HT et à l’ET-1 des AIP1 issues de rats sains et de 

rats atteints d’HTAP, nous avons comparé la réactivité de ces vaisseaux à un 3ème agoniste 

vasoconstricteur : la phényléphrine. 
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La phényléphrine induit une contraction des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT (Figure 

54). Il n’y a pas de différence entre la contraction maximale des AIP1 issues de rats HC et MCT 

par rapport aux AIP1 de rats contrôles. Cependant, 0,18 ± 0,18 µM de phényléphrine sont 

nécessaires pour produire la moitié de la contraction maximale des AIP1 de rats contrôles, alors 

que seulement 0,10 ± 0,08 µM et 0,0028 ± 0,0006 µM produisent la moitié de la contraction 

maximale des AIP1 de rats HC et MCT respectivement (Figure 54 et tableau 14). Les AIP1 de 

rats HC et MCT sont ainsi significativement plus sensibles à la phényléphrine que les AIP1 de 

rats contrôles.  

 

Figure 54 : réactivité à la phényléphrine des AIP1 de rats contrôles, MCT et HC.  
CCRC à la phényléphrine (Phe) d’AIP1 provenant de rats contrôles (carrés noirs), de rats 

atteints d’HTAP hypoxique (AIP1 HC, carrés blancs) et de rats atteints d’HTAP induite par une 

injection de MCT (AIP1 MCT, carrés gris). Chaque valeur représente une valeur moyenne ± 

écart type de la moyenne. 

 

Tableau 14 : réactivité à la phényléphrine des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration de phényléphrine en µM qui 

produit la moitié de la contraction maximale. s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une 

différence significative par rapport au contrôle, avec P < 0,05. 
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4.2. Rôle des jonctions communicantes dans la réactivité à la 
phényléphrine des AIP1 de rats contrôles et HC 

Les inhibiteurs des jonctions communicantes 37-43Gap 27 et 40Gap 27 n’ont aucun effet 

sur la réponse contractile à la phényléphrine au niveau des AIP1 de rats contrôles (Figure 55A). 

Cependant, ils diminuent tous deux la contraction maximale à la phényléphrine des AIP1 de 

rats HC (Figure 55B et tableau 15).  

 

Figure 55 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la contraction à la 
phényléphrine des AIP1 de rat contrôles, HC.  
CCRC à la phényléphrine (Phe) d’AIP1 provenant de rats contrôles (A), de rats atteints d’HTAP 

hypoxique (B). L’effet du 37-43Gap 27 (ronds) et du 40Gap 27 (triangles) a été étudié sur les 

CCRC à la phényléphrine. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± écart type de la 

moyenne.  
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Tableau 15 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la réactivité à la 
phényléphrine des AIP1 de rats contrôles et HC.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration, en µM, de phényléphrine qui 

produit la moitié de l’effet maximal (Emax). s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une 

différence significative par rapport à la condition sans inhibiteur de jonctions communicantes 

(contrôles, HC ou MCT), avec P < 0,05. 

5. ROLE DES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LA 
REACTIVITE A DES SOLUTIONS HYPERPOTASSIQUES 

5.1. Réactivité à des solutions hyperpotassiques des AIP1 de 
rats contrôles, HC et MCT 

Après avoir étudié la réactivité des AIP1 de rats sains et atteints d’HTAP à 3 agonistes 

vasoconstricteurs, nous nous sommes intéressés à la réactivité de ces vaisseaux en réponse à 

la dépolarisation. Nous avons pour cela mesuré la réponse contractile des AIP1 stimulées par 

des solutions hyperpotassiques. 

Les solutions hyperpotassiques produisent une contraction des AIP1 de rats contrôles, 

HC et MCT (Figure 56). Les AIP1 de rats MCT répondent de façon moins importante aux 

solutions hyperpotassiques. En effet, la contraction maximale est de 85,16 ± 12,96 % de la 

contraction au KCl 80 mM pour les AIP1 de rats MCT, alors que pour les AIP1 de rats contrôles 

elle s’élève à 102,42 ± 0,94 % de la contraction au KCl 80 mM (tableau 16). D’autre part, l’EC50 

des AIP1 contrôles est de 27,17 ± 1,58 mM, et elle est significativement plus faible pour les 

MARIE
Note 
erreur, moyenne = 45.78 +/- 7.54

MARIE
Note 
erreur, moyenne = 0.18 +/- 0.07
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AIP1 de rats HC (15,04 ± 1,10 mM) (tableau 16). Ainsi, les AIP1 issues de rats HC sont plus 

sensibles aux solutions hyperpotassiques par rapport aux AIP1 de rats contrôles.  

 

Figure 56 : réactivité à des solutions hyperpotassiques des AIP1 de rats contrôles, 
MCT et HC.  
CCRC à des solutions hyperpotassiques (KCl) d’AIP1 provenant de rats contrôles (carrés 

noirs), de rats atteints d’HTAP hypoxique (AIP1 HC, carrés blancs) et de rats atteints d’HTAP 

induite par une injection de MCT (AIP1 MCT, carrés gris). Chaque valeur représente une valeur 

moyenne ± écart type de la moyenne 

 

Tableau 16 : réactivité à des solutions hyperpotassiques des AIP1 de rats contrôles, HC 
et MCT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration en mM de KCl qui produit la 

moitié de la contraction maximale. s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une différence 

significative par rapport au contrôle, avec P < 0,05. 
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5.2. Rôle des jonctions communicantes dans la réactivité à 
des solutions hyperpotassiques des AIP1 de rats contrôles, 
HC et MCT 

Les inhibiteurs de jonctions communicantes n’ont aucun effet sur les réponses aux 

solutions hyperpotassiques des AIP1 de rats contrôles et MCT (Figure 57A et C 

respectivement). À l’inverse, le 37-43Gap 27 ainsi que le 40Gap 27 diminuent tous deux la 

sensibilité des AIP1 de rats HC aux solutions hyperpotassiques, et augmentent tous deux la 

contraction maximale en réponse aux solutions hyperpotassiques (Figure 57, Tableau 17).  
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Figure 57 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la contraction en 
réponse à des solutions hyperpotassiques des AIP1 de rat contrôles, HC et MCT.  
CCRC à des solutions hyperpotassiques (KCl) d’AIP1 provenant de rats contrôles (A), de rats 

atteints d’HTAP hypoxique (B) et de rats atteints d’HTAP induite par une injection de MCT (C). 

L’effet du 37-43Gap 27 (ronds) et du 40Gap 27 (triangles) ont été étudiés sur les CCRC en 

réponse à des solutions hyperpotassiques. Chaque valeur représente une valeur moyenne ± 

écart type de la moyenne.  
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Tableau 17 : effet des inhibiteurs des jonctions communicantes sur la réactivité à des 
solutions hyperpotassiques des AIP1 de rats contrôles, HC et MCT.  
La contraction maximale (Emax) est exprimée en % de la contraction en réponse à une solution 

hyperpotassique (80 mM). L’EC50 correspond à la concentration en KCl en mM qui produit la 

moitié de l’effet maximal (Emax). s.e.m. = écart type de la moyenne. * indique une différence 

significative par rapport au contrôle avec P < 0,05. 

6. CONCLUSION  

Ces résultats mettent en évidence la présence des 3 isoformes de connexines au niveau 

des AIP3 issues de rats atteints d’HTAP. Cependant, il existe une surexpression de la Cx 43 

dans les AIP3 de rats HC. De plus, les Cx 37 et 40, qui sont exprimées au niveau du muscle 

lisse des AIP3 de rats sains, sont absentes du muscle lisse des AIP3 de rats HC. En ce qui 

concerne le profil d’expression des connexines dans les AIP3 de rats MCT, nous n’avons 

observé aucune modification par rapport aux AIP3 de rats contrôles. 

D’un point de vue fonctionnel, notre travail montre que les jonctions communicantes 

n’interviennent pas toujours dans les phénomènes de contraction des AIP1 issues de rats 

sains, et ceci dépend de l’agoniste contractant. En effet, chez les rats contrôles, si les jonctions 
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communicantes interviennent dans la réponse des AIP1 à la 5-HT (Cx 37 et/ou 43), elles 

n’interviennent pas dans les réponses à l’ET-1, la phényléphrine et aux solutions dépolarisantes 

(KCl). Chez le rat HC, nous avons mis en évidence l’implication des jonctions communicantes 

dans la réponse à la phényléphrine et au KCl des AIP1 (Cx 37 et/ou 43 et Cx 40). Seule la Cx 

40 intervient dans la contraction à la 5-HT des AIP1 de rats HC. Chez les rats MCT, les Cx 37 

et/ou 43 ainsi que la Cx 40 interviennent dans la contraction des AIP1 à la 5-HT. 

En définitive, les résultats de la deuxième partie de ce travail de thèse montrent que le 

profil d’expression ainsi que l’activité des jonctions communicantes sont modifiés lors de 

l’HTAP.  

Enfin, ce travail a permis de mettre en évidence les différences de réactivité à divers 

vasoconstricteurs entre les AIP1 issues de rats contrôles et les AIP1 issues de rats HC et MCT. 

En effet, nos résultats montrent qu’il existe une hyperréactivité à la 5-HT des AIP1 de rats HC et 

MCT par rapport aux AIP1 de rats contrôles. De plus, la réponse maximale à l’ET-1 des AIP1 

de rats MCT est fortement diminuée par rapport aux AIP1 de rats contrôles. Quant à la réponse 

à la phényléphrine, les AIP1 de rats HC et MCT sont plus sensibles à cet agoniste que les AIP1 

de rats contrôles. D’autre part, les AIP1 de rats HC sont plus sensibles à la dépolarisation au 

KCl que les AIP1 de rats contrôles, alors que les AIP1 de rats MCT répondent de façon moins 

importante aux solutions dépolarisantes par rapport aux AIP1 de rats contrôles.  
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DDIISSCCUUSSSSIIOONN  --  

PPEERRSSPPEECCTTIIVVEESS  
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EEttuuddee  ddeess  jjoonnccttiioonnss  ccoommmmuunniiccaanntteess  
ddaannss  llaa  cciirrccuullaattiioonn  ppuullmmoonnaaiirree  ssaaiinnee  

 

La première partie de ce travail de thèse apporte pour la première fois des données sur 

le profil d’expression et sur le rôle fonctionnel des jonctions communicantes dans la circulation 

pulmonaire de rats sains. D’autre part, ce travail apporte également une preuve directe d’un 

rétrocontrôle négatif du muscle lisse sur la vasodilatation endothéliale dépendante du NO 

permettant ainsi de maintenir une contraction des vaisseaux en conditions physiologiques.  

En effet, dans les vaisseaux, l’état de contraction du muscle lisse est majoritairement 

contrôlé par l’endothélium et ce, grâce à une communication permanente entre les deux types 

cellulaires. La communication paracrine entre les CE et les CML est très bien décrite : les CE 

produisent des substances telles que le NO et les prostanoïdes qui vont induire une relaxation 

ou une contraction du muscle lisse sous-jacent. D’autre part, la communication directe entre les 

deux types cellulaires, faisant intervenir la jonction myoendothéliale (JME) est également bien 

décrite dans le phénomène d’EDHF. Lors de ce processus, le courant hyperpolarisant généré 

dans les CE est transmise aux CML via la JME. 

La majorité des interactions décrites entre l’endothélium et le muscle lisse via la JME 

montre une communication des CE vers les CML. Dans ce travail, nous mettons en évidence la 

présence d’une communication via la JME dans le sens inverse : des CML vers les CE. 

Seulement trois études ont également mis en évidence ce sens de communication (Dora et al., 

1997; Isakson et al., 2007; Lamboley et al., 2005). Ces études montrent qu’une augmentation 

de la [Ca2+]i au niveau des CML induit une augmentation de la [Ca2+]i au niveau des CE suite au 

passage à la fois de calcium et d’IP3 à travers la JME. 

1. L’ANION SUPEROXYDE DANS LA REPONSE A LA 5-HT DES 
AIP 

Nous avons mis en évidence la production d’O2
● par les CML au niveau des AIP de rat 

sous l’influence de la 5-HT et nos résultats suggèrent le passage de l’O2
● à travers la JME. Bien 

qu’aucune preuve directe n’ait été apportée concernant le passage de l’O2
● à travers la JME, 

les résultats obtenus le suggèrent fortement. En effet, le 37-43Gap 27 ne diminue la contraction à 

la 5-HT que sur les vaisseaux entiers, et n’a plus d’effet sur des vaisseaux désendothélialisés 

(Figure 2B de l’article publié dans PLoS ONE), ce qui suggère que le muscle lisse produit une 

substance qui, en traversant la JME, va contrebalancer l’effet vasodilatateur de la 5-HT sur les 

CE. D’autre part, nos résultats montrent (1) une production d’O2
● uniquement dans le muscle 
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lisse, une production de NO uniquement dans l’endothélium, et une production de GMPc après 

stimulation des AIP à la 5-HT et (2) une diminution de la quantité de GMPc produit après 

stimulation des AIP à la 5-HT en présence de PEG-SOD + PEG-catalase (Figure 4 de l’article 

publié dans PLoS ONE). Ces résultats suggèrent ainsi que l’O2
● produit dans le muscle lisse 

piège le NO produit dans l’endothélium.  

La preuve directe du passage de l’O2
● à travers la JME sera par ailleurs difficile à obtenir 

à cause de la difficulté à étudier l’O2
●, de par sa courte demi-vie et de par le manque de 

spécificité des sondes fluorescentes permettant la localisation de l’O2
● (dihydroethidium (DHE) 

ou dichlorofluorescéine (DCF)) (Munzel et al., 2002). 

Cependant, la mise en évidence de la production d’O2
● par les CML soulève plusieurs 

perspectives intéressantes concernant la voie de signalisation à l’origine de cette production.  

En 2004, Liu et Folz avaient déjà mis en évidence la production d’O2
● au niveau des 

CML d’artère pulmonaire de souris sous l’influence de la 5-HT (Liu et al., 2004). Dans leur 

étude, le GR-127935, un inhibiteur des récepteurs 5-HT1B/1D diminue la vasoconstriction des AP 

de souris, mais n’a aucun effet sur la production d’O2
●. En 1999, Lee avait également montré 

une production d’O2
● au niveau de CML d’artère pulmonaire de bœuf sous l’influence de la 

5-HT, ce phénomène participant à la prolifération des CML (Lee et al., 1999). Dans cette étude, 

il montre que les récepteurs de la famille 5-HT2 ainsi que le transporteur à la 5-HT sont tous 

deux impliqués dans la prolifération des CML. De plus, ils montrent qu’en présence d’inhibiteur 

du transporteur à la 5-HTT, la production d’O2
● induite par la 5-HT est diminuée, ils n’ont 

cependant pas étudié le rôle des récepteurs dans la production d’O2
●. Dans notre cas, il serait 

intéressant de définir la cible de la 5-HT conduisant à la production d’O2
● dans les AIP de rats. 

Les candidats à étudier sont les récepteurs 5-HT2A et 5-HT1B/D car ils participent à la 

vasoconstriction des AIP de rats (Rodat-Despoix et al., 2008). Cependant, il serait également 

intéressant d’étudier le rôle du transporteur à la 5-HT dans la production d’O2
● puisqu’il est par 

ailleurs particulièrement impliqué dans la prolifération des CML dans l’HTAP (Eddahibi et al., 

2001).  

Ensuite, la source de production de l’O2
● sera à définir. Les études de Liu et Folz et de 

Lee montrent que la NADPH est à l’origine de cette production (Lee et al., 1999; Liu et al., 

2004a). En effet, l’apocynine et le diphényliodonium (DPI), deux inhibiteurs de la NADPH 

oxydase diminuent la réponse mitogénique des CML d’AP de bœuf, la vasoconstriction à la 

5-HT des AIP de souris, ainsi que la production d’O2
● en réponse à la 5-HT dans ces deux 

modèles (Liu et al., 2004, (Lee et al., 1999). Il serait donc intéressant d’étudier la production 

d’O2
● au niveau d’AIP de rats contrôles en présence de 5-HT et des différents inhibiteurs de la 

NADPH oxydase (DPI, apocynine) en utilisant la RPE. De plus, la même expérience pourra être 
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réalisée en présence d’inhibiteurs de la chaîne respiratoire (antimycine A, roténone) et en 

présence d’inhibiteur de la eNOS (L-NAME), afin d’étudier le rôle éventuel de la mitochondrie et 

de la eNOS découplée dans la production d’O2
●. 

D’autre part, le rôle de l’O2
● dans la réponse à la 5-HT des AIP peut être discutée. En 

effet, sa courte demi-vie pourrait laisser penser qu’il est susceptible d’interagir avec d’autres 

cibles avant de traverser la JME pour ensuite piéger le NO produit par la eNOS. Cependant, si 

l’O2
● et le NO se trouvent à proximité l’un de l’autre, la probabilité qu’ils interagissent ensemble 

est augmentée. Dans cette hypothèse, leurs sources de production doivent également être 

situées dans un environnement proche. On peut alors imaginer un domaine spécialisé où les 

différents acteurs de cette voie sont présents (eNOS, JME, NADPH oxydase, 

récepteur/transporteur à la 5-HT) ce qui renforcerait le rôle de l’O2
● dans la réponse à la 5-HT. 

Les caveolaes semblent être un bon candidat, il s’agit de domaines membranaires spécialisés 

enrichis en cholestérol, en sphingolipides et en cavéoline (protéine membranaire). En effet, il a 

été montré que la eNOS est localisée au niveau des caveolae dans les CE d’artère pulmonaire 

de rats en culture (Kim et al., 2004). Ces domaines permettent de concentrer diverses protéines 

et enzymes et sont donc le siège de nombreuses voies de signalisation. D’autre part, une étude 

récente a comparé le profil d’expression des connexines chez des souris déficientes en une 

isoforme de cavéoline (la cavéoline-1) par rapport à des souris sauvages. Cette étude montre 

que l’expression des connexines 37, 40 et 43 est diminuée, et que la JME n’est plus 

fonctionnelle dans les artères mésentériques de souris déficientes en caveoline-1 par rapport 

aux souris sauvages (Saliez et al., 2008). Ainsi, la localisation des connexines, et la 

fonctionnalité de la JME sont étroitement liées à la présence de caveolae. Par ailleurs, le 

récepteur 5-HT2A est également localisé au niveau des caveolae dans les CML d’artère 

pulmonaire de rat (Cogolludo et al., 2006). La NADPH oxydase, quant à elle, est aussi détectée 

au niveau des caveolae des CML d’aorte de rat (Hilenski et al., 2004). Les différents acteurs de 

la voie de signalisation que nous avons décrite et impliquant la JME (Cx43), la 5-HT, l’O2
● et la 

eNOS sont donc susceptibles d’être co-localisés au niveau des caveolae. Il serait intéressant 

de vérifier cette hypothèse afin d’apporter plus d’information concernant cette voie de 

signalisation. Pour cela, nous pourrions rechercher la présence des différents acteurs de la voie 

par immunomarquage aux particules d’or couplé à de la microscopie électronique, seule 

technique permettant d’observer directement la JME. De plus, nous pourrions étudier la 

réactivité des AIP à la 5-HT en présence d’une substance perturbant la structure des caveolae 

(methyl-β-cyclodextrine). 
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2. LES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LA REPONSE A 
LA 5-HT DES AIP 

Lors de ce travail, nous avons mis en évidence la présence d’une JME fonctionnelle au 

niveau des AIP3 de rat, ce qui n’avait jamais été mis en évidence dans ce territoire vasculaire 

auparavant. 

La Cx 43 localisée au niveau de la JME participe à la contraction en réponse à la 5-HT 

des AIP3 de rats. Nous sommes arrivés à ce résultat en utilisant les peptides bloqueurs des 

connexines, élaborés dans les années 90 par Chaytor (Chaytor et al., 1997). Ces derniers 

temps, de nombreuses études ont discuté la spécificité de ces peptides. Bien qu’aucune preuve 

directe n’ait été apportée, il semblerait que les peptides mimétiques bloquent également les 

hémicanaux. En effet, deux études ont montré une diminution de la libération d’ATP dans le 

milieu extracellulaire et de la propagation de vagues calciques par les peptides mimétiques, 

alors que ces derniers n’avaient pas d’effet sur la diffusion de colorant, suggérant l’inhibition 

des hémicanaux par les peptides (Dahl, 2007). Cependant, la composition de ces hémicanaux 

est encore discutée, certains auteurs émettent l’hypothèse qu’il s’agit de connexons situés dans 

des zones non jonctionnelles, d’autres pensent qu’il s’agit d’hémicanaux composés de 

pannexines. Les pannexines sont des protéines codées par des gènes orthologues aux gènes 

codant les innexines, protéines constitutives des jonctions communicantes chez les invertébrés 

(Scemes et al., 2009). Ces protéines ont été découvertes très récemment, leur structure étant 

très proche de celle des connexines, elles sont susceptibles de jouer le même rôle en formant 

des hémicanaux et des jonctions communicantes entre deux cellules adjacentes. Cependant, 

ceci n’a été montré qu’en condition in vitro, la présence de jonctions communicantes 

constituées de pannexines n’a pas été mise en évidence in situ à l’heure actuelle (Shestopalov 

et al., 2008). 

D’autre part, le rôle des hémicanaux, qu’ils soient constitués de connexines (connexons) 

ou de pannexines (pannexons) fait l’objet de nombreuses questions à l’heure actuelle, il en est 

de même pour la spécificité des peptides bloqueurs. Dans notre cas, le 37-43Gap 27 a un effet 

inhibiteur sur la contraction à la 5-HT des AIP3 intactes, mais n’a aucun effet sur la contraction 

des AIP3 désendothélialisées. Ce résultat montre que la Cx 37 et/ou 43 située(s) au niveau de 

l’endothélium ou de la JME, intervient dans la contraction à la 5-HT. Si on émet l’hypothèse que 

le 37-43Gap 27 n’est pas spécifique des jonctions communicantes, et qu’il bloque les hémicanaux 

présents sur les CE, alors, la contraction à la 5-HT serait dépendante de l’endothélium. Ceci 

parait cependant peu probable étant donné que la stimulation des récepteurs à la 5-HT 

présents sur les CE induit une vasodilatation (Murdoch et al., 2003). 
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3. EXPRESSION DES CONNEXINES DANS LES CML D’AIP EN 
CULTURE 

Les CML d’AIP3 de rat en culture expriment également des connexines. A la différence 

de ce qui est observé sur les coupes d’AIP3, les CML en culture expriment la Cx 43. 

Cependant, l’expression de la Cx 43 semble être associée au phénotype prolifératif, et elle 

semble diminuée lorsque les CML sont privées de facteur de croissance (SVF) pendant 2 jours. 

Cette privation permet aux CML de rentrer en phénotype contractile, il serait donc intéressant 

d’étudier l’expression de la Cx 43 après plus de deux jours de privation de SVF. Si l’expression 

de la Cx 43 diminue avec le temps de privation de SVF, il sera ainsi possible de déterminer le 

temps de privation de SVF nécessaire pour obtenir le même profil d’expression des connexines 

que celui observé sur les coupes. 

Nous pouvons également noter une différence de localisation de la Cx 40 entre les CML 

en phénotype prolifératif (localisation diffuse) et les CML en phénotype contractile (localisation 

nucléaire/périnucléaire). Ce résultat pourrait expliquer l’absence d’effet du 40Gap 27 dans la 

réactivité des AIP1 de rats contrôles à tous les agonistes testés dans ce travail de thèse (5-HT, 

ET-1, Phe et KCl). Ainsi, la Cx 40 pourrait être présente dans les AIP de rats contrôles, mais 

elle pourrait être non fonctionnelle de par sa localisation au niveau du noyau. Cette observation 

amène à se poser des questions sur la localisation subcellulaire des connexines dans l’HTAP 

où la prolifération des CML est avérée. Il serait donc intéressant d’étudier cette localisation 

subcellulaire par immunomarquage aux particules d’or couplé à de la microscopie électronique.  

D’autre part, étant donné que les CML expriment des connexines, plusieurs études 

peuvent être envisagées. La fonctionnalité des jonctions communicantes pourrait être mesurée 

par différentes techniques de diffusion de colorants, telle que le FRAP. La modulation de cette 

communication par la 5-HT et/ou par l’O2
● pourrait également être évaluée par cette méthode. 

De plus, il serait intéressant d’étendre cette étude aux CE d’artère pulmonaire en culture.  

Par ailleurs, la co-culture CE/CML permettant de reproduire la JME selon le modèle 

établi par Isakson, peut être envisagée (Isakson et al., 2005). Le modèle mis au point par 

Isakson a été élaboré à partir de CE et de CML issues de la circulation systémique, mais 

récemment, l’équipe de MacMurtry a adapté ce modèle à partir de CE et de CML issues de la 

circulation pulmonaire (Gairhe S., 2009). Premièrement, ceci permettrait d’évaluer l’importance 

de la JME en comparant les études effectuées sur ce modèle aux études menées sur les 

cultures des deux types cellulaires (CE et CML) séparément. D’autre part, la mise au point de 

ce modèle permettrait d’approfondir de façon considérable l’étude du rétrocontrôle négatif des 

CML sur les CE. En effet, ce modèle reproduisant la JME, nous pourrions, par exemple, 
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envisager de stimuler uniquement les CML à la 5-HT puis mesurer les répercussions de cette 

stimulation sur les CE (augmentation de calcium, production de NO, diffusion d’O2
●, IP3 etc.).  

4. ETUDE CHEZ LA SOURIS 

Contrairement à l’étude menée chez les rats contrôles, nos résultats indiquent que les 

Cx 37 et/ou 43 n’interviennent pas dans la contraction des AIP1 de souris contrôles. A l’heure 

actuelle, aucune étude des jonctions communicantes n’a été menée sur la circulation 

pulmonaire de souris. Cependant, plusieurs éléments laissent à penser que la voie de 

signalisation que nous avons décrite chez le rat n’est pas présente chez la souris. En effet, si 

l’étude de Liu et Folz montre une production d’O2
● dans les AIP de souris en réponse à la 5-HT, 

elle montre une augmentation de la réponse à la 5-HT des AIP de souris en présence de 

L-NAME, inhibiteur de la NO synthase. Ceci indique que la 5-HT produit un léger effet 

vasodilatateur en induisant la production de NO par la NO synthase endothéliale. Ce résultat 

est différent de notre étude, où le L-NAME n’a pas d’effet sur la réponse à la 5-HT des AIP3 de 

rats, montrant ainsi que la production de NO par la NO synthase en réponse à la 5-HT est 

piégée par l’O2
● produit par les CML chez le rat. 

Cependant, on ne peut pas exclure l’implication de la Cx 40 dans la réponse à la 5-HT, il 

serait donc intéressant de tester le 40Gap 27 sur la réponse à la 5-HT des AIP de souris. D’autre 

part, comme aucune étude des jonctions communicantes n’a été menée sur la circulation 

pulmonaire de souris, il serait intéressant d’étudier le profil d’expression des connexines ainsi 

que leur rôle dans divers processus (contraction, relaxation, prolifération des CML etc.) dans la 

circulation pulmonaire de souris. Ce projet serait d’autant plus intéressant qu’il existe plusieurs 

modèles animaux de souris où l’expression de connexines est supprimée de façon générale ou 

de façon ciblée (muscle lisse vasculaire ou endothélium) (cf. 4.4. de la partie « les jonctions 

communicantes »). 
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EEttuuddee  ddeess  jjoonnccttiioonnss  ccoommmmuunniiccaanntteess  
ddaannss  llaa  cciirrccuullaattiioonn  ppuullmmoonnaaiirree  

ppaatthhoollooggiiqquuee  
 

La deuxième partie de ce travail de thèse a comparé pour la première fois le profil 

d’expression ainsi que la fonction des jonctions communicantes dans la réactivité vasculaire 

dans deux modèles animaux d’HTAP.  

De nombreuses études menées sur des modèles animaux d’hypertension systémique 

ont révélé de grandes différences d’expression des connexines et de fonction des jonctions 

communicantes dans les artères pathologiques (Figueroa et al., 2006). C’est également le cas 

dans la circulation pulmonaire des animaux atteints d’HTAP où on observe (1) une 

réorganisation des connexines dans la paroi des artères pulmonaires et (2) un rôle des 

jonctions communicantes différent dans la réactivité des vaisseaux.  

1. PROFIL D’EXPRESSION DES CONNEXINES DANS L’HTAP 

Le niveau d’expression des Cx 37 et 40 n’est pas modifié dans les deux modèles 

d’HTAP. L’expression de la Cx 43, quant à elle n’est pas modifiée dans l’HTAP induite par 

injection de MCT, mais son niveau est augmenté dans l’HTAP hypoxique.  

Une étude a montré que l’expression de la Cx 43 au niveau de CML d’aorte en culture 

est augmentée lorsque celles-ci sont placées dans un environnement hypoxique (Cowan et al., 

2003). Ce résultat pourrait expliquer l’augmentation de l’expression de la Cx 43 dans l’HTAP 

hypoxique et non dans l’HTAP induite par une injection de MCT. D’autre part, si l’hypothèse 

selon laquelle la Cx 43 est associée au phénotype prolifératif est vérifiée, ceci pourrait expliquer 

l’augmentation de l’expression de la Cx 43 observée dans l’HTAP hypoxique. 

D’autre part, notre étude ne montre pas de différence de localisation des connexines au 

niveau des AIP de rats contrôles et de rats MCT. Cependant, plusieurs études montrent une 

désorganisation du profil d’expression subcellulaire de la Cx 43 au niveau du ventricule droit 

des rats MCT. La Cx 43 est principalement localisée au niveau des disques intercalaires chez le 

rat contrôle alors que chez le rat MCT, elle est également localisée au niveau des zones de 

jonctions latérales entre les myocytes et au niveau cytoplasmique (Sasano et al., 2007; Tan et 

al., 2009). Il serait donc intéressant d’étudier la localisation subcellulaire des connexines au 

niveau des AIP de rat MCT afin de révéler d’éventuelles différences par rapport aux rats 

contrôles.  



 166

2. REACTIVITE DES AIP SAINES ET PATHOLOGIQUES AUX 
DIFFERENTS AGONISTES 

2.1. Réactivité vasculaire à la 5-HT 

Comme décrit précédemment, les AIP3 issues des deux modèles d’HTAP présentent 

une hyperréactivité à la 5-HT (Hilliker et al., 1985; Keegan et al., 2001; MacLean et al., 1996; 

Shimoda et al., 2000b). 

Plusieurs études mettent en évidence une surexpression des récepteurs 5-HT2B et 

5-HT1B/1D chez les souris soumises à une hypoxie chronique par rapport aux souris contrôles. A 

l’inverse, l’expression des récepteurs 5-HT2A n’est pas modifiée (Launay et al., 2002). Tous ces 

résultats ont également été observés chez les patients atteints d’HTAP (Launay et al., 2002). 

L’hyperréactivité observée chez les rats HC pourrait alors être expliquée par une modification 

de l’expression des récepteurs. 

2.2. Réactivité vasculaire à l’ET-1 

Dans la littérature, plusieurs études montrent une hyperréactivité à l’ET-1 au niveau des 

artères pulmonaires de résistance de rats HC (Shimoda et al., 2002). Cependant, l’artère 

extrapulmonaire de rat HC présente une réactivité moins importante à l’ET-1 (Lal et al., 1999). 

Nos résultats montrent une faible diminution de la réponse à l’ET-1 des AIP1 de rats HC par 

rapport aux AIP1 de rats contrôles. Il serait alors intéressant de vérifier si les AIP3 de rats HC 

présentent une hyperréactivité à l’ET-1. 

En ce qui concerne les rats MCT, la réactivité à l’ET-1 des AIP1 est très faible par 

rapport au contrôle. Une étude récente a montré que la réactivité à l’ET-1 des AIP de résistance 

de rats MCT n’est pas altérée (Sauvageau et al., 2009). Chez le rat, la contraction à l’ET-1 des 

AIP de résistance est liée à l’activation des récepteurs ETB présents sur le muscle lisse 

(MacLean et al., 1994). Or, chez le rat MCT, l’expression du récepteur ETB est diminuée au 

niveau des AIP de résistance (Sauvageau et al., 2009). Cette dernière observation pourrait 

expliquer la faible réactivité à l’ET-1 des AIP1 de rats MCT que nous avons observée. Il serait 

par ailleurs intéressant d’évaluer le rôle des récepteurs ETB dans la contraction à l’ET-1 des AIP 

de rats MCT.  

2.3. Réactivité vasculaire à des solutions hyperpotassiques 

Dans notre étude, nous avons montré que les AIP de rats HC sont plus sensibles aux 

solutions hyperpotassiques par rapport aux AIP de rats contrôles. Les AIP de rats MCT 

répondent de façon moins importante aux solutions hyperpotassiques.  
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Les solutions hyperpotassiques induisent une contraction des AIP en provoquant une 

dépolarisation membranaire des CML, conduisant à un influx calcique via les canaux calciques 

dépendants du voltage de type L. D’autre part, il a été montré que les CML des AIP de rats HC 

ont un potentiel de membrane et une concentration calcique intracellulaire ([Ca2+]i) de repos 

plus élevés que les CML des AIP de rats contrôles (Lin et al., 2004; Rodat et al., 2007). Ces 

deux phénomènes peuvent expliquer l’hypersensibilité à la dépolarisation des AIP de rats HC. 

2.4. Réactivité vasculaire à la phényléphrine 

Les AIP1 de rats HC et MCT sont plus sensibles à la phényléphrine par rapport aux 

AIP1 de rats contrôles, cependant, la contraction maximale à la phényléphrine ne diffère pas 

entre ces trois conditions. L’hypersensibilité à la phényléphrine avait déjà été démontrée au 

niveau de l’artère extrapulmonaire de rat HC (Lal et al., 1999). Cependant, aucune étude n’a 

été menée sur la réactivité à la phényléphrine de la circulation pulmonaire de rats MCT. 

La réponse des AIP de rat à la phényléphrine fait intervenir un influx de calcium via les 

canaux calciques dépendants du voltage (McDaniel et al., 2001). De la même façon que pour le 

KCl, il est possible que cette hypersensibilité à la phényléphrine soit expliquée par la 

dépolarisation et l’augmentation de la [Ca2+]i au niveau des CML de la circulation pulmonaire de 

rats. Cependant, si la dépolarisation membranaire et l’augmentation de la [Ca2+]i ont été 

observées dans les CML de la circulation pulmonaire de rats HC, cette étude n’a pas été 

réalisée chez le rat MCT. Par ailleurs, nous avons montré que les AIP1 de rats MCT répondent 

de façon moins importante aux solutions dépolarisantes (KCl, Figure 56) par rapport aux AIP1 

contrôles. Ceci laisse penser que les CML des AIP1 de rats MCT ne sont pas dépolarisées et 

que leur [Ca2+]i n’est pas augmentée. Il serait donc intéressant de mesurer le potentiel de 

membrane ainsi que la [Ca2+]i des CML d’AIP1 de rats MCT afin de vérifier cette hypothèse.  

3. ROLE DES JONCTIONS COMMUNICANTES DANS LA 
REACTIVITE DES AIP SAINES ET PATHOLOGIQUES 

3.1. Réactivité vasculaire à la 5-HT 

Les jonctions communicantes sont impliquées dans la réactivité à la 5-HT des AIP de 

rats contrôles, HC et MCT, les isoformes de connexines mises en jeu dans chacun de ces 

modèles sont différentes. Ainsi les Cx 37 et/ou 43 interviennent dans la réponse à la 5-HT des 

AIP1 de rats contrôles et MCT, et la Cx 40 intervient dans la réponse à la 5-HT des AIP1 de 

rats HC et MCT. 

Chez les rats contrôles, le mécanisme impliquant la Cx 43 dans la réponse à la 5-HT fait 

également intervenir l’O2
● qui a pour rôle de piéger le NO. Plusieurs hypothèses peuvent alors 

être émises pour expliquer l’absence d’implication de la Cx 43 dans la réponse à la 5-HT des 
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AIP de rats HC. Premièrement, contrairement à ce qui est observé chez les rats contrôles, il est 

possible que la 5-HT n’induise pas la production d’O2
● au niveau des CML de rats HC. Ensuite, 

chez les rats HC, (1) la production d’O2
● est augmentée (Jernigan et al., 2008), et (2) quelques 

études montrent une altération de l’activité de la eNOS (Maruyama et al., 1999; Murata et al., 

2005). Il est donc possible que (1) le système soit saturé en O2
● et (2) l’effet vasodilatateur 

dépendant du NO dû à l’action de la 5-HT sur les CE soit déjà altéré chez les rats HC. 

Chez les rats MCT, les Cx 37 et/ou 43 et la Cx 40 sont impliquées dans la réponse à la 

5-HT des AIP. Si on émet l’hypothèse que le rétrocontrôle négatif des CML sur les CE est 

présent dans ce modèle, il est possible que les Cx 37 et/ou 40 interviennent dans ce 

mécanisme en plus de la Cx 43. Il serait alors intéressant de rechercher chez les rats MCT la 

voie de signalisation que nous avons décrite chez le rat contrôle. 

3.2. Réactivité vasculaire à l’ET-1 

Les jonctions communicantes n’interviennent pas dans la réponse à l’ET-1 des AIP1 de 

rats contrôles, HC et MCT. L’ET-1, tout comme la 5-HT induit une vasoconstriction en agissant 

sur des récepteurs présents sur le muscle lisse, et peut induire une vasodilatation en agissant 

sur des récepteurs présents sur l’endothélium. D’autre part, l’ET-1 induit la production d’O2
● au 

niveau de la circulation systémique (Fellner et al., 2007) et au niveau des CML d’artères 

pulmonaires de mouton (Wedgwood et al., 2001). Cependant, la production d’O2
● n’est pas 

observée au niveau des AIP de rats stimulées à l’ET-1 (Jernigan et al., 2008). Ainsi, le 

rétrocontrôle négatif des CML sur les CE n’est peut être pas présent dans la réponse à l’ET-1. 

3.3. Réactivité vasculaire à des solutions hyperpotassiques 

Les jonctions communicantes n’interviennent pas dans la réponse à des solutions 

hyperpotassiques des AIP1 de rats contrôles et de rats MCT, mais interviennent dans la 

réactivité des AIP1 de rats HC. De plus, les AIP1 de rats HC sont plus sensibles aux solutions 

dépolarisantes que les AIP1 de rats controles. D’autre part, il est intéressant de noter que 

lorsque les jonctions communicantes des AIP1 de rats HC sont inhibées (Cx 37 et/ou 43 et Cx 

40), la réponse aux solutions hyperpotassiques des AIP1 de rats HC devient semblable à la 

réponse des AIP1 de rats contrôles. Ceci suggère que les connexines sont impliquées dans 

l’hypersensibilité à la dépolarisation des AIP1 de rats HC. De plus, le fait que les connexines 

soient responsables de la conduction de l’activité électrique renforce cette hypothèse. 

3.4. Réactivité vasculaire à la phényléphrine 

Les jonctions communicantes n’interviennent pas dans la réponse à la phényléphrine 

des AIP1 de rats contrôles, cependant elles participent à la réactivité des AIP1 de rats HC à cet 
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agoniste. Comme décrit précédemment, la réponse à la phényléphrine fait intervenir une 

dépolarisation de la membrane des CML au niveau des AIP. Si on émet l’hypothèse que les 

jonctions communicantes participent à l’hypersensibilité à la dépolarisation des AIP1 de rats 

HC, alors, il est possible que les jonctions communicantes participent à la dépolarisation induite 

par la phényléphrine au niveau des AIP1 de rat HC. Enfin, étant donné la tès forte 

hypersensibilité des AIP1 de rats MCT à la phényléphrine, il serait intéressant d’étudier le rôle 

des jonctions communicantes dans cette hypersensibilité. 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONN  GGEENNEERRAALLEE
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Cette étude a permis d’acquérir de nouvelles informations sur les jonctions 

communicantes dans la circulation pulmonaire normale et pathologique. Dans la littérature, la 

majorité des études des jonctions communicantes dans l’hypertension sont menées sur 

l’hypertension artérielle systémique. Notre étude apporte, quant à elle, de nouvelles 

connaissances sur les jonctions communicantes dans l’hypertension artérielle pulmonaire. 

Au niveau de la circulation pulmonaire saine, nous avons mis en évidence la présence 

d’une nouvelle voie de signalisation dans laquelle le muscle lisse exerce un rétrocontrôle 

négatif sur l’endothélium, lui-même connu pour réguler l’état de contraction du muscle lisse 

sous-jacent. Dans cette voie, la 5-HT induit la production d’anion superoxyde au niveau du 

muscle lisse, ce radical libre traverse la jonction myoendothéliale, puis piège le NO endothélial 

produit suite à l’action de la 5-HT sur les cellules endothéliales. La JME représente donc une 

structure essentielle dans la régulation du tonus vasculaire. En perspectives, il semble 

nécessaire d’approfondir la caractérisation de cette voie, afin d’en préciser les différents 

acteurs. Il serait en effet intéressant de définir la source de production de l’anion superoxyde, 

ainsi que l’implication des récepteurs et/ou du transporteur à la 5-HT dans cette production. 

Ensuite, il serait intéressant d’identifier les différentes étapes intermédiaires entre l’action de la 

5-HT sur les CML de la circulation pulmonaire et l’activation de la source de production d’anion 

superoxyde. 

Ce rétrocontrôle est présent suite à une stimulation des artères pulmonaires à la 5-HT, 

un puissant vasoconstricteur impliqué dans la pathologie principale de la circulation 

pulmonaire : l’HTAP. Par ailleurs, le profil d’expression des connexines, ainsi que leur rôle 

fonctionnel dans la vasoconstriction à divers agonistes sont modifiés au niveau de la circulation 

pulmonaire de rats atteints d’HTAP. En perspectives, il nous semble nécessaire d’approfondir le 

rôle exact des jonctions communicantes au niveau de la circulation pulmonaire de rats atteints 

d’HTAP dans la réactivité aux agonistes vasoconstricteurs étudiés lors de ce travail de thèse. 

Dans un deuxième temps, il serait intéressant d’étudier le rôle des jonctions 

communicantes dans la réactivité de la circulation pulmonaire en utilisant des modèles animaux 

de souris déficientes en connexines. Les modèles de souris dont le gène d’une connexine est 

délété spécifiquement dans l’endothélium vasculaire ou dans le muscle lisse vasculaire 

représentent un très bon modèle pour réaliser cette étude. 

Actuellement, aucune étude des jonctions communicantes n’a été éffectuée sur la 

circulation pulmonaire humaine saine ou pathologique. Il serait donc intéressant de rechercher, 

chez l’humain, la présence de la voie de signalisation mise en évidence chez le rat dans notre 

étude. Ceci apporterait en effet une meilleure connaissance de la réactivité à la 5-HT de la 

circulation pulmonaire humaine saine, dans l’objectif de mieux appréhender la réactivité à la 
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5-HT de la circulation pulmonaire de patients atteints d’HTAP. En parallèle, il serait intéressant 

d’étudier les éventuelles modifications du profil d’expression et du rôle des jonctions 

communicantes dans la réactivité de la circulation pulmonaire de patients atteints d’HTAP. De 

plus, il serait intéressant de comparer les éventuelles différences entre les différents types 

d’HTAP humaine. 

Ce travail de thèse apporte également de nouvelles informations concernant les ROS, et 

plus particulièrement l’anion superoxyde. Notre travail apporte une nouvelle preuve du rôle 

physiologique de l’anion superoxyde, alors qu’il est souvent considéré comme un acteur majeur 

dans de nombreuses pathologies. Dans un premier temps, il serait nécessaire d’approfondir le 

rôle physiologique de l’anion superoxyde dans la réactivité à la 5-HT de la circulation 

pulmonaire de rat. D’autre part, il serait intéressant d’étudier une éventuelle régulation de la 

fonction des jonctions communicantes par l’anion superoxyde. Dans un deuxième temps, une 

étude chez l’humain pourrait être envisagée. En effet, il serait intéressant de mettre en évidence 

un rôle physiologique de l’anion superoxyde dans la réactivité de la circulation pulmonaire 

humaine, dans l’objectif de mieux comprendre les conséquences du stress oxydant observé au 

niveau de la circulation pulmonaire des patients atteints d’HTAP. 

Toutes ces perspectives visent à mieux comprendre les altérations de la réactivité de la 

circulation pulmonaire lors de l’HTAP. Cependant, il serait important d’étudier le rôle des 

jonctions communicantes dans la prolifération des CML de la circulation pulmonaire, afin de 

mieux comprendre le remodelage du muscle lisse observé dans l’HTAP. La 5-HT est connue 

pour induire la prolifération des CML de la circulation pulmonaire, et elle est également 

impliquée dans la prolifération de ces CML dans l’HTAP. Il serait donc intéressant d’étudier la 

prolifération induite par la 5-HT en modulant l’activité des jonctions communicantes dans des 

CML d’artère pulmonaire en culture. Cette étude serait à réaliser à la fois chez le rat et chez 

l’humain. D’autre part, il serait intéressant d’étudier la prolifération en réponse à la 5-HT des 

CML d’artère pulmonaire issue de souris dont le gène d’une connexine est délété 

spécifiquement dans le muscle lisse vasculaire.  

L’ensemble de ces perspectives vise à mieux comprendre les mécanismes cellulaires et 

moléculaires impliqués à la fois dans la vasoconstriction de la circulation pulmonaire, et dans la 

prolifération des CML de la circulation pulmonaire, deux processus caractéristiques de l’HTAP. 

Ces perspectives devraient donc permettre de dégager de nouvelles cibles thérapeutiques pour 

le traitement de l’HTAP chez l’homme.  
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Rôle des jonctions communicantes dans la paroi artérielle pulmonaire : 
implications en physiopathologie 

Les jonctions communicantes jouent un rôle important dans la prolifération et la réactivité 
vasculaire systémique. Dans cette étude, nous avons recherché le rôle de ces structures dans 
la paroi artérielle pulmonaire saine et dans l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). L’HTAP 
est une pathologie de la circulation pulmonaire caractérisée par une prolifération cellulaire 
pathologique et une hyperréactivité à divers agonistes vasoconstricteurs tels que la sérotonine 
(5-HT). Dans la paroi artérielle pulmonaire de rats sains les protéines constituant les jonctions 
communicantes vasculaires (les connexines 37, 40 et 43) sont présentes. De plus, la connexine 
43 située au niveau de la jonction myoendothéliale (JME) intervient dans la réactivité à la 5-HT. 
La 5-HT produit par ailleurs, (1) de l’anion superoxyde (O2

●) au niveau du muscle lisse et (2) un 
vasodilatateur (le monoxyde d’azote (NO)) au niveau de l’endothélium. La JME va permettre le 
passage de l’O2

● du muscle lisse vers l’endothélium de façon à piéger le NO et maintenir une 
contraction physiologique de l’artère pulmonaire. L’étude des jonctions communicantes dans la 
circulation pulmonaire pathologique a été réalisée sur deux modèles de rats atteints d’HTAP : 
(1) le modèle de rat atteint d’HTAP suite à une injection de monocrotaline (rat MCT) et (2) le 
modèle de rat atteint d’HTAP suite à une hypoxie chronique (rat HC). Les connexines 37, 40 et 
43 sont également exprimées au niveau de la circulation pulmonaire de ces rats, mais leur 
distribution au niveau du muscle lisse et l’endothélium est modifiée. La réactivité des artères 
pulmonaires à divers agents vasoconstricteurs (5-HT, endothéline-1, phényléphrine, solutions 
dépolarisantes) est modifiée chez les rats MCT et HC. De plus, l’implication des jonctions 
communicantes dans la réactivité à ces agents est changée chez les rats MCT et HC. Ces 
données apportent de nouvelles connaissances sur le rôle des jonctions communicantes dans 
la réponse contractile des artères pulmonaires saines, et de nouveaux éléments permettant de 
mieux comprendre les altérations de la vasomotricité pulmonaire observée dans l’HTAP. 
 

Mots clés : jonctions communicantes, anion superoxyde, hypertension artérielle pulmonaire, 
hypoxie chronique, monocrotaline, sérotonine 
 

Role of gap junction communication in pulmonary arterial wall: implications in 
pathophysiology 

Gap junction communication plays an important role in proliferation and in the regulation of 
vascular reactivity. In this study, we investigated the role of gap junctions in physiological 
pulmonary circulation and in pulmonary arterial hypertension (PAH). PAH is the main pathology 
of pulmonary circulation and is characterized by cell proliferation and hyperreactivity to several 
contractile factors such as serotonin (5-HT). In pulmonary circulation from healthy rats, gap 
junction proteins were observed (connexins 37, 40 and 43). Moreover, connexin 43 located at 
the myoendothelial junction (MEJ) is involved in the reactivity to 5-HT in pulmonary arteries from 
healthy rats. Indeed, 5-HT produces (1) superoxyde anion (O2

●) from smooth muscle and (2) a 
vasodilator (nitric oxide (NO)) from endothelium. O2

● will pass through MEJ from the smooth 
muscle to the endothelium in order to scavenge NO and thus maintain contraction in 
physiological conditions. Gap junctions study in pathological pulmonary arteries has been 
performed on two animal models of PAH: (1) monocrotaline-induced PAH (MCT rat) and (2) 
chronic hypoxia-induced PAH (CH rat). Connexins 37, 40 and 43 were observed in pulmonary 
circulation from these rats, but the localization in smooth muscle and endothelium is modified. 
Moreover, pulmonary arterial vasoreactivity in response to several contractile agents (5-HT, 
endothelin-1, phenylephrine, depolarizing solutions) is modified in MCT and CH rats. Finally, the 
role of gap junctions in the reactivity to these agonists is changed in MCT and CH rats. These 
data have important implications for understanding physiological vasoreactivity to 5-HT in 
pulmonary circulation, and to better understand alterations of pulmonary arterial reactivity 
observed in PAH. 
 
Keywords: gap junctions, superoxyde anion, pulmonary arterial hypertension, chronic hypoxia, 
monocrotaline, serotonin. 
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