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Titre courant : Sérotonine et hypertension artérielle pulmonaire

Résumé - La sérotonine et les cellules souches dérivées de la moelle osseuse participent de
concert a I'hypertension artérielle pulmonaire. Notre travail a montré que 1'absence du
récepteur 5-HT,; génere des altérations permanentes de la composition du sang et de la
moelle osseuse dans les lignées myéloides et, en particulier, dans les cellules progénitrices
endothéliales. Dans I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), les récepteurs 5-HT,; portés
par les cellules de la moelle osseuse jouent un role fondamental. Ils contribuent a la
différenciation / prolifération / mobilisation des précurseurs endothéliaux de la moelle. Ces
cellules dérivées de la moelle osseuse ont une fonction critique dans le développement de
I'HTAP et du remodelage vasculaire pulmonaire. Ces données indiquent que les cellules de la
moelle osseuse jouent un role clé dans la pathogenese de 'HTAP et suggerent que les
interactions entre la sérotonine et BMPR2 (bone morphogenic protein type 2 receptor)
pourraient se situer dans la moelle osseuse.

Mots-clés : Plaquettes sanguines / récepteurs de la sérotonine / précurseurs endothéliaux /
cellules souches hématopoiétiques / hypertension artérielle pulmonaire.

Abstract : Pulmonary arterial hypertension, bone marrow, endothelial cell precursors
and serotonin.

Serotonin and bone-marrow-derived stem cells participate together in triggering pulmonary
hypertension. Our work has shown that the absence of 5-HT,; receptors generates permanent
changes in the composition of the blood and bone-marrow in the myeloid lineages,
particularly in endothelial cell progenitors. The initial functions of 5-HT,; receptors in
pulmonary arterial hypertension (PAH) are restricted to bone-marrow cells. They contribute
to the differentiation / proliferation / mobilization of endothelial progenitor cells from the
bone-marrow. Those bone-marrow-derived cells have a critical role in the development of
PAH and pulmonary vascular remodeling. These data indicate that bone-marrow derived
endothelial progenitors play a key role in the pathogenesis of PAH and suggest that
interactions involving serotonin and bone morphogenic protein type 2 receptor (BMPR?2)
could take place at the level of the bone-marrow.



p2

Keywords: Blood platelets / serotonin receptors / endothelial precursors / hematopoietic stem
cells / pulmonary arterial hypertension.

Abréviations

5-HT : sérotonine

BMPR2 : bone morphogenic protein type 2 receptor
HIF: Hypoxia inducible factor

HTAP : hypertension artérielle pulmonaire

ISRS : inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
SRC : proto-oncogene tyrosine-protéine kinase

SERT : transporteur de la sérotonine

Tphl : tryptophane hydroxylase 1

Introduction

Dans un organisme adulte, la majeure partie de la sérotonine se trouve dans les plaquettes
sanguines d’ou elle est libérée lors des phénomenes d’activation et/ou d’agrégation,
occasionnant des effets vasoconstricteurs et pro-agrégeants par rétrocontrdle positif. Le stock
de sérotonine plaquettaire circulant provient des sites de synthese principalement localisés
dans la paroi intestinale, apres chargement des plaquettes (Figure 1). En périphérie, ce
médiateur contribue au contrdle de nombreuses fonctions cardiovasculaires et respiratoires
puisqu’en plus de ses effets dans 1’agrégation plaquettaire, il intervient dans la modulation de
la pression artérielle systémique et pulmonaire, de la fréquence cardiaque et de la respiration.
Il régule aussi des lits circulatoires particuliers comme les circulations cérébrale et coronaire.
Finalement, on lui attribue un rdle physiopathologique majeur dans les tumeurs carcinoides,
des tumeurs neuroendocrines développées a partir du tube digestif qui sécretent d’importantes
quantités de sérotonine (Guillet-Deniau et al., 1997).

Il peut sembler surprenant qu’un méme médiateur puisse posséder autant de fonctions
différentes. Cette diversité peut s'expliquer par le fait que la sérotonine agit par l'intermédiaire
de nombreux récepteurs. Au cours des vingt dernieres années, l'identification des récepteurs
de la sérotonine a beaucoup progressé. Désormais, il apparait qu'il y a 15 génes codant pour
des récepteurs différents, répartis en quatre sous-familles: 5-HT, s, 5-HT,, 5-HT;, et 5-HT
(Hoyer et al., 1994). Ces récepteurs sont regroupés en fonction de leur structure et de leur
mode de couplage intracellulaire. Le récepteur 5-HT; est le seul canal ionique de la famille
alors que tous les autres sont classiquement couplés a des protéines G: Gi pour les 5-HT 5, Gs
pour les 5-HT,, et finalement Gq pour les 5-HT,. Des sous-types ont pu étre distingués au
sein de ces catégories. Ainsi, par exemple, il existe trois membres chez les récepteurs 5-HT,

(5 _HTZA, 2B, 2C)'

1. Sérotonine et poumons

1.1. Sérotonine et physiologie pulmonaire

Il a été montré que le poumon est un émonctoire important pour la sérotonine. En effet, le
poumon du chien anesthésié peut éliminer plus de 90% de la sérotonine injectée par voie

intraveineuse (i.v.) en un "unique passage" (Thomas & Vane, 1967). Les plaquettes sont
connues pour recapter activement la sérotonine in vitro. En fait, la sérotonine sanguine, ayant
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pour origine les cellules entérochromaffines de la paroi intestinale, est stockée dans les
granules denses des plaquettes. Chez la souris éveillée, une translocation rapide des plaquettes
dans les poumons est induite par la stimulation des récepteurs 5-HT,. Les plaquettes
s'accumulent dans les poumons dans les 6 secondes suivant une injection de sérotonine ou
d'ADP, chez la souris (Yu et al, 2009). Ainsi, la translocation des plaquettes dans les
poumons et la recapture de sérotonine par des plaquettes peuvent se produire presque
immédiatement apres l'injection de sérotonine. La stimulation du récepteur 5-HT,, (principal
récepteur de la sérotonine dans les plaquettes) (De Clerck ef al., 1984) serait responsable de
ce phénomene de translocation des plaquettes dans les poumons en réponse a la sérotonine
(Figure 1).

Il a été rapporté que 20 a 50% des mégacaryocytes matures finissent par atteindre le
poumon chez I'homme, et qu’entre 7 et 17% des plaquettes sont libérées localement (Zucker-
Franklin & Philipp, 2000). Il apparait de plus en plus clairement que les plaquettes sont
libérées dans le sang a partir des mégacaryocytes lorsque des extensions des mégacaryocytes
sortent au travers des sinusoides de la moelle ou lors d’un processus similaire existant dans
les poumons, le premier lit capillaire rencontré par une cellule quittant la moelle osseuse.
C'est dans les poumons que la sérotonine injectée par voie i.v. rencontre aussi les premiers
capillaires. Ainsi, il est probable que cette sérotonine puisse activer les plaquettes déja
présentes dans les poumons, mais aussi recruter les plaquettes circulantes, ce qui conduirait a
l'accumulation de plaquettes dans le parenchyme pulmonaire (Yu et al., 2009). Par
conséquent, I'accumulation pulmonaire des plaquettes joue un rdle important dans leur charge
en sérotonine et dans 1'élimination pulmonaire de la sérotonine, au moins chez la souris, et
peut représenter I'un des mécanismes de protection de l'organisme contre la sérotonine.

1.2. Sérotonine et hypertension pulmonaire

L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie progressive caractérisée par une
dysfonction endothéliale et un remodelage vasculaire des artérioles pulmonaires.
L’augmentation progressive de la pression artérielle pulmonaire provoque une surcharge du
ventricule droit qui conduit a son dysfonctionnement, son hypertrophie, puis a sa défaillance.
L’HTAP est le terme clinique classiquement utilisé pour décrire une pathologie dont les
premiers symptomes apparaissent quand la pression artérielle pulmonaire systolique moyenne
est supérieure a 30 mm Hg (au repos). L'HTAP idiopathique est rare (prévalence 1-2 pour
1.000.000 individus) et le pronostic est sombre (survie de moins de 3 ans a partir du
diagnostic, en absence de traitement). L’HTAP est morphologiquement et histologiquement
caractérisée par une néomuscularisation des petites arteres pulmonaires avec une intima
épaisse, une hypertrophie de la média, une prolifération adventitielle, et un dépdt anormal de
matrice extracellulaire. La progression du remodelage vasculaire entraine un rétrécissement
de la lumiere des artérioles, une augmentation de la pression artérielle pulmonaire, et enfin
une hypertension artérielle pulmonaire irréductible (Chan & Loscalzo, 2008). En dehors de
cette forme idiopathique, ’hypertension pulmonaire primitive peut etre provoquée, a titre
d’exemples, par une anémie hémolytique, une infection par le VIH, ou des mutations
génétiques dans le gene BMPR2. Un séjour prolongé en haute altitude peut, du fait de
I’hypoxie chronique, aussi induire une hypertension pulmonaire chez les personnes
prédisposées. En outre, la prise d’anorexigenes a été associée a 1’augmentation de la
prévalence de ’'HTAP. Dans les années 1980 et 1990, I'utilisation prolongée d’anorexigenes
comme la dexfenfluramine et la fenfluramine, maintenant retirées du marché, a augmenté le
risque de développer une hypertension pulmonaire d’un facteur 23 (Louis, 1999). Plus
récemment, une augmentation de la pression artérielle pulmonaire et des cas de maladies
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cardiaques valvulaires ont été observés chez les patients atteints de la maladie de Parkinson
traités avec le pergolide ou la cabergoline.

De nombreux arguments sont a l'origine de l'intérét actuel suscité par la sérotonine
dans le développement de 'HT AP expérimentale et humaine. Des données expérimentales ont
permis d'authentifier l'action déterminante de la sérotonine dans la physiopathologie de
I'HTAP induite par 'hypoxie. Un taux élevé de sérotonine plasmatique est corrélé avec une
hypertension pulmonaire primitive (Kéreveur et al., 2000). La sérotonine est connue pour son
action vasoconstrictrice et mitotique sur les cellules musculaires lisses vasculaires.
L'expression de SERT (transporteur de la sérotonine) et des récepteurs 5-HT ; ,, ,5 €t ; de la
sérotonine est détectée dans les cellules endothéliales et musculaires lisses de ’artere
pulmonaire et de ses branches. L'analyse de la réponse mitotique de cellules musculaires
lisses isolées a partir d'arteres pulmonaires normales, ou provenant de patients atteints
d'HTAP, confirme l'activité mitotique possible de la sérotonine sur les cellules musculaires
lisses. Les cellules musculaires lisses des patients atteints d'HTAP proliferent davantage en
réponse a la sérotonine et au sérum que les cellules de sujets témoins (Liu et al., 2011).

Chez les rongeurs, I’hypoxie chronique provoque un important remodelage vasculaire.
Le remodelage des vaisseaux et I’hypertension pulmonaire hypoxique sont réduits chez les
souris invalidées pour les genes codant pour le récepteur 5-HT, la tryptophane hydroxylase
1 (Tphl) (enzyme limitante de la synthese de sérotonine en périphérie), ou pour SERT (Chan
& Loscalzo, 2008). Par conséquent, les voies de signalisation de la sérotonine modulent la
fonction des cellules endothéliales et des muscles lisses vasculaires pulmonaires, a la fois au
stade normal et au stade de la maladie, et contribuent probablement a la progression de
I’HTAP. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS), qui augmentent les
concentrations extracellulaires de sérotonine, mais inhibent le transport de la sérotonine, n’ont
aucun effet sur le développement de I’HTAP hypoxique. Au contraire, une association entre
I’utilisation maternelle tardive des ISRS et une hypertension pulmonaire néonatale persistante
a été observée (Chambers et al., 2006). Par conséquent, il n’est actuellement pas clair si la
sérotonine elle-méme ou [’association de ses effecteurs principaux conduisent au
développement de ’'HTAP.

Des concentrations plasmatiques élevées en sérotonine ont été retrouvées chez la
plupart des patients atteints d’HTAP. Une corrélation positive entre ces concentrations et la
pression ventriculaire droite a été observée chez plus de 80% des patients présentant une
HTAP (Hervé et al., 1995). Les composés qui peuvent provoquer une hypertension
pulmonaire, telles que le pergolide, le cabergolide, la fenfluramine, ou la dexfenfluramine (ou
leurs métabolites actifs) sont des substances capables de provoquer la libération de sérotonine,
mais sont surtout des agonistes des récepteurs 5-HT, et plus précisément du sous-type 2B (5-
HT,;). Cette stimulation de la libération de sérotonine pourrait contribuer a I’augmentation
des concentrations plasmatiques de ce médiateur et favoriser 1’activation des récepteurs
sérotoninergiques. D’ailleurs, une exposition chronique a I’hypoxie (simulant une haute
altitude) entraine une surexpression des récepteurs 5-HT,; (et 5-HT ;) chez les souris (comme
chez les patients atteints d’HTAP) (Launay et al., 2002). De surcroit, 'HTAP induite par
I’hypoxie chez les souris est significativement potentialisée par 1I’administration de doses
thérapeutiques de dexfenfluramine. Au contraire, la survenue de ’'HTAP induite par I'hypoxie
chez les souris est completement reversée en présence d’un antagoniste sélectif du récepteur
5-HT,;, le RS-127445. De maniere similaire, les souris invalidées pour le gene du récepteur
5-HT,; (Htr,;") ne développent pas d’HTAP 2 la suite d’une exposition chronique a I’hypoxie
et/ou a I’administration de dexfenfluramine (Launay et al., 2002) (Figure 2).

Plus récemment, des adultes habitués a l'exercice en haute altitude ont été traités avec
un composé antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT,; développé par la firme Epix, le
PRX08066. Ces individus sains ont montré une réduction de la pression systolique
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pulmonaire durant un exercice en hypoxie. Un essai clinique de Phase II étudiant les effets de
ce composé dans I'hypertension artérielle pulmonaire secondaire a une broncho-pneumopathie
chronique obstructive (BPCO) a été publié en aolit 2007. Sur 58 patients traités avec une dose
de 400 mg, 44% présentent une réduction de 4 mm Hg de la pression systolique pulmonaire,
le PRX-08066 n'ayant aucun effet sur la pression sanguine systémique (Rhodes et al., 2009).
En utilisant la monocrotaline (MCT) comme modele d'hypertension pulmonaire chez le rat,
d'autres études ont confirmé que les antagonistes des récepteurs 5-HT,; (Terguride, PRX-
08066, ou C-122) réduisaient significativement les pressions pulmonaires, 1'épaississement de
la paroi et I'occlusion de la lumiere, mais maintenaient les fonctions cardiaques (Porvasnik et
al., 2010; Dumitrascu et al., 2011; Zopf et al., 2011).

2.3. Sérotonine et BMPR2

La sérotonine peut aussi influencer d’autres voies de régulation impliquées dans la
progression de ’'HTAP; en particulier, la sérotonine peut inhiber la voie de signalisation de
BMP (bone morphogenic protein) par une modulation des protéines de signalisation en aval.
Cette voie de signalisation est fortement suspectée dans la physiopathologie de 'HTAP car
I’administration chronique de sérotonine augmente la pression artérielle sanguine et le
remodelage vasculaire chez les souris hétérozygotes pour le gene Bmpr2, Bmpr2*”, un effet
potentialisé par I’hypoxie. Ces expériences mettent en évidence les interactions entre BMPR2
et la voie de signalisation de la sérotonine. Ces voies de signalisation et leur perturbation
pourraient constituer d’importants cofacteurs de I’hypoxie dans la pathogenese de 'HTAP
(Long et al., 2006). Ceux-ci, en retour, peuvent moduler la voie de signalisation de BMPR2
par inhibition d’un de ses partenaires, BMPR1A. Si on integre I’ensemble de ces données, les
voies de la sérotonine et de BMP ne peuvent pas étre les seuls facteurs pathogéniques, mais il
semble légitime de penser que ces deux voies de signalisation empruntent des voies de
régulation communes potentiellement impliquées dans cette maladie complexe. Ainsi des
déterminants spécifiques génétiques, tels que des mutations de BMPR?2, pourraient interagir
avec des perturbations environnementales comme 1’hypoxie ou I’utilisation d’anorexigenes, et
des genes impliqués dans la pérennisation de la maladie tels que le récepteur 5-HT,; ou
SERT, pour mener a I’une des nombreuses expressions cellulaires, histologiques et cliniques
de I’hypertension artérielle pulmonaire. Ainsi, il a été montré récemment que le blocage des
récepteurs 5-HT,; pouvait potentiellement empecher I'apparition de 'HTAP familiale, dans la
mesure ou ce simple blocage inhibe la signalisation déclenchée par la phosphorylation de SRC
due a la mutation de Bmpr2 chez la souris (West et al., 2016).

3. HTAP et cellules souches
3.1. HTAP et facteurs hématopoiétiques extrinseques aux poumons

Les niveaux plasmatiques de sérotonine sont augmentés chez les patients atteints d'HTAP,
meéme apres transplantation pulmonaire (Hervé et al., 1995), ce qui suggere que la sérotonine
est un facteur causal extra-pulmonaire pour I'HTAP ou est associé a un tel facteur. La
suppression de la tryptophane hydroxylase 1 (Tphl, enzyme limitante dans la synthese de la
sérotonine périphérique), du SERT, ou des récepteurs 5-HT; réduit le remodelage vasculaire
pulmonaire et I'hypertension pulmonaire hypoxique (Morecroft et al., 2007). La mobilisation
de cellules de la moelle osseuse dans la circulation sanguine est une réponse physiologique
majeure secondaire a I'hypoxie. De maniere intéressante, des cellules progénitrices de la
moelle osseuse ont été localisées dans les poumons lors de I'HTAP, ce qui souleve la question
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de leur rdle dans la progression de la maladie. D'une part, des cellules souches, résidentes ou
non, peuvent donner lieu a une proportion significative de cellules musculaires lisses qui
contribuent a I'hyperplasie intimale et au remodelage vasculaire dans les poumons (Stenmark
et al., 2006). Ces cellules progénitrices issues de la moelle osseuse peuvent également
contribuer au remodelage de la paroi vasculaire qui est caractéristique de I'HTAP (Davie et
al., 2004; Hayashida et al., 2005; Frid et al., 2006; Asosingh et al., 2008; Marsboom et al.,
2008). On ne savait pas, cependant, si cette présence de progéniteurs représente une
protection ou un processus d'aggravation du développement de 'HTAP (Diller et al., 2010).
D'autres observations ont également identifié une association entre 'HTAP et des troubles
hématologiques liés a la moelle osseuse (Yoder & Rounds, 2011): dans les troubles de
prolifération des cellules souches hématopoiétiques tels que les cancers myéloprolifératifs, il
y a une incidence élevée et inexpliquée d’HTAP. L'HTAP est maintenant reconnue comme
une complication des transplantations de moelle osseuse lors du traitement de certaines
leucémies (Limsuwan et al., 2006), des troubles myéloprolifératifs chroniques (Farha et al.,
2011), ou du traitement de 'ostéopétrose maligne infantile (Steward et al., 2004).

Les cellules c-kit" progénitrices dérivées de la moelle osseuse peuvent participer au
remodelage vasculaire. L'infiltration de cellules c-kit" dans les 1ésions artérielles pulmonaires
a été associée a une augmentation de l'expression de 'ARNm c-kit. Deux populations de
cellules circulantes dérivée de la moelle (linCD34""CD133"" [c-kit"®"CXCR4""] et lin
CD34""CD133" [c-kit®"CXCR4""]) sont augmentées dans I'HTAP par rapport aux sujets
témoins. Les 1ésions artérielles pulmonaires sont associées a l'expression de CXCL12/SDF-1a
qui peut recruter les cellules c-kit". Dans I'HTAP, les cellules c-kit" peuvent participer aux
1ésions artérielles pulmonaires et au remodelage vasculaire (Montani et al., 2011). L'HTAP
est donc une vasculopathie caractérisée par une circulation importante de progéniteurs
proangiogéniques CD34*CD133". Le nombre de cellules progénitrices CD34*CD133"est ainsi
plus élevé dans la moelle osseuse, le sang et les arteres pulmonaires des patients présentant
une HTAP que chez les témoins sains. Les facteurs myéloides HIF-inductibles,
érythropoiétine, SCF et HGF sont également présents a des niveaux plus élevés dans le sang
des patients atteints d’HTAP que chez les sujets sains (Farha ef al., 2011). Les précurseurs
circulants des cellules endothéliales CD34"CD133"VEGF" sont augmentés chez les patients
atteints d’HTAP (Toshner & Morrell, 2010). C'est la population a croissance tardive,
CD133%c-kit"CXCR4", qui a été associée aux lésions plexiformes et qui montre un phénotype
hyperprolifératif avec altération de la capacité a former des réseaux vasculaires, et ainsi
pourrait contribuer au remodelage pathologique (Toshner ez al., 2009). Nos études montrent
enfin que le récepteur 5-HT,; est exprimé sur les précurseurs circulants c-kit". En outre, des
cultures ex vivo de cellules progénitrices CD34" humaines en présence d'un antagoniste des
récepteurs de 5-HT,; donnent lieu a une altération de la différenciation myéloide, ce qui
indique un role central de la sérotonine, par l'intermédiaire des récepteurs 5-HT,; dans la
génération de précurseurs associés a I'HTAP (Launay ef al., 2012). La sérotonine augmente
I'expansion ex vivo de cellules CD34" de la moelle humaine, en exercant des effets anti-
apoptotiques par l'intermédiaire du récepteur 5-HT,; (Yang et al., 2007; Thomas et al., 2013).

3.2. Sérotonine et hématopoiese

Récemment, il a été montré que l'absence de sérotonine réduisait les précurseurs érythroides
dans la moelle osseuse par l'intermédiaire des récepteurs 5-HT,, et 5-HT,;. En effet, le
PNU22394, un agoniste des récepteurs 5-HT,, produit le méme effet prolifératif que la
sérotonine sur les précurseurs érythroides (Amireault ez al., 2011). Aux premiers stades de la
mégacaryopoiese, la sérotonine régule aussi la prolifération et la survie des mégacaryoblastes
via des effets anti-apoptotiques (Liu & Yang, 2006). Un prétraitement avec de la sérotonine
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protege aussi la lignée mégacaryocytaire HEL de l'apoptose induite par le NO (Battinelli &
Loscalzo, 2000). Nous avions précédemment montré que les récepteurs 5-HT,; sont
nécessaires pour la prolifération et la survie des cardiomyocytes nouveau-nés via la régulation
de la perméabilité membranaire mitochondriale, l'activation des caspases, et Akt/ERKI1
(Nebigil et al., 2003). Indépendamment, la sérotonine stimule les cellules stromales de la
moelle osseuse humaine et agit en synergie avec d'autres facteurs de croissance qui favorisent
la mobilisation des cellules souches et progénitrices hématopoiétiques (Yang et al., 2007). La
sérotonine augmente la mégacaryopoiese et la formation de proplaquettes via ERK1/2 et la
réorganisation du cytosquelette via le récepteur 5-HT,; identifié dans les mégacaryocytes. La
sérotonine aurait un effet puissant sur la formation des plaquettes et cet effet est probablement
contrdlé par le récepteur 5-HT,; avec l'activation subséquente de p-ERK1/2, la réorganisation
de la F-actine et la formation des proplaquettes (Ye et al., 2014). Les souris n'exprimant pas
de récepteurs 5-HT,; présentent des modifications dans le nombre de plaquettes, de
monocytes-macrophages et dans les lignées myéloides de la moelle osseuse (Figure 3).

3.3. Sérotonine, hématopoiese et HTAP

De maniere intéressante, nous avons rapporté que des souris invalidées pour le gene du
récepteur 5-HT,; et transplantées avec de la moelle osseuse de souris contrdle, montrent apres
irradiation une augmentation de la pression pulmonaire et du remodelage vasculaire induite
par I'hypoxie ou par l'injection de monocrotaline, alors que 1'élimination des récepteurs 5-
HT,; limitée aux cellules de la moelle osseuse chez des souris t€émoins confere une résistance
complete (Launay et al., 2012). Ces résultats montrent clairement que la contribution des
récepteurs 5-HT,; dans I'HTAP est extrinseque au poumon et dérive de la moelle osseuse,
indépendamment des cellules pulmonaires résidentes. Dans les lignées de cellules souches
hématopoiétiques, la sérotonine module probablement 1'équilibre entre les différentes lignées
en participant a la prolifération et / ou la survie de la lignée spécifique via ses récepteurs.
Cependant, l'action de la sérotonine sur I'hématopoiese ou sur le microenvironnement de la
moelle osseuse dans des conditions physiopathologiques reste a préciser.

La suite de notre travail visait a évaluer la contribution de cellules issues de la moelle
dans 'HTAP en caractérisant les cellules souches circulantes CD34*. Nous avons émis
I’hypothese selon laquelle ces cellules pouvaient etre des cellules progénitrices endothéliales,
d’origine médullaire, envahissant le tissu pulmonaire pathologique. La mobilisation de
cellules souches de la moelle osseuse est une réponse physiologique a des conditions
hypoxiques (Frid et al., 2006; Asosingh et al., 2008), et des précurseurs circulants dérivés de
la moelle osseuse sont augmentés dans I'HTAP (Davie et al., 2004; Hayashida et al., 2005;
Sata, 2006). Les patients atteints de syndromes myéloprolifératifs développent souvent une
HTAP (Popat et al., 2006). 11 a été démontré que les cellules de la lignée mononucléaire
pouvaient se différencier en cellules endothéliales et en cellules musculaires lisses (Asahara et
al., 1997; Shimizu et al., 2001; Bailey et al., 2006; Sata, 2006) et que des précurseurs
circulants de cette lignée pouvaient contribuer au remodelage des vaisseaux pulmonaires
induit par lI'hypoxie (Frid et al, 2006). A ce stade, ce processus, semblant finalement
contribuer a la prolifération anormale des cellules musculaires lisses et des cellules
endothéliales et conduisant a la progression de l'hypertension pulmonaire, était encore
hypothétique (Diller et al., 2010). Notre travail montre que 1'absence du récepteur 5-HT,g
génere des altérations permanentes de la composition du sang et de la moelle osseuse dans les
lignées myéloides et, en particulier, dans les cellules progénitrices endothéliales. Le role des
récepteurs 5-HT,; dans la maturation des différents précurseurs myéloides, dont les
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précurseurs immatures des cellules endothéliales, requis pour la pathogenese de I'HTAP, reste
encore a décrypter.

En utilisant comme modele génétique dHTAP les souris mutantes Bmpr2, une étude
récente a confirmé le role des cellules circulantes dérivées de la moelle osseuse dans
l'initiation de cette pathogenese. Des cellules de moelle osseuse exprimant une mutation dans
le gene Bmpr2 (Bmpr2R899X) provoquent une HTAP avec remodelage et inflammation,
lorsqu'elles sont transplantées dans des souris controles, alors que des cellules de moelle
osseuse témoin ont un effet protecteur contre le développement de la maladie, lorsqu'elles
sont transplantées dans des souris mutantes. L'analyse fonctionnelle et moléculaire identifie
pour les cellules mutantes des dysfonctions suggestives d'un phénotype d’HTAP, peu apres
l'activation du transgene et bien avant le développement de la pathologie pulmonaire. Ces
données étayent nos résultats indiquant que les cellules de la moelle osseuse jouent un role clé
dans la pathogenese de 1I'HTAP et suggerent que les interactions sérotonine/BMPR2
pourraient se situer dans la moelle osseuse (Yan et al., 2015).

Nous avions montré précédemment que le traitement chronique de souris par la
dexfenfluramine (2,5 mg/kg/j) conduit a la conversion quantitative de ce composé en
nordexfenfluramine, avec une concentration plasmatique de 500 nM en fin de traitement dans
ces conditions, et que ce métabolite est un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT,;. Nous
avons donc testé l'effet aigu de ce métabolite sur la mobilisation des cellules de la moelle.
Une série d’expériences préliminaires indique que cette stimulation aigué¢ par la
nordexfenfluramine, un agoniste des récepteurs 5-HT,;, provoque une augmentation rapide de
précurseurs endothéliaux CD34'CD31" dans la moelle et dans le sang, indiquant que ce
composé agit directement sur la mobilisation de ces précurseurs endothéliaux via 1'activation
des récepteurs 5-HT,;.

4. Conclusion

La sérotonine et les cellules souches dérivées de la moelle osseuse participent de concert a
I'HTAP: (i) les fonctions initiales dans 1'hypertension artérielle pulmonaire des récepteurs 5-
HT,; sont restreintes aux cellules de la moelle osseuse, (ii) les récepteurs 5-HT,; contribuent a
la différenciation/prolifération/mobilisation des précurseurs endothéliaux de la moelle, et (iii)
les cellules dérivées de la moelle osseuse ont une fonction critique dans le développement de
I'HTAP. Le récepteur 5-HT,; est ainsi impliqué dans la mobilisation des cellules souches de
la moelle osseuse qui participent a la pathogénese de 'HTAP et au remodelage vasculaire
pulmonaire.

La prise en charge médicale de ’'HTAP reste incomplete et le pronostic de sa forme
idiopathique est toujours sombre en dépit des nouvelles options thérapeutiques offertes depuis
quelques années. De plus, de nouvelles approches pharmacologiques sont en cours d’essai
(Archer et al., 2010). A I'heure actuelle, les thérapies disponibles sont essentiellement des
vasodilatateurs, bien utiles dans 1'amélioration des symptomes fonctionnels et de la qualité de
vie, mais qui ne sont que modérément efficaces sur le pronostic vital. Nous avons démontré
que l'expression des récepteurs 5-HT,; restreinte aux cellules de la moelle osseuse est
nécessaire et suffisante pour le développement de I'HTAP par l'intermédiaire d'une action sur
la différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Des thérapies visant a atténuer la
vascularisation artérielle pulmonaire, en agissant directement sur 1'origine hématopoiétique
des défauts responsables du remodelage vasculaire pulmonaire, seraient donc envisageables.
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Figure 1 - La sérotonine périphérique- En périphérie, la sérotonine provient des sites de
synthese, principalement localisés dans la paroi intestinale, et est relarguée dans le systeme
porte. Elle est chargée au niveau des poumons dans les plaquettes grace au transporteur de la
sérotonine (SERT) et est stockée dans les granules denses. La sérotonine est dégradée, dans
les cellules qui expriment le transporteur, par la monoamine-oxydase A (MAO-A) localisée
sur la paroi externe des mitochondries. La moelle osseuse est aussi une cible de la sérotonine
périphérique.
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Figure 2 - L’activit¢ du récepteur 5-HT,; est nécessaire au développement de
I’hypertension artérielle pulmonaire et régule les niveaux plasmatiques de sérotonine -
Chez la souris, 1'hypoxie provoque une augmentation de la pression sanguine pulmonaire
associée a un remodelage avec une prolifération de la paroi des artéres pulmonaires, une
augmentation de l'activité élastase et du niveau plasmatique de sérotonine et de TGFRBI
(transforming growth factor-betal), ces parameétres étant potentialisés par le traitement de ces
souris par la dexfenfluramine (DF) en injection aigué ou son métabolite la
nordexfenfluramine (norDF) lors d'une exposition chronique. Par contre, les souris présentant
une invalidation soit génétique soit pharmacologique du récepteur 5-HT2s ne montrent aucun
changement de ces parametres.
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Figure 3 - Les récepteurs 5-HT,; régulent la différenciation et la mobilisation de
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une diminution (N) des plaquettes et des progéniteurs endothéliaux immatures et de leur
lignage, mais a une augmentation () des précurseurs des granulocytes et de leur lignage.
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