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RÉSUMÉ

L’athérosclérose constitue une cause majeure de morbidité et de mortalité dans les

pays industrialisés. L’occlusion d’une artère par la plaque athérosclérotique entraîne une

diminution de la perfusion tissulaire, créant ainsi une condition d’ischémie. Dans une

situation d’ischémie, l’organisme s’adapte en développant un nouveau réseau vasculaire

afin d’irriguer le tissu en nutriment et en oxygène et ainsi maintenir son intégrité. Chez

l’adulte, cette néovascularisation survient par angiogenèse, vasculogenèse et

artériogenèse. Elle est contrôlée par plusieurs facteurs angiogéniques capables de

stimuler la prolifération et la différenciation des cellules endothéliales ou des cellules

endothéliales progénitrices en réponse à divers stimuli tel l’hypoxie. Les patients atteints

d’une cardiopathie ischémique ou d’une ischémie des membres inférieurs présentent des

variations considérables quant à leur possibilité de développer une néovascularisation.

Les facteurs responsables de ces variations sont mal compris mais il a récemment été

proposé que différents phénotypes cliniques et facteurs de risque, associés à la maladie

athérosclérotique, puissent amenuiser la néovascularisation en réponse à l’ischémie. Le

tabagisme représente un important facteur de risque de l’athérosclérose et des maladies

cardiovasculaires. À ce jour, l’effet du tabagisme sur la néovascularisation associée aux

maladies cardiovasculaires n’a fait l’objet d’aucune étude. Ainsi, le présent ouvrage visait

à élucider l’influence du tabagisme sur la néovascularisation. Nos résultats démontrent

que l’exposition à la fumée de cigarette diminue la néovascularisation en réponse à

l’ischémie ou suite à une stimulation avec le facteur de croissance angiogénique VEGf.

La première étude du projet de recherche visait à évaluer in vitro et in vivo l’effet

de l’exposition à la fumée de cigarette sur l’angiogenèse en réponse à l’ischémie. In vitro,
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nous avons démontré, par essai d’angiogenêse in vitro sur Matrigel, que les cellules

endothéliales humaines de cordon ombilical (HUVEC) exposées à une solution dérivée

des composantes de la fumée de cigarette (CSE) formaient moins de tubules en situation

d’hypoxie. In vivo, nous avons utilisé un modèle murin d’ischérnie du membre inférieur

afin d’évaluer l’effet de l’exposition à la fumée de cigarette sur l’angiogenèse en réponse

à l’ischémie. Chez les souris exposées à la fumée de cigarette, la récupération du flux

sanguin évaluée par Laser Doppler était nettement inférieure à celle observée chez les

souris contrôles. Cette diminution de la réponse angiogénique était associé à une

altération de l’expression des facteurs VEGF et HLF-la en condition d’hypoxie ou dans le

muscle ischémique.

Les résultats de la deuxième étude indiquent que l’exposition à la fumée de

cigarette entrave la réponse endothéliale suite à une stimulation au VEGf. La migration

des cellules endothéliales semble être l’étape principalement affectée par l’exposition à

la fumée de cigarette. Les mécanismes évoqués dans la diminution de la migration des

cellules endothéliales induite par le VEGF par le tabagisme sont: une augmentation de la

production d’espèces radicalaires dérivées de l’oxygène, une diminution de l’expression

de plusieurs intégrines et une altération de la voie de signalisation Akt/eNOS/NO.

L’importance de la participation des cellules endothéliales progénitrices dans le

processus de néovascularisation étant maintenant bien établie, le troisième projet visait à

déteminer l’impact du tabagisme sur le nombre et la fonction de ces cellules. Nos

résultats démontrent que le tabagisme est associé à une diminution du nombre de cellules

endothéliales progénitrices et à une altération de leur fonction. La diminution du nombre

de cellules endothéliales progénitrices et l’altération de leur fonction chez le fumeur sont
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associées à une diminution de l’expression de marqueur des cellules endothéliales, une

augmentation de la génération intracellulaire d’espèces radicalaires dérivées de

l’oxygène, une diminution des niveaux plasmatiques de NO et de vitamines

antioxydantes.

En conclusion, nos études ont permis de déterminer l’impact du tabagisme sur la

néovascularisation et d’évoquer certains déterminants qui semblent impliqués dans ce

processus et ainsi de mieux comprendre l’implication du tabagisme dans l’évolution des

maladies vasculaires ischémiques.

Mots clés: Tabagisme, néovascularisation, angiogenèse, vasculogenèse, VEGf, oxyde

nitrique, stress oxydant, cellules endothéliales progénitrices.
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ABSTRACT

In developed countries, atherosclerosis represents a major cause of mortality and

morbidity. Severe vascular obstruction by the atherosclerotic plaque leads to reduced

blood flow and tissue ischemia. In the setting of vascular obstruction with tissue

ischemia, neovascularisation is seen as an attempt by the organism at improving

perfusion and preserving tissue integrity. In the aduit, neovascularisation occurs by

angiogenesis, vasculogenesis and arteriogenesis. These processes involve several

angiogenic factors stimulating endothelial celis and endothelial progenitor celis (EPC) in

response to hypoxia. Patients with ischemic vascular diseases show major variations in

their capacity to develop neovascularisation. Factors involved in these variations are flot

well understood but risk factors associated with atherosclerosis seem to inhibit

neovascularisation in response to hypoxia. Cigarette smoking represents a major risk

factor associated with atherosclerosis and cardiovascular diseases. However, the impact

of smoking on compensatory mechanisms such as neovascularisation associated with

ischemic cardiovascular diseases is cunently unknown. This research project investigated

the influence of smoking on neovascularisation in the setting of severe vascular

obstructions and tissue ischemia. Our results demontrate that cigarette smoking is

associated with reduced neovascularisation in reponse to iscliemia or following VEGF

stimulation.

The first study investigated the effect of cigarette smoke exposure on the

developrnent of angiogenesis in response to hypoxia. Our resuits show that cigarette

smoking inhibits hypoxia-induced angiogenesis, both in vitro and in vivo. This inhibition
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is associated with reduced protein expression of HIF- 1 alpha and VEGF in hypoxic

conditions.

In the second study, we show that cigarette smoke exposure inhibits VEGF

induced cellular migration and tube formation in human umbilical vein endothelial celis

(HUVECs). This is associated with reduced phosphorylation of Akt and eNOS, together

with a reduction of NO release and integrins expression. We also demonstrate that the

impairment ofVEGF-induced actions in endothelial ceils exposed to cigarette smoke is at

least partly due to the excessive generation ofreactive oxygen species (ROS).

Finally, the presence of EPC for aduit neovascularisation seems to be important.

The third project investigated the impact of cigarette smoking on EPC number and

function. When we cornpared the number and the functional activities of EPCs isolated

from the peripheral blood of healthy smokers vs. nonsmokers, we found that cigarette

smoking is associated with a reduced number of EPCs together with an important

impairment of EPC functional activities. We also identified potential mechanisms

responsible for the negative effect of smoking on EPCs including increased oxidative

stress, decreased NO availability and impaired EPC differentiation towards an endothelial

phenotype.

In conclusion, these studies elucidate the impact of cigarette smoke exposure on

neovascularisation and help to expÏain the negative influence of smoking on the

progression of cardiovascular ischemic diseases.
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I .INTRODUCTION

1.1 .Développement vasculaire

Au cours des dernières décennies, l’étude des mécanismes moléculaires de

l’angiogenèse se limitait principalement aux premières étapes du bourgeonnement

capillaire à partir de vaisseaux préexistants. Récemment, des expériences in vivo ont

permis d’explorer d’avantage la morphologie de l’arbre vasculaire et ainsi

d’identifier les mécanismes moléculaires qui la contrôlent (Sullivan and Bicknell

2003; Tonini, Rossi et al. 2003). De nouvelles molécules contrôlant la prolifération

et la différenciation des cellules endothéliales ont été identifiées. D ‘autres facteurs

récemment identifiés participent aux étapes secondaires du développement vasculaire

en stabilisant les interactions entre les cellules endothéliales et les molécules de la

matrice extracellulaire ou les péricytes. Ainsi, l’étude du développement vasculaire a

permis de distinguer deux phénomènes distincts qui président la formation de

vaisseaux sanguins chez l’embryon: la vasculogenèse et l’angiogenèse. Chez

l’adulte, trois phénomènes sont responsables de la néovascularisation: la

vasculogenèse, l’artériogenèse et l’angiogenèse (Figure 1).



Vasculogenèse
1.Mobilisaflon des EPC
2.Différenciadon des EPC
3.Intégraflon au réseau vasculaire

Moelle osseuse
Artériogenèse 1 .Occlusion vasculaire

2.Recrntement de monocytes
Ii 3.Remodellage

Angiogenèse 1 .Bourgeonnement d’un vaisseau existant
2.Croissance des capillaires

3.Recrutement de cellules musculaire lisses

Figure 1.La néovascularisation chez l’adulte peut survenir via trois processus: la
vasculogenèse (mobilisation de précurseurs des cellules endothéliales, EPC), l’angiogenèse
(bourgeonnement vasculaire) et l’artériogenêse (croissance des collatérales).

Au cours du développement embryonnaire, le système cardiovasculaire se

forme précocement afin de répondre à la demande métabolique croissante des

organes de l’embryon. Le développement de l’arbre vasculaire se fait à partir de la

différenciation d’un ou de plusieurs précurseurs (figure 2). L’assemblage des cellules

endothéliales conduit à la formation de tubes endothéliaux primitifs, puis le

recrutement des cellules musculaires lisses à celle de plexus vasculaires primitifs. La

vasculogenèse se définie donc par la différenciation d’une cellule souche et

l’association de ces cellules entre elles pour former les vaisseaux sanguins alors que

l’angiogenèse se définie par l’extension de l’arbre vasculaire à partir de vaisseaux

préexistants. Alors que ces deux étapes ont lieu pendant la vie embryonnaire,

l’extension du réseau vasculaire après la naissance concerne essentiellement le

processus d’angiogenèse. Cependant, il a récemment été mis en évidence chez

l’adulte des progéniteurs aux cellules endothéliales capables de se différencier dans
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les sites de néovascularisation. L’artériogenèse quant à elle survient essentiellement

chez l’adulte et est caractérisée par l’élargissement du diamètre d’une collatérale

suite à l’obstruction d’une artère par la plaque athérosclérotique. Les trois processus

seront décrits en détail.

1.1.1 .Vasculogenèse

La vasculogenèse correspond à la naissance de vaisseaux sanguins suite à la

différenciation et à la prolifération de précurseurs des cellules endothéliales (figure

2). Elle se produit principalement durant le développement embryonnaire (Risau and

Flamme 1995). Durant ce stade de développement, les hémangioblastes, progéniteurs

communs des cellules endothéliales et des cellules hématopoïétiques, apparaissent

dans les îlots sanguins de l’aire extra-embryonnaire et sur la paroi ventrale de l’aorte

mésodermique d’où ils migrent, prolifèrent et se différencient en capillaires

(Flamme, frolich et al. 1997). Suite à la formation du premier réseau vasculaire,

les cellules endothéliales continuent de proliférer et forment de nouveaux capillaires.

Des fibroblastes recrutés par les capillaires viennent ensuite se différencier au

contact de leurs parois. Ils correspondent vraisemblablement à des péricytes ou à des

cellules musculaires lisses. Enfin, les structures de la paroi des vaisseaux s’adaptent

au débit et à la pression du flux sanguin. La diminution du flux sanguin inhibe la

progression de l’arbre vasculaire. Ces données concordent bien avec de récentes

études in vitro où il a été démontré que la diminution du flux sanguin peut induire

l’apoptose des cellules endothéliales (Kaiser, Freyberg et al. 1997; Stempien-Otero,

Karsan et al. 1999; Matsushita, Morishita et al. 2000).
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Les précurseurs des cellules endothéliales (EPCs) n’existent pas

uniquement durant la vie embryonnaire. En effet, des groupes de recherche ont

démontré qu’il était possible d’isoler à partir du sang périphérique et de la moelle

osseuse chez l’adulte des cellules sanguines progénitrices exprimant plusieurs

marqueurs des cellules endothéliales et qui peuvent se différencier en cellules

endothéliales (Asahara, Murohara et al. 1997; Asahara, Masuda et al. 1999; Hristov,

En et al. 2003). La mobilisation et la différenciation des EPCs sont favorisées par

divers facteurs dont le VEGF, le NO, l’angiopoïétine-l, le FGF, le GM-CSf, le

MMP-9 et certains agents pharmacologiques (Hristov, Erl et al. 2003; Szmitko,

Fedak et al. 2003). Les EPCs nichent aux sites d’ischémie, relâchent des facteurs dé

croissance (VEGF, $DF-l, IGF-1, HGF) et participent à la néovascularisation

thérapeutique ou pathologique (Pearson 2003). Certaines évidences suggèrent que les

EPCs peuvent représenter jusqu’à 90% des cellules endothéliales d’un capillaire

nouvellement formé. Bien que le pourcentage d’incorporation dans la structure

vasculaire des EPCs varie énormément d’une étude à l’autre (0% à 90%), la majorité

des données proposent que la néovascularisation post-natale puisse avoir lieu par

vasculogenèse, c’est-à-dire sans bourgeonnement de vaisseaux préexistants

(Murayama and Asahara 2002). Les EPCs participant à la néovascularisation aux

sites d’ischémie chez l’adulte, représentent un intérêt majeur pour de futures

thérapies. En effet, de récentes études ont démontré qu’une transplantation de EPCs

chez des patients favorisait la récupération du flot sanguin suite à l’ischémie d’un

membre inférieur (Tateishi-Yuyama, Matsubara et al. 2002), protégeait contre le

développement de l’athérosclérose et augmentait la viabilité du myocarde suite à un
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infarctus (Assmus, Schachinger et al. 2002; Strauer, Brehm et al. 2002; Britten,

Abolmaali et al. 2003; Stamm, Westphal et al. 2003). Il est aussi intéressant de noter

que le nombre de EPCs ainsi que leur fonction cellulaire sont affectés par la présence

de facteurs de risque de la maladie cardiovasculaire ischémique (Vasa, Fichtlscherer

et al. 2001).

Malgré toutes les données stir la vasculogenèse, il reste encore à

déterminer les mécanismes et la nature du signal ainsi que les facteurs qui régissent

la différenciation des cellules souches. La figure 2 illustre la cascade de

différenciation à partir des cellules souches de la moelle osseuse et indique le profil

d’expression des marqueurs de surface généralement reconnus.

Circulation
sanauine —

Cellule Hématopoîétique
AC133-/CD34-/KDR-

4 CD1Y7-/VE-cad- ? EPC circulant

Monoc le
ACI33±/CD34-r/KDR--/
CDI4±/\-cad±/vWF±

htychrocvtcs
L h ‘t s-T et AC133-/CD34±/KDR-/
mp ocy e

CDÏ4+/VF-cad-/CD45+

Granulocvtes Cellule endotitéliale
AC133-/CD3I-/KDR+/
CDI 4-/Ve-cad+/vWF+

Figure 2. Cascade de différenciation à partir des cellules souches de la moelle
osseuse et profil d’expression des marqueurs de surface généralement reconnus.

Moelle Osseuse

Cellule Souche

Cellule souche hématopoïéo9ue
Y3 ACI33+/CD34/KDR±/

CDII 7±/VE-cad-/Tje-2±/
Sca-l+

N)

Hémangioblastes
Cellule endothéliale progénitnce

Sca-I±/CDII7+/CD133+
AC133+/CD34+/KDR±/
CDI 17 /VE-cad-/Tic-2±

1 .1.2.Artériogenèse
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L’artériogenèse est définie comme l’élargissement de la lumière vasculaire

d’un vaisseau préexistant afin de former une collatérale suite à l’obstruction d’une

artère par la plaque athérosclérotique (Figures 1 et 3) (Carmeliet 2000). En effet,

lorsque la sténose d’une artère compromet la circulation sanguine, le flot est redirigé

vers une artériole présentant peu de résistance périphérique afin d’irriguer les

muscles et les organes en nutriments et oxygène et ainsi maintenir l’intégrité

tissulaire. Le processus est initié par une augmentation du flux sanguin dans la

collatérale, ce qui active les cellules endothéliales et entraîne l’expression de

cytoldnes telles que le MCP-f, le TNF-c le GM-C$F et des molécules d’adhésion

monocytaires (ICAM-l) favorisant le recrutement et l’infiltration de monocytes

(Helisch and Schaper 2003). Cette étape de l’artériogenèse est le résultat d’une

inflammation locale. Une fois différenciés en macrophages, les monocytes

envahissent le mur vasculaire, détruisent la média en produisant des protéinases et

des facteurs apoptotiques. Ces cellules inflammatoires relâchent aussi des facteurs de

croissance dont le FGF, le PDGF-B et le TGF-fl induisant ainsi la prolifération et la

migration des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses. Le recrutement

et la prolifération de cellules musculaires lisses favorisent l’augmentation de la taille

du vaisseau. En effet, les cellules murales ainsi recrutées vont musculariser le réseau

endothélial naissant en migrant le long du vaisseau et ainsi favorisent le remodelage

de celui-ci. Ce processus peut entraîner l’élargissement de plus de 20 fois du

diamètre d’une artériole collatérale préexistante après occlusion de l’artère

principale.
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Artère athérosclérodque

1.1 .3.Angiogenèse

1.1.3.1 .Généralités

L’angiogenèse se définit comme le développement de nouveaux vaisseaux à partir

d’une structure vasculaire préexistante (Folkrnan 1971). Dans un organisme adulte

normal, l’angiogenèse physiologique est un événement peu fréquent. Elle survient dans

l’appareil reproducteur femelle durant les cycles menstruels et durant la grossesse. En

revanche, une angiogenèse survient dans certaines conditions pathologiques comme

l’inflammation, la guérison des plaies, la croissance de tumeur, la rétinopathie diabétique,

les arthrites rhumatoïdes et le psoriasis (folkman and Shing 1992).

La recherche en angiogenèse fût initiée il y a 30 ans par le docteur I. Folkman,

partant de l’hypothèse que la croissance d’une tumeur cancéreuse nécessitait une

néovascularisation constante. Progressivement, dans les années 1970, il fût possible de

I. Redirection du flot sanguin

2. Augmentation force de cisaillement
3. Relâche de MCP-l

4. Recrutement de macrophages
5. Invasion de la paroi vasculaire

6. Production de GM-CSF, PDG!7, TNF-, bFGF
7. Prolifération et migration des CE et des CML

8. Remodelage

Figure 3. Représentation schématique de l’artériogenèse. CE, cellules endothéliales; CML,
cellules musculaires lisses; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor;
PDGf, platelet-derived growth factor; TNf-c tumor necrosis factor alpha; bFGF, basic
fibroblast growth factor.
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cultiver in vitro des cellules endothéliales et de développer des modèles d’angiogenèse.

Les années 1980 ont vu les premières purifications de facteurs angiogéniques. En 1985,

les premiers inhibiteurs d’angiogenèse furent découverts (tableau 1). Dès 1990, les

découvertes des laboratoires ont pu graduellement s’appliquer en clinique avec deux

objectifs: d’une part développer des marqueurs pronostics chez les patients cancéreux et,

d’autre part, développer des thérapies anti-angiogéniques afin de ralentir, voire d’arrêter

la progression tumorale (Folkman 1995). Si dans le champ de l’oncologie le

développement de la tumeur dépend de la néovascularisation, dans le domaine

cardiovasculaire les problèmes sont tout autres puisque les patients développent une

néovascularisation souvent insuffisante dans les territoires ischémiques (myocarde,

membres inférieurs). En effet, malgré les progrès majeurs des techniques de

revascularisation chirurgicales et percutanées, il est souvent difficile de revasculariser

complètement un territoire ischémique. Par ailleurs, la durée limitée de ces techniques de

revascularisation fait qu’un certain nombre de patients voit leur symptomatologie

réapparaître et progressivement limiter leur activité fonctionnelle du fait de la douleur

(angine de poitrine ou claudication intermittente des membres inférieurs) ou de

l’apparition d’une insuffisance cardiaque. Dans la quête d’un traitement alternatif ou

additionnel à la revascularisation et afin d’améliorer la symptomatologie et le pronostic à

long terme de ces patients, la communauté scientifique s’est récemment intéressée au

processus d’angiogenèse naturelle, aussi appelée «thérapie angiogénique» (Takeshita, Pu

et al. 1994; Takeshita, Weir et al. 1996). Ce concept permettrait d’induire le

développement d’une néovascularisation qui irriguerait en nutriments et en oxygène les

territoires ischémiques.
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Le fonctionnement normal d’un tissu dépend de sa capacité à s’approvisionner en

oxygène et en nutriments à partir des vaisseaux sanguins. Comprendre la formation des

vaisseaux sanguins est un objectif important de cette dernière décennie. Une bonne

connaissance de ces mécanismes permettrait possiblement de développer de nouvelles

options thérapeutiques visant à améliorer le pronostic des maladies cardiovasculaires

ischémiques. La découverte des candidats capables de stimuler ou d’inhiber la

prolifération endothéliale a favorisé une avancée considérable dans la compréhension de

l’angiogenèse et permet d’entrevoir une utilisation thérapeutique prochaine de ses

molécules.

1.1.3.2.Étapes de I’angiogenèse

L’angiogenèse est un terme utilisé pour décrire la croissance et le remodelage

du réseau vasculaire primitif en un réseau plus complexe. Chez l’adulte, les nouveaux

vaisseaux naissent essentiellement par angiogenèse, bien qu’une vasculogenèse puisse

aussi avoir lieu. Les mécanismes cellulaires et moléculaires de l’angiogenèse different

selon les tissus. La stimulation thérapeutique ou l’inhibition de l’angiogenèse doivent

donc être ajustées selon les tissus et la maladie choisie. Jusqu’à ce jour, les cellules

endothéliales ont principalement fait l’objet de la recherche sur l’angiogenèse, mais

celles-ci ne peuvent qu’initier et non compléter l’angiogenèse. Les cellules péri

endothéliales sont donc essentielles pour la maturation vasculaire. Elles participent au

contrôle hémostatique et protègent la structure endothéliale de la rupture et de la

régression (Hirschi and D’Amore 1996). Enfin durant l’étape finale, les vaisseaux se

recouvrent d’une couche musculaire leur permettant d’acquérir les propriétés
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viscoélastiques et vasomotrices nécessaires à l’adaptation du vaisseau à la perfusion

tissulaire. Chacune de ces étapes seront décrites en détail (Figure 4).

4.formation d’une
nouvelle membrane
basale et d’un réseau
vasculaire

Figure 4. Schéma simplifié des principales étapes impliquées dans le processus angiogénique.

1.1.3.2.1.Vasodilatation et perméabilité endothéliale

L’angiogenèse est associée à une vasodilatation induite par le VEGF et médiée

par le NO. Cette vasodilatation permet l’extravasation de protéines plasmatiques

favorisant la migration des cellules endothéliales. L’angiopoïétine-l, ligand du récepteur

endothélial Tic-2, est un inhibiteur naturel de la perméabilité vasculaire resserrant les

jonctions cellulaires des vaisseaux (Gamble, Drew et al. 2000). Un relâchement des

contacts intercellulaires endothéliaux et un relâchement des cellules péri-endothéliales

sont nécessaires à la migration des cellules endothéliales. L’angiopoïétine-2 a été

impliquée dans le détachement des cellules musculaires lisses et le relâchement de la

matrice des vaisseaux (Maisonpierre, Suri et al. 1997).

1.1.3.2.2.Dégradation de la matrice extracellulaire

Les cellules sont reliées les unes aux autres par des molécules d’adhésion

attachées aux protéines de la matrice extracellulaire. Lors de la migration des cellules

2.Migration des
cellules
endothéliales

l.Dégradation de
la membrane
basale
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endothéliales la matrice extracellulaire est dégradée. Les protéinases de type activateur du

plasminogène et les métalloprotéinases influencent l’angiogenèse en dégradant la matrice

extracellulaire et en permettant la libération de facteurs emprisonnés dans cette matrice

(bFGf et VEGF) (Stetier-Stevenson 1999). Les métalloprotéinases synthétisées sous

forme inactive doivent être activées par la plasmine ou des facteurs de croissance pour

franchir la membrane basale et créer des brèches dans la matrice extracellulaire. Les

métalloprotéinases sont naturellement associées à des inhibiteurs spécifiques dont le

Tissu hihibitor Metalloproteinases (TEVIP). Une sur-expression des métalloprotéinases ou

une sous-expression de leurs inhibiteurs conduit à un déséquilibre favorisant la

prolifération et la migration des cellules endothéliales (Haas and Madri 1999; Pepper

2001; Pepper 2001). Il existe actuellement 14 membres distincts de la famille des

métalloprotéinases ayant des substrats spécifiques pour chaque composante de la matrice

extracellulaire. La collagénase interstitielle (MMP-1), la collagénase (MMP-13), la

gélatinase A et B (MMP-2), et la collagénase de type IV (MMP-9) sont quelques

membres de la famille des métalloprotéinases associées à l’angiogenèse.

l.1.3.2.3.Prolifération et migration des cellules endothéliales

La matrice extracellulaire étant dégradée, les cellules endothéliales proliférantes

vont migrer vers un site distant. Le VEGF et ses récepteurs sont largement impliqués

dans cette prolifération et cette migration (Ferrara 1999). En effet, le VEGF active

différentes voies de signalisation aux niveaux des cellules endothéliales (Wu, Mayo et al.

2000). Les deux principales cascades sont la voie des MAPK et la voie de P13-KlAkt qui

induisent respectivement la prolifération et la migration des cellules endothéliales
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(Chavakis, Dembach et al. 2001; Abid, Guo et al. 2004). L’angiopoïétine-l apparaît aussi

impliquée dans le chimiotactisme des cellules endothéliales en potentialisant le VEGF.

L’angoipoïétine-l permet aussi la maturation et la stabilisation du vaisseau (Suri,

McClain et al. 1998). Les membres de la famille des FGF et de la famille des PDGF

affectent aussi l’angiogenèse en recrutant des cellules mésenchymateuses ou des cellules

inflammatoires. À cette étape, les molécules impliquées dans les interactions cellule-

cellule ou cellule-matrice comme l’intégrine af33 permettent la migration et l’étalement

des cellules endothéliales (Brooks, Clark et al. 1994; Brooks, Montgomery et al. 1994).

Le bourgeonnement angiogénique est contrôlé par l’équilibre entre activateurs et

inhibiteurs. Les inhibiteurs de l’angiogenèse suppriment la prolifération et la migration

des cellules endothéliales. Parmi ces molécules, on retrouve entre autre l’endostatine,

l’angiostatine, l’anti-thrombine III, l’interféron-13, le Ïeukemia induciblefactor (LIF) et le

PF-4, le thrombospondine.

1.1.3.2.4.Formation de la lumière vasculaire

Les cellules endothéliales s’assemblent en tubes pleins qui acquièrent par la

suite une lumière. Le VEGF en association avec l’angiopoïétine-l participe à la formation

et l’augmentation du diamètre luminal (Suri, McClain et al. 1998). Les intégrines,

molécules participant à l’interaction cellule/matrice (av133 ou a5131) participent aussi à la

formation de la lumière. La thrombospondine-1 est un inhibiteur endogène de la

formation de la lumière (Lawier 2002).
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1.1.3.2.5.Survïe des cellules endothéliales

Assemblées en un nouveau vaisseau, les cellules endothéliales deviennent

quiescentes et survivent pendant des années. Les forces hémodynamiques sont

essentielles au maintien du lit vasculaire Les forces de cisaillement physiologiques

réduisent l’apoptose endothéliale (Urbich, Walter et al. 2000). Le contact cellules/matrice

via les intégrines et une stimulation par le VEGF sont aussi indispensables à la survie des

cellules endothéliales (Carmeliet and Collen 2000). Certains événements, dont

l’apoptose, affectent la survie des cellules endothéliales et entraînent une régression

vasculaire. L’apoptose des cellules endothéliales est un mécanisme physiologique de

régression des vaisseaux et elle est induite par une diminution brutale de la stimulation

angiogénique. L’induction de l’apoptose est une propriété fréquente des inhibiteurs de

l’angiogenèse. Une rupture des interactions entre la matrice et les cellules endothéliales,

en utilisant par exemple un antagoniste de l’Œ33, induit aussi une apoptose (Yeh, Peng et

al. 1998; Taga, Suzuki et al. 2002; Meerovitch, Bergeron et al. 2003).

1.1 .3.2.6.Remodelage

Peu de choses sont connues en ce qui concerne les phénomènes qui guident les

cellules endothéliales dans l’espace et à leur façon de s’agencer pour former un réseau en

trois dimensions. La maturation du réseau endothélial implique un remodelage et une

uniformisation des capillaires ainsi qu’une organisation régulière et structurée du réseau.

Quelques expériences montrent que le VEGF, le récepteur Tie-l, certaines molécules

d’adhésion ou des intégrines sont impliquées dans ce remodelage (Carmeliet, Ferreira et

al. 1996; Patan 1998; Carmeliet, Ng et al. 1999).
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1.1.3.2.7.Recrutement et croissance des cellules musculaires lisses

Le PDGF-BB est un puissant chimioattractant pour les cellules musculaires

lisses. Le VEGF permet l’accumulation de ces cellules sur le mur vasculaire, sans doute

via la stimulation du PDGF (Holmgren, Glaser et al. 1991; Carmeliet, Ng et al. 1999).

L’angiopoïétine-l et le récepteur Tie-2 ont un effet sur la croissance et le maintien du

vaisseau sanguin en stabilisant les interactions entre les cellules murales et les cellules

endothéliales et en induisant le remodelage des nouvelles branches. Des anomalies du

récepteur Tie-2 chez l’humain induisent des malformations vasculaires caractérisées par

des vaisseaux possédant moins de cellules musculaires lisses (Maisonpierre, Suri et al.

1997; Suri, McClain et al. 1998). Le TGF-3 et son récepteur ont été impliqués dans la

maturation des vaisseaux. Ils inhibent la prolifération et la migration des cellules

endothéliales, induisent une différenciation des cellules musculaires lisses et stimulent la

production de matrice extracellulaire, favorisant ainsi la solidification des interactions

cellules endothéliales/cellules musculaires lisses (Pepper, Vassalli et al. 1993). D’autres

molécules, comme l’endogline, l’endothéline-l, le facteur tissulaire, l’angiopoïétine-2 ont

été décrites comme permettant le recrutement ou la différenciation des cellules

musculaires lisses (Watanabe, Pakala et al. 2001; Hackett, Wiegand et al. 2002;

Watanabe, Pakala et al. 2002). Les cellules musculaires lisses ainsi recrutées vont

musculariser le réseau endothéliale en bourgeonnant et en migrant le long du vaisseau

naissant.



15

1.1.3.3.Princfpaux facteurs de croissance angiogéniques

De très nombreuses molécules ont été identifiées ces dernières années comme

étant pro-angiogéniques. La liste non exhaustive est fournie dans le tableau 1. Nous

décrirons en détail les molécules apparaissant comme essentielles dans les phénomènes

d’angiogenèse ou les molécules dont l’inhibition dans des modèles d’animaux

transgéniques ont démontré un rôle indispensable dans la formation du vaisseau sanguin.

Tableau 1. Activateurs et inhibiteurs de la croissance vasculaire. La croissance
vasculaire chez l’adulte peut résulter de la vasculogenèse, de l’angiogenèse et/ou de
l’artériogenèse.

Activateurs Inhibiteurs
Vasculogenèse VEGF, NO, GM-CSF, IGF-1, ?
(mobilisation BFGF, ang-1,MMP-9
d’hémangioblastes)

Angiogenèse VEGF, P1Gf, ang-1, T$P-1, TSP-2, endostatinc
(bourgeonnement) ang-2, FGF, PDGf, Angiostatine,

IGF-1, HGF-SF, TNF-a, PF-4, TNF, TTMP, LM609

TGF-E3, Œv133, avf35,Œ5f31, MIV
VE-cadhérine, connexines,
NO, Cyclo-oxygénases, HIF

Artériogenèse MCP-1, GM-CSF, bFGF, IL-4, IL-12, PAT-1, TEVTP
(croissance de collatéral) FGF-4, PDGF-B, TNF-Œ,

TGF-J3, VCAM, Sélectines,
MMP

1.l.3.3.l.Transforming Growth Factor

Ces cytokines sont des polypeptides largement distribués dans l’organisme. Le

contact entre les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses mène à

l’activation de l’expression du TGF-3-1 (Heydarkhan-Hagvall, Helenius et al. 2003).

L’activité du TGF- i3-1 est cependant dépendante de la dégradation protéolytique de la

matrice extracellulaire. En effet, les protéases uPA et tPA activent la forme latente de
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TGF- j3-1 permettant l’invasion des cellules endothéliales et l’interaction avec le

récepteur. (Yee, JA et al. 1993). Le TGF-3-1 a de multiples fonctions biologiques et peut

être inhibiteur ou inducteur de la croissance cellulaire selon le type de cellules. Le TGF

fi-1 inhibe la prolifération et la migration des cellules endothéliales et induit la

différenciation des cellules musculaires lisses et les péricytes (Takehara, LeRoy et al.

19$7; Hirschi, Rohovsky et al. 199$). Le TGF-fi-1 induit également la formation de la

matrice extracellulaire et réprime l’expression du VEGFR2 (Mandriota, Menoud et al.

1996; Mann, $chmedlen et al. 2001), ce qui est en accord avec le fait que le TGF-fi-1

inhibe l’angiogenèse induite par le VEGF (Pepper 1997). Les souris déficientes pour le

gène TGF-fi meurent autour du jour 10.5 de la vie embryonnaire et possèdent des défauts

de vasculogenèse et d’hématopoïèse, essentiellement dans le sac vitellin (Dickson, Martin

et al. 1995). Les cellules endothéliales sont présentes mais les capillaires sont peu

différenciés. Les contacts intercellulaires sont également affectés. Le TGF-o autre agent

mitogène pour les cellules endothéliales, est relargué par les macrophages activés

(Schreiber, WinkÏer et al. 1986; Madtes, Raines et al. 198$; Rappolee, Mark et al. 198$).

Le TGf-a agit également sur la libération d’autres facteurs angiogéniques tels que le FGF

et le tissue-Plasminogen Activator (Chu and Kawinski 1998; Kay, Lee et al. 1998).

1.1 .3.3.2.Platelet Derïved Growth Factor

Le PDGf est sécrété par les plaquettes activées lors de la coagulation. Les

monocytes, spécialement lorsqu’ils sont activés, ainsi que les cellules musculaires lisses

sont d’autres sources majeures de production de PDGF (Li and Eriksson 2003). Le PDGF

est constitué de deux chaînes A et B qui s’associent par un pont disulfure pour former une
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protéine homodimérique ou hétérodimérique. Une expression accrue des isoformes de

PDGF a été associée avec une ischémie myocardique (Hughes, Clunn et al. 1996). Beli et

ses collaborateurs ont montré que le PDGF était capable d’augmenter la formation des

capillaires in vitro (Beli and Madri 1989). Cependant, d’autres auteurs ont nié l’effet

angiogénique direct de ce facteur sur les cellules endothéliales en culture ($ato, Beitz et

al. 1993). Les différentes actions du PDGF peuvent être dues à l’hétérogénéité des

cellules endothéliales. En effet, les cellules d’origine capillaire exprimant le récepteur du

PDGF-B répondent au PDGF alors que les cellules endothéliales provenant des vaisseaux

de gros calibres ne répondent pas à l’action du PDGF (Beli and Madri 1989; Sato, Beitz

et al. 1993). Le PDGf possède également un effet chémotactique important sur les

cellules endothéliales (Westermark 1990). Récemment, il a été démontré que l’induction

de PDGF dans les cellules endothéliales d’origine cardiaque joue un rôle important dans

l’angiogenèse (Edelberg, Aird et al. 1998). Outre son effet sur les cellules endothéliales,

le PDGF agit également sur des cellules impliquées dans le processus de réparation

tissulaire (Raines and Ross 1993).

1.1.3.3.3. La famille des Fibroblast Growth Factor

Cette large famille de facteurs de croissance comprend au moins neuf

polypeptides (friesel and Maciag 1995). L’acidic FGF (aFGF ou FGF-1) et le basic FGF

(bFGF ou FGf-2) sont les membres les mieux caractérisés de cette famille. Ces 2

polypeptides n’ont pas de séquence signal classique pour la sécrétion extracellulaire.

L’aFGF et le bFGF sont associés à la matrice extracellulaire ou aux cellules et sont

largement distribués dans les tissus adultes hors des phénomènes de croissance ou
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d’angiogenèse (Friesel and Maciag 1995). In vitro, ils ne sont pas relargués dans le

milieu; in vivo, le relargage du FGF pourrait avoir lieu à partir de cellules nécrotiques ou

par dégradation de la matrice extracellulaire.

Les FGF partagent des propriétés communes: ils lient l’héparine avec une grande

affinité, présentent un haut degré d’homologie protéique et se lient à des récepteurs de

haute ou de basse affinité (Partanen, Vainikka et al. 1993). À ce jour, quatre récepteurs

ont été identifiés. Le même récepteur peut fixer différents FGF et un FGF peut se fixer à

différents récepteurs. La fixation du FGF à son récepteur de haute affinité stimule une

activité tyrosine kinase conduisant à une phosphorylation des phospholipases C et à

l’expression des gènes qui modulent le cycle cellulaire. Les récepteurs de basse affinité

fournissent un site de stockage extracellulaire pour les FGF à partir duquel les facteurs de

croissance peuvent être relargués par l’héparine ou lors de la dégradation de la matrice

extracellulaire.

L’acidic FGF est un polypeptide exprimé par une grande variété de cellules,

notamment les cardiomyocytes et les cellules musculaires lisses. C’est un facteur

mitogène pour de nombreux types cellulaires dont les cellules endothéliales et il induit

l’angiogenèse in vivo (Cross and Claesson-Welsh 2001).

Le basic fGF est un polypeptide se présentant sous 4 isoformes produits par un

seul gène. L’isofonne de 1$kDa possède une activité biologique pouvant induire

l’angiogenèse in vivo. Il est produit par de nombreuses cellules normales, notamment les

cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les cellules myocardiques. Il est

aussi produit par de nombreuses cellules tumorales. Le bFGF peut induire la prolifération

des cellules endothéliales et leur migration et agit de façon synergique avec le VEGF



19

dans l’induction de l’angiogenèse in vivo (Asahara, Bauters et al. 1995; Bikfalvi, Klein et

al. 1997).

Le FGF-3, le FGf-4, le FGF-5 et le FGf-6 ont été identifiés comme des

oncogènes. Ils ne sont généralement pas trouvés dans les tissus normaux et contiennent

une séquence signal pour la sécrétion extracellulaire. Ces fGF jouent un rôle important

dans le développement embryonnaire et tumoral. Le FGF-4 et -5 ont été utilisés pour

induire une angiogenèse thérapeutique [Giordano, 1996 #442; Grines, 2003 #890}.

1.1 .3.3.4.Hepatocyte Growth Factor

Le Hepatocyte Growth Factor (HGF) aussi connu sous le nom de Scattor

Factor (SF), est un polypeptide hétérodimère composé d’une chaîne alpha de 69 kDa et

d’une chaîne bêta de 34 kDa. Pour être actif, le HFG/SF doit subir une hydrolyse du lien

Mg-Val par une sérine protéinase. Le HGf/SF a d’abord été identifié comme étant un

puissant stimulant de la croissance des hépatocytes [Jiang, 1999 #443;Nakamura, 1984

#444]. Des études subséquentes ont démontré que le HGF/SF est une cytokine exerçant

diverses fonctions biologiques selon le tissu stimulé. Par exemple, une activation des

cellules épithéliales par le HGF/Sf entraîne une augmentation de leur motilité, de leur

prolifération et de la morphogenèse (Jiang, Hiscox et al. 1999). Le caractère pro

angiogénique du HGF/SF lui a principalement été attribué suite à différentes études in

vitro démontrant sont effet sur les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et

les péricytes. En outre, une stimulation des cellules endothéliales par le HGF/SF entraîne

l’expression de protéinases, de molécules d’adhésion et favorise la motilité, la
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prolifération, la migration et la formation de tubules. Le HGf/Sf stimule aussi le

recrutement et la prolifération des cellules musculaires lisses et des péricytes (Rosen and

Goldberg 1997). Les effets intracellulaires du HGF/Sf sont médiés via un récepteur

transmembranaire tyrosine kinase, le c-met, qui induit l’activation de plusieurs voies de

signalisation (rho/rac, P13k, MAPK, PLC, src, Grb-2-Sos). Le HGF/SF est surexprimé

lors de cancer ce qui a permis d’identifier ce facteur comme étant un agent favorisant

l’angiogenèse tumorale (Jiang, Hiscox et al. 1999). De récentes études portent sur la

modulation de la voie de signalisation HGF/SF-c-met afin d’inhiber ou d’activer

l’angiogenèse selon le besoin (Rosen, Lamszus et al. 1997; Van Belle, Witzenbichler et

al. 1998).

1.1 .3.3.5.Vascular Endothelium Growth Factor

Le VEGF entraîne un effet angiogénique in vitro et in vivo. In vitro, il induit une

prolifération et une migration des cellules endothéliales ainsi que la formation de tubules

(Leung, Cachianes et al. 1989). Le VEGF stimule l’expression et le relargage de

différentes enzymes protéolytiques favorisant la lyse de la membrane basale et de la

matrice extracellulaire, préalable indispensable à l’invasion du tissu péri-adventiciel par

les néovaisseaux (Koolwijk, van Erck et al. 1996). L’effet angiogénique du VEGF se

ferait en partie via la production d’oxyde nitrique (Ziche, Morbidelli et al. 1997). In vivo,

le VEGF endogène a un rôle indispensable dans le développement des vaisseaux sanguins

durant l’embryogenèse (Risau 1992). Une mutation du gène du VEGf chez la souris

entraîne une mort in utero par absence de développement du système vasculaire. Le

VEGf endogène intervient dans la stabilité et le maintien de l’homéostasie des vaisseaux
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à l’âge adulte (Couffinhal, Keamey et al. 1997). L’expression du VEGf est corrélée dans

le temps et dans l’espace aux phénomènes d’angiogenèse physiologique, par exemple

dans l’appareil reproducteur femelle (Ferrara, Winer et aI. 1993). Il joue un rôle

déterminant dans la réponse angiogénique en situation d’hypoxie tissulaire comme dans

la guérison des plaies, la rétinopathie proliférative, l’endométriose, le psoriasis, la

progression tumorale ou la revascularisation des tissus ischémiques. Lors de ces

circonstances pathologiques, il a été démontré qu’une inhibition du VEGF entraîne une

réduction significative du nombre de néovaisseaux et une altération de la récupération du

flux sanguin (Couffinhal, Silver et al. 199$).

Le VEGf se différencie des autres facteurs de croissance d’une part, par une

séquence signale sur la région N terminale conduisant à la sécrétion de la protéine et

d’autre part, par des récepteurs spécifiques sur les cellules endothéliales. Le VEGF est un

facteur de croissance qui a été isolé lors de travaux effectués sur des cellules pituitaires

bovines (Ferrara and Henzel 1989). Le VEGF a également été isolé comme facteur

sécrété par les tumeurs, induisant une perméabilité vasculaire (Connolly, Olander et al.

1989; Keck, Hauser et al. 1989) ce qui lui a initialement valu le nom de vascutar

permeabiÏityfactor (VPF).

Le VEGF est un facteur de croissance ayant comme cible les cellules

endothéliales (Senger, Van de Water et al. 1993). La distribution du VEGF dans

l’organisme est très large et on peut ainsi l’isoler dans les myocytes cardiaques, la glande

pituitaire, le rein, le foie et l’ovaire. Le VEGF est aussi exprimé par les macrophages, les

fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et plusieurs autres

types cellulaires. Il a également été purifié à partir de milieux conditionnés de différentes
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lignées tumorales. L’expression de l’ARNm du VEGF se juxtapose dans le temps et dans

l’espace avec la prolifération vasculaire. L’expression du VEGF est induite par différents

facteurs de croissance et cytokines notamment le bFGF, le TNF-Œ et l’IL-2. Cependant,

le stimulus le plus puissant pour l’expression du VEGF est l’hypoxie (Brogi, Wu et al.

1994).

1.1.3.3.SJ.Structure du VEGF

Le VEGF est une glycoprotéine homodimérique de 45 kDa dont le gène est

localisé sur le chromosome 6 (Figure 5). Il se compose de 8 exons codant pour 5

isoformes connues produites par épissages alternatif de l’ARN messager du gène

commun (121,145, 165, 189, et 206 acides aminés) (Ferrara 1999). Le VEGf 165 est la

forme prédominante. Les cinq isoformes partagent les acides aminés dans leur partie

amino-terminale incluant la séquence du peptide signal, codée par les exons 1-5 et aussi

les acides aminés de l’extrémité carboxy-terminale codés par l’exon 8. L’isoforme 206

possède un court exon désigné exon 6’ qui est une extension de l’exon 6. Il y a très peu

de données sur la distribution et le rôle des isoformes 121, 145, 189 et 206. Cependant,

Houck et ses collaborateurs ont démontré que l’isoforme 121 était majoritairement

exprimé dans le tissu placentaire. L’isoforme 206 représentait la forme la plus rare et elle

a été identifiée seulement dans une banque d’ADNc préparée à partir du foie de foetus

d’humain. L’expression de l’isoforme 206 semble être limitée à la période embryonnaire

(Houck, Ferrara et aÏ. 1991). La région «core» de l’extrémité amino-terminale du VEGf,

codée par les exons 1-5, possède 8 cystéines qui contribuent à la formation des dimères.

Les isoformes du VEGF partagent des effets biologiques actifs sur les cellules
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endothéliales. Cependant, les formes les plus longues comportent davantage de résidus

basiques et ont une plus grande affinité pour les glycoprotéines de la matrice extra

cellulaires et les héparans sulfates à la surface des cellules. Les isoformes les plus longues

sont donc le plus souvent trouvées fixées à la surface des cellules ou à la matrice, à la

différence des deux isoformes les plus courtes qui sont sécrétées et solubles. Les

différentes isoformes semblent avoir une activité biologique semblable (Takeshita, Weir

et al. 1996).

exons 1-5 exon 6 exori 6’ exon 7

__

3’

VEGF I AA

VEGF 1 ÀAÂ

VEGF I AÀz\

VEGF 1 AÀA

VEGF 2Ot

Figure 5. Représentation de la structure du gène des différentes isoformes du VEGF-A

Récemment, 5 protéines présentant une forte homologie avec le VEGF ont été

découvertes. Ces protéines ont été nommées VEGF-B (21 kDa), VEGF-C (23 kfla),

VEGF-D (13 kDa), VEGF-E (20 kDa) et le Placenta Growth Factor (P1GF) (23kDa)

(Joukov, Pajusola et al. 1996; Olofsson, Pajusola et al. 1996; Yamada, Nezu et al. 1997;

Meyer, Clauss et al. 1999). La forme initialement décrite a pris le nom de VEGF-A

(Figure 6).
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VEGF-A 165 VfZGF-

Ligands \‘EGF-\ VEGF-B \1Gf-C

VEGO-B VEGO-E VEGF-D VfCF-C

PIGF PIGF VEGF—E VEGf-D
Extracellulaire

Récepteurs

Cellules Cellules tumorales
Cellules endothéhales

figure 6. Les différentes molécules apparentées au VEGf et leurs récepteurs.

Figure modifiée à partir de Zachari, I 2001.

1.1.3.3.5.2. Récepteurs du VEGF

Les récepteurs du VEGF ont une répartition ubiquitaire dans tout l’arbre

vasculaire. Au début, la famille des récepteurs du VEGF comprenait 3 membres: Fiti,

Flkl/KDR et F1t4 (Figure 6) (Pajusola, Aprelikova et al. 1992; Galland, Eamshaw et al.

1993; Shibuya, Seetharam et al. 1994; Mustonen and Alitalo 1995; Terman and Dougher

Vermazen 1996). Ils sont respectivement désignés VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3

(Figure 6). La région extracellulaire dans cette famille est composée de 7 domaines de

type immunoglobuline. FÏtÏ, Fiki et Flt4 ont seulement 30% d’identité en acides aminés

dans leur région extracellulaire, mais sont similaires à 80% dans leur domaine tyrosine

kinase. La spécificité d’interaction entre les différents VEGF et leurs récepteurs est

complexe (Kuzuya, Ramos et al. 2001). VEGFR-1 et VEGFR-2 sont des récepteurs de

haute affinité pour le VEGF-A. Parmi les isoformes du VEGF-A, le VEGF 165 a la plus

grande affinité de liaison aux VEGFR. Le VEGF-C interagit avec le VEGFR-3 et à un

Ncuropiline-l
130-140 kDa

\ŒG OR1 /Flt
180 kDa

Monocytes
Cellules endothéliales
vasculaires

VEGFR2/KDR
230 kfla

Cellules endothéliales
vasculaires

Cytoplasmiqu

VEGFR3/F1t4
195 kDa

Cellules cndothéliaics
lymphatiques
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moindre degré avec VEGFR-2. Bien que VEGFR-l et VEGFR-2 partagent le même

ligand, ils induisent des réponses cellulaires différentes (Kiiche and Waltenberger 2001).

Les activités mitogéniques et chimiotactiques de VEGFR-2 dans les cellules

endothéliales ne sont pas retrouvées pour VEGfR-l. VEGfR-3 est doté d’une activité

mitogénique et chimiotactique quand il est exprimé dans les cellules endothéliales ou

fibroblastiques. Les fonctions spécifiques de VEGfR-l et -2 ne sont pas clairement

définies au niveau cellulaire, mais les expériences d’invalidation par recombinaison

homologue des gènes codant pour VEGFR-l et —2 ont permis de démontrer qu’ils

exercent leur action au niveau de différents aspects ou phase du développement

embryonnaire. L’altération du gène VEGFR-l se traduit par une désorganisation de

l’endothélium vasculaire sans affecter la différenciation des cellules endothéliales, tandis

que l’altération de VEGFR-2 affecte la formation des îlots sanguins et la vasculogenèse

(Shibuya 2001; Cross, Dixelius et al. 2003). Cette différence d’activité biologique est

révélatrice de la mise en jeu de voies de signalisation intracellulaires spécifiques de

VEGFR-1 et—2 (Shibuya 2001; Cross, Dixelius et al. 2003).

Quoi qu’il en soit, ces récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs dotés

d’une activité tyrosine kinase. Ces protéines possèdent une région extracellulaire capable

de lier les ligands, un domaine transmembranaire et une région cytoplasmique portant

l’activité tyrosine kinase (Shibuya 2001). La liaison du VEGF provoque la dimérisation

du récepteur, déclenche l’activité catalytique ce qui conduit à la phosphorylation des

résidus tyrosines présents sur le récepteur lui-même et sur ses substrats cytoplasmiques

(Waltenberger, Claesson-Welsh et al. 1994; Heldin 1995; Fuh, Li et al. 1998). Bien que

l’affinité du VEGf soit supérieure pour le VEGfR-l, le VEGFR-2 semble être le
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principal récepteur impliqué dans la signalisation intracellulaire endothéliale et dans

l’activité angiogénique induite par le VEGF (Figure 7). Chez la cellule endothéliale, le

VEGF induit une très forte autophosphorylation du VEGFR-2 résultant en l’activation de

la PLC’y via des interactions de type SH2 et une hydrolyse de phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate en diacylglycérol (DAG) et en inositol 1,4,5-triphosphate (1P3) (Takahashi

and $hibuya 1997; Takahashi, Ueno et al. 1999). La synthèse de ces deux messagers

mène à la relâche de calcium intracellulaire par le réticulum endoplasmique et à

l’activation en cascade des protéines kinases C (PKC a j3 ‘y) sensibles au calcium et de la

voie p42144 «mitogen-activated protein kinase» (MAPK), une voie de signalisation

directement impliquée dans la phosphorylation de facteurs de transcription nucléaires et

dans la prolifération cellulaire (Kroll and Waltenberger 1997; Rousseau, Houle et al.

1997; Takahashi, Ueno et al. 1999).

Finalement, une stimulation du VEGFR-2 par le VEGF active la voie de la

phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) (Xia, Aiello et al. 1996). Tout comme PLC’y, cette

enzyme possède des domaines SH2 lui permettant d’interagir avec le VEGfR-2

phosphorylé et d’activer Akt. Akt, une sérine kinase, peut promouvoir une activité anti

apoptotique maximisant l’effet mitogénique de VEGF. Aussi, elle peut phosphoryler la

synthase du monoxyde d’azote endothélial (eNOS), responsable de la synthèse de

monoxyde d’azote induite par le VEGF et de son effet hypotenseur (FuÏton, Gratton et al.

1999).
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Le dernier récepteur connu du VEGF est la neuropiline-1 (NRP-1). Elle consiste

en une protéine membranaire de 140 kDa participant à la croissance axonale grâce à sa

capacité de lier les sémaphorines/collapsines qui possèdent une activité répulsive envers

les axones (He and Tessier-Lavigne 1997). Il a été récemment démontré que la NRP-1

interagit avec le VEGF. Elle se retrouve en forte concentration sur les cellules

endothéliales vasculaires et sur les cellules mésenchymateuses entourant les vaisseaux

sanguins. La NRP-1 agirait comme modulateur de l’activation du VEGFR-2. En effet, la

première étude portant sur l’interaction entre la NRP-l et le VEGF rapporte que la liaison

du VEGF-A165 au VEGFR-2 et à la NRP-1 permet d’augmenter l’activation du VEGFR

2, comparativement à une stimulation en absence de NRP-1, ce qui a pour effet

d’augmenter significativement la phosphorylation du VEGFR-2 et la migration cellulaire

(Neufeld, Kessier et al. 2002). La génération de souris transgéniques exprimant la NRP-1

sous le contrôle d’un promoteur de la 3-actine, entraînant une surexpression du récepteur

chez l’embryon, a confirmé le rôle pro-angiogénique de la NRP-1. L’analyse

morphologique de ces souris rapporte une formation excessive des capillaires ainsi

Angiogcnsc Prolifération

Fïgure 7. Représentation des mécanismes intracellulaires induits via une activation du
VEGFR-2
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qu’une mort au stade embryonnaire (Kitsukawa, Shimono et al. 1995). En revanche, la

dislocation homozygote du gène de la NRP-1 provoque des défauts majeurs de

vascularisation en plus d’interférer avec le développement du système artériel

(Kitsukawa, Shimizu et al. 1997; Kawasaki, Kitsukawa et al. 1999).

1.1.3.3.5.3.Régulation du VEGF par l’hypoxie

Le principal élément qui régule l’expression du VEGf-A est l’hypoxie (Figure

9). En effet, le VEGF fait partie d’une large famille de protéines dont l’expression des

gènes est induite dans des conditions de stress hypoxique (Brogi, Wu et al. 1994). Cette

induction fait intervenir des éléments de réponse à l’hypoxie localisés au niveau du

promoteur du gène (Figure 8). Une diminution de la concentration en oxygène conduit à

une cascade de signaux intracellulaires. Les éléments de réponse à l’hypoxie ont été

identifiés au niveau d’un activateur dans la région 3’ de ce gène (Levy, Levy et al. 1995).

Ces éléments sont des sites de liaison pour un facteur de transcription spécifique le HIF

(Hypoxia Inducible Factor). L’induction de la transcription de l’ARNm du VEGF est

médiée, du moins en partie, par la liaison de la protéine HIF-l à un site de liaison sur le

promoteur du gène du VEGF, l’élément de réponse à l’hypoxie (hypoxia responsive

element, HRE). L’induction hypoxique du VEGF semble faire intervenir les proto

oncogènes c-Src et Raf-1. Cette action serait inhibée par le gène suppresseur de tumeurs

p53 (Mukhopadhyay, Tsiokas et al. 1995).
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Figure 8. Représentation schématique de l’induction de la transcription du VEGF par
l’hypoxie, médiée par le facteur de transcription hypoxia inducible factor (HIF-l). La
voie de signalisation induite par l’hypoxie et menant à l’expression du VEGF peut être
schématisée ainsi: L’hypoxie stabilise le H1F-1Œ, qui sera transioqué dans le noyau et
formera un dimère avec la sous-unité t3 avant de se lier au hypoxia responsive element
(RRE) et induire la transcription du VEGF.

En plus d’induire la transcription du VEGF, l’hypoxie joue un rôle important

dans la stabilisation de l’ARNm du VEGF par le biais de protéines qui lient des

séquences localisées dans la région 3’ UTR (untranslated region) de l’ARNm du VEGF

(Stem, Neeman et al. 1995; Damert, Jkeda et al. 1997; Claffey, Shih et al. 1998).

Récemment, il a été démontré que les protéines HuR et hnRNP-L lient des régions du

messager, connues comme étant importantes pour la stabilisation en hypoxie (Levy,

Chung et al. 1998; Shih and Claffey 1999). Il est clair que d’autres protéines

interviennent dans la stabilisation de l’ARNm du VEGF mais leur identité n’a pas encore

été élucidée. Des évidences indiquent que l’augmentation de la transcription du gène du

VEGF est également médiée par des sites localisés dans les séquences encodant la région

non-traduite de 5’UTR de l’ARNm de VEGF, cette dernière étant particulièrement

longue (Akiri, Nahari et al. 199$; Stem, Itin et aï. 199$). Finalement, la transcription du

VEGF est augmentée par un «internat ribosomal entrv site» (IRES) qui permet de

Noyau

VEGF
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préserver la traduction de 1’ARNm du VEGF suite à une diminution de l’hypoxie (Figure

9) (Akiri, Nahari et al. 199$).

1.1 .3.3.6.Angiopoïétine-1

L’expression de ce gène est détectée durant l’embryogenèse dans les îlots

sanguins de sac vitellin où se trouvent les précurseurs des cellules endothéliales (Suri,

Jones et al. 1996). Son expression est aussi détectée dans l’endocarde et dans les cellules

endothéliales. Son expression au niveau des cellules endothéliales persiste chez l’adulte à

un niveau plus faible alors que ces cellules ne prolifèrent plus. L’angiopoïétine a comme

récepteur Tie-2 (Davis, Aldrich et al. 1996). Une mutation du ligand ou de son récepteur

entraîne une mort in utero chez la souris en inhibant le développement du système

vasculaire. Les expériences d’invalidation des gènes chez la souris suggèrent que le

couple angiopoïétine-1/Tie-2 intervient dans le recrutement des péricytes et dans la

Figure 9. Les différentes facettes de l’implication de I’hypoxie dans la régulation du
VEGF et de la réponse angiogénique. HIF- 1, hypoxia inducible factor- 1; IRES, internai
ribosomal entry site.Figure modifiée Pugh, CW 2003.
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stabilisation des interactions cellules endoffiéliales/matrice extracellulaire et péricytes

durant la mise en place des vaisseaux sanguins (Suri, McClain et al. 199$). La

surexpression de 1’ angiopoïétine- 1 augmente la vascularisation et diminue la perméabilité

vasculaire des animaux transgéniques. L’angiopoïétine-l a des effets spécifiques sur les

cellules endothéliales: elle induit une réponse chimiotactique, elle favorise leur

différenciation et est un facteur de survie anti-apoptotique [Kim, 2000 #491;Kim, 2000

#490;Papapetropoulos, 2000 #492; Witzenbichler, 199$ #493}.

1.1 .3.3.7.Angiopoïétine-2

Les séquences de l’angiopoïétine-2 et l’angiopoïétine-l présentent 85%

d’homologie. Comme l’angiopoïétine-l, l’angiopoïétine-2 est un ligand du récepteur lie-

2. La surexpression du gène induit une malformation des vaisseaux in utero et suggère

que l’angiopoïétine-2 soit un antagoniste naturel de l’angiopoïétine-l. L’angiopoïétine-2

bloque l’activation de Tie-2 induite par l’angiopoïétine-l [Maisonpierre, 1997 #$6].

L’angiopoïétine-2 est exprimée par les cellules endothéliales ou les péricytes des

vaisseaux embryonnaires avec une expression qui se superpose en partie à l’expression de

l’angiopoïétine-l. L’angiopoïétine-2 potentialise le VEGF pour induire l’angiogenèse en

empêchant que l’angiopoïétine-l maintienne l’intégrité de l’endothélium et sa quiescence

(Witzenbichler, Maisonpierre et al. 1998), mais il n’est pas capable à lui seul d’induire

une réponse angiogénique. En revanche, en l’absence de VEGf, l’inhibition de l’activité

de l’angiopoïétine-l par l’angiopoïétine-2 conduirait à un détachement des cellules

endothéliales de la matrice et des péricytes, à leur mort et à la régression des vaisseaux
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(Maisonpierre, Suri et al. 1997). Il a été montré récemment que l’angiopoïétine-2 était

exprimée au niveau du front d’invasion des néovaisseaux dans certaines tumeurs.

1.1 .3.3.8.Mon oxyde d’azote (NO)

Le NO a été découvert en 1980 par Furchgott et Zawadzki (Furchgott and

Zawadzki 1980) qui ont démontré que la relaxation des cellules musculaires lisses (CML)

artérielles en réponse à l’acétylcholine dépendait de l’intégrité anatomique de

l’endothélium. Le facteur à l’origine de cette relation intercellulaire est alors dénommé

endothelium derived relaxing factor (EDRF) et c’est en 1986 qu’il est identifié comme

étant le NO (Ignarro 1989; Ignarro 1989; Moncada 1993; Moncada and Martin 1993;

Radomski and Moncada 1993). Le NO est un gaz radicalaire, liposoluble, d’une grande

diffusabilité à travers les membranes cellulaires et d’une demi-vie de quelques secondes.

Il est produit par une famille d’enzymes, les synthases du monoxyde d’azote (NOS)

(Griffith and Stuehr 1995) comprenant 3 formes soient la forme neuronale, la forme

inductible et la forme endothéliale. Le NO est produit à partir de la L-arginine qui est

convertie en L-citmlline et en NO en présence de certains cofacteurs dont, entre autre, le

tétrahydrobioptérine (BH4), le fiavine-adénine-mononucléotide (FMN) et le flavine

adénine-dinucléotide (FAD), et le donneur d’électrons NADPH. Une fois produit, le NO

diffuse rapidement et gagne les cellules adjacentes (Figure l0)(Moncada and Higgs 1993;

forstermann 1994; Forstermann, Closs et al. 1994; forstermann, Pollock et al. 1994).
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Figure 10. Représentation de la synthèse du NO. NOS, synthase du monoxyde d’azote,
Ca2, Calcium, 02, oxygène, 3H4, tétrahydrobioptérine (3H4), FAD, flavine-adénine
dinucléotide, FMN, flavine-adénide-mononucléotide.

De nombreuses cibles ont été mises en évidence: groupements thiols des

protéines, groupements héminiques, ADN, mais sa cible privilégiée est sans doute la

guanylate cyclase soluble (Mayer, Koesling et al. 1993). La stimulation de cette dernière

aboutit à la formation de cGMP qui est responsable de la relaxation des cellules

musculaires lisses et de l’inhibition de l’agrégation plaquettaire (Schmidt, Lohrnann et al.

1993). Ainsi les propriétés du NO sont multiples: vasodilatation, inhibition de la

prolifération des cellules musculaires lisses, de l’agrégation plaquettaire et de l’adhérence

des monocytes sanguins à l’endothélium (par inhibition de la synthèse des molécules

d’adhésion des leucocytes: VCAM, ICAM, MCP1 (Harrison 1997).

Il a aussi été démontré que la production de NO dérivé de l’endothélium est un

médiateur de l’angiogenèse (Horowitz, Rivard et al. 1997; van der Zee, Murohara et al.

1997; Murohara, Asahara et al. 1998). L’effet angiogénique du NO a été étudié par

Cellules cibles
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différents groupes de recherche et dans divers modèles expérimentaux. Ziche et coli. ont

tout d’abord démontré que le NO joue un rôle de premier plan dans la réponse

angiogénique médiée par la substance P, un vasodilatateur majeur dérivé de

l’endothélium (Ziche, Morbidelli et al. 1994). Ensuite, Guo et cou, ont montré que

l’administration exogène de donneurs de NO stimulait significativement la prolifération

de cellules endothéliales en culture (Guo, Murara et al. 1996). Il est intéressant de noter

que le facteur angiogénique VEGF stimule la relâche endothéliale de NO (Ku 1996; van

der Zee, Murohara et al. 1997). De plus, les travaux de Morbidelli et coll., démontrent

que la réponse angiogénique induite par le VEGF serait dépendante de la production

endogène de NO (Morbidelli, Chang et al. 1996). Finalement, il a été rapporté que la

réponse angiogénique dans un modèle d’ischémie du membre inférieur était entravée

chez la souris eNOS -I-. La relation entre le VEGF et le NO semble inévocable puisque

la réponse angiogénique, dans ce modèle, ne pouvait être récupérée par l’administration

de la protéine recombinante du VEGF ou par une stratégie de transfert de gène par

l’adéno-VEGF (Murohara, Witzenbichler et al. 1999).

Les mécanismes d’action impliqués dans la promotion de la réponse

angiogénique médiée par le NO ne sont pas encore clairement définis. Cependant,

certaines hypothèses peuvent être avancées. Premièrement, le NO est un facteur de

survie, inhibant l’apoptose et induisant la prolifération de la cellules endothéliale

(Dimmeler and Zeiher 1999; Rossig, Fichtlscherer et al. 1999) vraisemblablement par

l’entremise du VEGF et du FGF (Ziche, Morbidelli et al. 1997; Dulak, Jozkowicz et al.

1999; Murohara, Witzenbichler et al. 1999}. Le NO favorise aussi la migration des

cellules endothéliales en augmentant l’expression de l’intégrine av/33 et en stimulant la
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dégradation de la matrice extracellulaire via la surexpression de la protéinase de type

urokinase activateur du plasminogène (uPA) par le bfGf [Ziche, 1994 #1). L’effet

hémodynamique de ce vasodilatateur pourrait aussi intervenir dans le rôle angiogénique

du NO. Il est maintenant connu qu’une augmentation du flux sanguin dans la

microcirculation est associée à une induction de la prolifération des cellules endothéliales

(Hudlicka 199$). Le NO en favorisant la vasodilatation des vaisseaux et entraînant une

augmentation du flux sanguin, pourrait ainsi favoriser le développement de capillaires.

Finalement, un nouveau mécanisme permettant d’expliquer l’effet angiogénique du NO a

récemment été rapporté. Matsunaga et coll. suggèrent que le NO supprime la production

de l’angiostatine, un inhibiteur spécifique de la prolifération et de la migration des

cellules endothéliales (O’Reilly, Holmgren et al. 1994; O’Reilly, Holmgren et al. 1994;

Matsunaga, Weihrauch et al. 2002).

1.1 .3.4.L ‘hypoxie, principal facteur de régulation de 1’ angiogenèse

L’hypoxie joue un rôle déterminant dans l’initiation du processus de

l’angiogenèse. Physiologiquement, l’hypoxie peut être liée à une baisse de la pression

partielle de l’oxygène dans l’air ambiant (haute altitude), à une augmentation de la

consommation d’oxygène (exercice physique), ou au développement rapide d’un tissu

(corps jaune, placenta). L’hypoxie est aussi liée à certaines pathologies dont l’ischémie

vasculaire et le développement de tumeurs. L’hypoxie entraîne une série de réponses

systémiques et locales: accélération du débit cardiaque, vasodilatation, hyperventilation et

production accrue d’érythrocytes grâce à la synthèse d’érythropoïétine. Sur le plan

cellulaire, l’hypoxie transforme la phosphorylation oxydative aérobique en un
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métabolisme anaérobique avec expression sélective de gènes de la glycolyse, de la

néoglucogenèse, et du transport du glucose (Semenza, Agani et al. 1999). Une grande

partie de ces réponses cellulaires est coordonnée par le HTF-la (Semenza 2002). La

principale cascade de signalisation déclenchée par l’hypoxie implique la régulation de

l’activité transcriptionnelle du gène codant pour le VEGf suscitant la stimulation des

cellules endothéliales et le bourgeonnement vasculaire (Liu, Cox et al. 1995; Forsythe,

Jiang et al. 1996). HIF-1 favorise aussi l’expression d’autres gènes dont Ï’érythropoïétine

et certains gènes de la glycolyse, les récepteurs du VEGF, le TGF et le PDGF

potentialisant ainsi l’effet du VEGF (Figure 11).

Métabolisme

Adénylate Kinase-3
Anhydrase carbonique-9
Transporteurs de glucose I et 3

Prohferation et Enzymes Glycolytiques

survie cellulaire
À

Biologie vasculaire
Adrénomedulline I Récepteurs adrénergiques
Cycline G2 Endothéline- 1
Erythropoïétine HIF-1 eNOS
Insulln-growth faclor-2 Inhibiteur de l’activateur du
eNOS I plasminogêne
p21 VEGf
TGF-B. VEGf

Transport du Récepteurs du VEGF

Fer/Érythropoïèse

Ceruloplasmine
Erythropoïétine
Trassferrine
Récepteurs de la transferrine

Figure 11. Représentation des principaux gènes ciblés par le HW-l. Figure modifiée de Semenza
GL, 2001.

HLF-1Œ est exprimé de façon ubiquitaire et est induit lors de l’hypoxie par un

mécanisme post-traductionnel. La partie C-terminale de la protéine comporte en effet un

domaine sensible à l’oxygène qui, dans des conditions de normoxie, est rapidement

ubiquitinylée et dégradée dans le protéasome. Cette dégradation rapide est médiée par le
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facteur Von Hippel Lindau (VHL) qui lie HT-1 ct. et induit son ubiquitination (Maxwell,

Wiesener et al. 1999; Tanimoto, Makino et al. 2000). Lorsqu’il existe une hypoxie, même

modérée, ce domaine est stabilisé, HTF-1Œ est protégé de la dégradation et

s’hétérodimérise avec HIF-1f3 pour induire ensuite l’expression de gènes pro-

angiogéniques (figure 12) (Semenza 2000; Semenza 2000; Semenza 2002).

centraond’oxwgènc

Rponsc
phystologque â

Vhypoxie

Figure 12. Régulation de l’expression de HIF-lu par l’oxygène. Les concentrations d’oxygène
déterminent la fréquence à laquelle HIF-la est sujet à l’hydroxylation par les prolyl
hydroxylases. L’hydroxylation est nécessaire pour l’interaction avec le Von Hippel Lindau
(VHL). Celui-ci recrute les élongines B et C, Cullin 2 (CUL2) et RBX1 (R) afin de former un
complexe protéine ligase-ubiquitine fonctionnel. Suite à l’ubiquitination de HTF-lu, le complexe
sera dégradé par le protéasome 26S. En condition d’hypoxie, l’hétérodimère, formé par la
dimérisation de HTF-1Œ et de HIF-1Ç3, se lie au hypoxia reponsive eleinent contenant la séquence
5 ‘-RCGTG-3’ et recrute des coactivateurs (Coact) qui entraînent la formation du complexe
initiateur de la transcription (CIT), la synthèse de l’ARNm et finalement la production de
protéines qui régulent la réponse physiologique à l’hypoxie. Figure modifiée de Semenza GL,
2001.

La fonction de chacune des sous-unités de HIF-1 a été étudiée par des expériences

de recombinaison homologue. L’inactivation du gène codant pour HIF-1 a permis de

montrer que cette sous-unité de HIF-1 était essentielle pour induire l’accumulation des

t
Prolvi hvdroxvlase Proiéines

t
ARNrn

SLRCGTG Gncs cibles 3’

ARNm du VEGf dans les cellules souches embryoimaires placées en hypoxie. La
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présence de HIF-1 F3 est aussi cruciale pour le développement embryonnaire: les embryons

111F-113 -I- ne sont pas viables au-delà de E1O.5 (Maltepe, Schmidt et al. 1997).

L’angiogenèse est déficiente dans le sac vitellin et les arcs branchiaux, les capillaires sont

peu nombreux et ils semblent fusionnés entre eux. L’inactivation du gène codant pour

HIF-la était d’autant plus intéressante que la sous-unité Œ est spécifique de la réponse à

l’hypoxie. Des expériences de retard sur gel avec des extraits nucléaires des cellules

souches embryonnaires HIF-la -I- ne permettent pas de mettre en évidence une activité

de fixation à la séquence HRE reconnue par HIF-1. En l’absence d’HIF-la, il n’y a donc

pas dans ces cellules d’autres protéines capables de se dimériser avec HIF-1f3 et de se

fixer sur la séquence HRE. Dans les cellules souches embryonnaires HIF-la -I-,

l’expression des ARN du VEGF n’est plus induite (Iyer, Kotch et al. 199$) ou induite de

façon partielle (Ryan, Lo et al. 199$) par l’hypoxie. Dès le jour 8, les embryons mutants

homozygotes sont plus petits, le développement du tube neural est retardé et le nombre de

cellules mésenchymateuses en apoptose est supérieur, par rapport aux embryons

sauvages. La morphogenèse des vaisseaux sanguins dans le sac vitellin et dans l’embryon

est perturbée; à E9,5 l’aorte dorsale est présente mais plus petite et le coeur bat. Les

embryons HIF-l a -I- ne survivent pas au-delà de El 1 (Iyer, Kotch et al. 199$; Ryan, Lo

et al. 1998). Ces résultats suggèrent que HIF-la est nécessaire non pas à l’initiation de la

formation des vaisseaux mais plutôt à l’organisation de l’arbre vasculaire dans

l’embryon.

Outre la stabilisation de la protéine HIF-la par l’hypoxie et la dimérisation à la

sous-unité 13, d’autres mécanismes semblent être impliqués dans l’activité

transcriptionnelle de HTF-1. En effet, la phosphorylation de HW-la par les voies de
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signalisation impliquant les MAPK (Minet, Arnould et al. 2000; Minet, Michel et al.

2000) et PI3K!AKT (Mazure, Chen et al. 1997), le recrutement de cofacteurs (Hsp9O,

SRC-l et CBP/p300) (Mukhopadhyay, Tsiokas et al. 1995; Kallio, Okamoto et al. 1998;

Minet, Emest et al. 1999; Minet, Mottet et al. 1999) et la liaison d’autres facteurs de

transcription au promoteur des gènes (Faller 1999) modulent l’activité transcriptionnelle

du FIIF- 1.

1.1.4.Angiogenèse associée à des pathologies

1.1.4.1 .Généralités

Tel que mentionné précédemment, la croissance de nouveaux vaisseaux

sanguins chez l’adulte fait appel à trois mécanismes la vasculogenèse, l’angiogenèse et

l’artériogenèse. Les mécanismes permettant la formation de vaisseaux sanguins en

condition pathologique sont en partie similaires à ceux impliqués dans la formation des

vaisseaux durant l’embryogenèse. Mais de nombreuses évidences permettent de penser

que le développement d’un réseau vasculaire chez l’adulte puisse impliquer des

mécanismes distincts. Chez l’embryon, les cellules endothéliales sont connectées de

façon lâche et prolifèrent de façon active. Chez l’adulte, elles sont quiescentes et

encapsulées dans une large musculature et une matrice extracellulaire. D’où la nécessité

probable de signaux différents chez l’adulte. Par exemple, des molécules comme les

cyclooxygénases, les protéinases, l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène et le NO ne

semblent pas impliqués dans le développement vasculaire de l’embryon alors qu’elles

affectent sensiblement l’angiogenèse chez l’adulte (Murohara, Asahara et al. 1998;

Heymans, Luttun et al. 1999). Une différence notable entre l’angiogenèse physiologique
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et celle associée à des pathologies réside dans le fait que cette dernière est souvent induite

par l’inflammation. Monocytes, macrophages, plaquettes, cellules mastocytaires et autres

leucocytes sont attirés sur les sites d’inflammation en partie par des facteurs

angiogéniques. Ces cellules dérivées du sang produisent à leur tour des facteurs

angiogéniques (VEGF,bFGf, TGF-f3, PDGf, IGF-1, MCP-1, TNF-a) qui vont stimuler

les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Ai-ras, Ito et al. 199$;

Couffinhal, Silver et al. 1999).

Des pathologies associées à l’angiogenèse surviennent lorsque les mécanismes

d’action naturels de la formation des néovaisseaux sont hyper- ou hypo-stimulés,

entraînant respectivement une croissance excessive ou insuffisante de vaisseaux sanguins.

Par exemple, des conditions telles que la rétinopathie et la néphropathie diabétique,

l’arthrite rhumatoïde, le cancer, l’athérosclérose, l’endométriose et le psoriasis résultent

d’une prolifération excessive des vaisseaux sanguins. En contre partie, l’absence d’une

angiogenèse normalement requise peut occasionner un ralentissement du processus de

cicatrisation, des ulcères, l’infertilité, l’ischémie cérébrale, du myocarde et des membres

inférieurs (figure 13). L’insuffisance des mécanismes de néovascularisation conduisant à

une ischémie en présence d’une sténose athéromateuse sera discutée dans la section

suivante.
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Figure 13. Implication de l’angiogenèse dans certaines pathologies

1.1 .4.2.Néovascularisatïon et maladies cardiovasculaïres athérosclérotiques

1.1.4.2.1 .Athérosclérose

L’athérosclérose constitue une des principales causes de morbidité et de

mortalité dans les pays industrialisés. Elle est responsable de près de 50% des décès

en Amérique, en Europe et dans certaines parties de l’Asie (World Health

Organization,19$5). Les manifestations cliniques de l’athérosclérose constituent un

problème de santé publique majeur dans notre pays. L’athérosclérose est une maladie

chronique qui débute dans l’enfance et dont le potentiel évolutif varie selon la

présence de divers facteurs de risque (Ross 1995; Ross 1999). L’étude des

mécanismes physiopathologiques de l’athérosclérose a débuté il y a plusieurs

décennies. L’examen des événements précoces survenant au cours du processus
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athéromateux démontre que les cellules inflammatoires impliquées dans la

pathogenèse de l’athérosclérose sont des composantes classiques d’une réponse

inflammatoire de type chronique précédant la migration et la prolifération des

cellules musculaires lisses (Rosenfeld 1996; Linton and Fazio 2003). L’infiltration et

l’accumulation de lipides dans l’espace sous-endothélial représentent d’autres

événements précoces de l’athérosclérose (Guyton and Klemp 1996; Subramanian,

Ramaswamy et al. 2003). L’athérosclérose est à l’origine de plusieurs complications

dont l’angine de poitrine, l’infarctus du myocarde, et ultimement l’insuffisance

cardiaque et la mort subite.

Les principaux facteurs de risque modifiables de l’athérosclérose sont la

dyslipidémie, l’obésité, le tabagisme, la sédentarité, l’hypertension, le diabète,

l’hyperhomocystéinémie et les agents infectieux. Les antécédents familiaux, l’âge et

le sexe mâle constituent des facteurs de risque non modifiables. Il est à noter que

près de 80% de la population québécoise présente au moins un facteur de risque

modifiable.

1.1.4.2.1.1. Pathogenèse de l’athérosclérose

L’athérosclérose est un processus pathologique chronique qui semble

initié par l’accumulation de lipoprotéines dans l’espace sous-intimal du vaisseau et

par l’adhésion des monocytes à l’endothélium. Suite à leur migration vers l’espace

sous-endothélial, les monocytes se différencient en macrophages qui, par leur

capacité à accumuler le cholestérol, se transforment en cellules spumeuses. Les

facteurs de croissance, les cytokines et d’autres substances vaso-actives sécrétées par

les macrophages, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les
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plaquettes, favorisent la progression de la lésion athéromateuse. Au stade ultérieur de

la maladie, les cellules musculaires lisses modifient leur phénotype et migrent à

travers la limitante élastique interne vers l’espace sous-endothélial où elles

proliferent et sécrètent divers constituants de la matrice extracellulaire. Au stade

terminal de la maladie, la plaque, surplombée d’une coiffe dense de tissu conjonctif,

entraîne le rétrécissement de la lumière vasculaire (Kadar and Glasz 2001). Les

stades de développement généralement reconnus de l’athérosclérose et le rôle des

différents médiateurs sont résumés dans la figure 14 et le tableau 2.

De façon intéressante, l’angiogenèse participe à la pathogenèse de

l’athérosclérose (Moulton 2001). En effet, il a récemment été démontré que la

néovascularisation de la plaque se développe par un réseau de capillaires provenant

de l’adventice, communément appelé vasa vasomm, progressant jusque dans la paroi

intimale. La présence de ce réseau au niveau de la plaque a été bien démontré dans

un modèle murin d’athérosclérose (apoE-I-) (Moulton, Heller et al. 1999; Moulton

2001)). Le rôle des capillaires dans la lésion athérosclérotique n’est pas clairement

défini mais il semble qu’ils participeraient à la croissance et à l’instabilité de la

plaque (Barger and Beeuwkes 1990; Tenaglia, Peters et al. 1998) Le fait qu’un

traitement chronique avec des inhibiteurs de l’angiogenèse réduit la

néovascularisation intimale et diminue la taille de la lésion athérosclérotique

supporte un rôle majeur de l’angiogenèse dans la pathogenèse de l’athérosclérose

(Moulton, Heller et al. 1999).
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Figure 14. Étapes classiques de la formation de la plaque athérosclérotique. (Cohen, A 1997).
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Tableau 2
Synthèse des stades de développement de l’athérosclérose classiquement
reconnus
1. La strie lipidique
A. Infiltration des LDL et des monocytes dans l’espace sous-endothélial

1. Infiltration des LDL dans l’espace sous-endothélial
2. Augmentation de l’expression de molécules d’adhésion sur les cellules
endothéliales: E-Sélectine, VCAM- 1, Cs- 1 Fibronectine
3 .Augmentation de la production de facteurs chémoaffractants: MCP- 1, fractaikine
4.Augmentation de facteurs activant les monocytes: M-C$F, IL-8, GM-CSF

B. Formation de cellules spumeuses

1. Oxydation des lipoprotéines
2. Accumulation dans les macrophages des lipoprotéines oxydées par différents
récepteurs: CD 36, $RA-1,SRC, LOX-1

2. La lésion fibro-lipidique

1. Augmentation de la prolifération et de la migration des cellules musculaires
lisses: FGF, PDGf, TGF-f3
2. Dégradation de la membrane basale: Métalloprotéinases
3. Activation lymphocytaire: TNF-cc, l’IL-2 et le GM-C$F.
4. Agrégation et activation plaqueftaire: intégrines, P-sélectine, fibrine, thromboxane
A2, facteur tissulaire
5. Relâche de facteurs pro-inflammatoires: Leucotriènes, ,thromboxane A2, TNF-c,
Protéine réactive C

3. La plaque fibreuse

1. Augmentation de la synthèse de matrice extracellulaire par les cellules
musculaires lisses: TGf-f3
2. Nécrose et apoptose des cellules spumeuses entraînant la formation d’un centre
lipidique
3. Augmentation des propriétés pro-thombotiques des cellules endothéliales:
augmentation du facteur tissulaire, augmentation de l’inhibiteur de l’activateur du
plasminogène, diminution de l’activateur du plasminogène
4. Dégradation de la matrice de la paroi vasculaire: métalloprotéinases
5. Rupture de la plaque
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1.1.4.2.1.2. Étiologie de l’athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie très complexe dont la pathogenèse n’est

pas clairement établie. Plusieurs hypothèses ont été avancées, chacune pouvant

expliquer certaines observations reliées à la pathologie, pour expliquer l’étiologie de

cette pathologie. Parmi ces hypothèses on distingue l’hypothèse de la dysfonction

endothéliale, l’hypothèse de l’infiltration des lipides, l’hypothèse du stress oxydant,

l’hypothèse virale et l’hypothèse inflammatoire. L’intégration de ces diverses

hypothèses semble requise pour pouvoir expliquer d’une meilleure façon tous les

phénomènes rencontrés.

1.1.4.2.1.4.1. L’hypothèse de la dysfonctîon endothéliale

L’hypothèse de la réponse au dommage endothélial soutient le rôle majeur

d’une altération endothéliale dans l’initiation du processus athéromateux.

L’endothélium a un rôle primordial dans l’homéostasie vasculaire. Il contrôle le

tonus vasculaire et exerce des propriétés anti-coagulantes, anti-inflammatoires, anti-

hypertrophiques et anti-plaquettaires et favorise la fibrinolyse (figure 15). Le

maintien du tonus vasculaire est le résultat d’une balance adéquate entre la relâche

d’agents vasodilatateurs ou vasoconstricteurs. La substance vasodilatatrice par

excellence est sans aucun doute le monoxyde d’azote (NO). D’autres vasodilatateurs

dérivés de l’endothélium semblent aussi importants dont la prostacycline et la

bradykinine. La prostacycline agit en synergie avec le NO afin d’inhiber l’agrégation

plaquettaire et la bradykinine stimule la relâche de NO, de prostacycline et du facteur

de vasorelaxation endothélium-dépendant (EDFR). Ce dernier est aussi un
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vasodilatateur qui contribue à l’inhibition de l’agrégation plaquettaire (Drexler

1998). L’endothélium produit aussi des substances vasoconstrictrices dont

l’endothéline et l’angiotensine II. L’angiotensine, en plus d’être un vasoconstricteur,

agit comme pro-oxydant et stimule la production d’endothéline (Sowers 2002).

Ensemble, l’angiotensine et l’endothéline favorisent la prolifération des cellules

musculaires lisses, contribuant au développement de la plaque athéromateuse

(Drexler 1998). Les macrophages activés et les cellules musculaires lisses produisent

l’endothéline en abondance (Kinlay, Behrendt et al. 2001).

La dysfonction endothéliale se traduit par divers phénomènes pathologiques

tels l’expression accrue de molécules d’adhésion à la surface de l’endothélium,

l’adhésion leucocytaire, l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la perte de

capacité vasodilatatrice (NO, prostacycline, bradykinine, EDfR), la sécrétion accrue

ibot..

inflammat

Figure 15. Effets anti-athérogéniques de l’endothélium. Modifié de Landmesser, U
etcoll. 2004.
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de facteurs vasoconstrictifs (endothéline, angiotensine II), la diminution de

regénération des cellules endothéliales, la perte des propriétés endothéliales

antithrombotiques et la production anormale de cytokines et de facteurs de

croissance (Davignon and Ganz 2004).

Une altération de la synthèse, de la relâche et de l’activité du NO se

manifestant par l’absence de vasodilatation est un indice précoce associé à la

dysfonction endothéliale (Landmesser, Homig et al. 2004) et contribue au

développement de l’athérosclérose (Badimon, fuster et al. 1993). L’altération de la

biodisponibilité du NO dans la dysfonction endothéliale serait étroitement reliée à

une augmentation de la production d’espèces radicalaires oxygénées (ROS). En effet,

les ROS produits par l’activation des cellules endothéliales, en réponse à différents

facteurs de risque, inhibent la disponibilité du NO via trois voies distinctes.

Premièrement, les superoxydes réagissent rapidement avec le NO et forment des

peroxynitrites, inactivant le NO (Sorescu and Griendiing 2002). Ensuite, il a

récemment été démontré qu’une augmentation des ROS entraîne l’oxydation et la

dégradation du tetrahydrobiopterine (BH4), un cofacteur majeur de la eNOS, laissant

ainsi l’enzyme découplée et diminuant la production de NO mais augmentant la

production de superoxydes (Tiefenbacher, Bleeke et al. 2000; Laursen, Boesgaard et

al. 2001; d’Uscio, Milstien et al. 2003; Landmesser, Homig et al. 2004). finalement

de récentes études suggèrent que les ROS inhibent l’activité enzymatique de la

dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH) favorisant la synthèse de

l’inhibiteur endogène de la eNOS, l’asymmetrique dimethylarginine (ADMA) et

réduisant ainsi l’activité de la eNOS (figure 16)(Cooke 2000).
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I
eNOS «découplée»

Figure 16. Représentation schématique de l’altération de la biodisponibilité du
monoxyde d’azote par la production d’espèces radicalaires oxygénées. NO, monoxyde
d’azote; ONOO, peroxynitrites; O2, anion superoxide; DDAH, dimethylarginine
dimethylaminohydrolase; ADMA, 1’ asymmetrique dimethylarginine; 3H4,
tetrahydrobiopterine; eNOS, synthase du monoxyde d’azote endothélial.

Les conséquences de l’altération endothéliale sont l’adhésion et la

pénétration des monocytes aux sites de lésions ainsi que l’infiltration et

l’accumulation des LDL dans l’intima (Steinberg, Parthasarathy et al. 1989).

1.1.4.2.1.4.2. L’hypothèse de l’infiltration des lipides

L’hypothèse de l’infiltration des lipides suggère que des concentrations

élevées de LDL plasmatiques entraînent l’accumulation de ces lipoprotéines dans la

paroi artérielle et leur captation par les macrophages et les cellules musculaires lisses

(Brown, Albers et al. 1990). L’accumulation de cholestérol dans ces cellules aboutit
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à la formation de la strie lipidique. Cette hypothèse a pris naissance au début du

siècle et a été récemment renforcée par l’étude clinique “The Framingham Study”

démontrant une corrélation entre les niveaux de cholestérol sérique et les maladies

cardiovasculaires (Castelli, Garrison et al. 1986).

Divers travaux appuient cette hypothèse. Premièrement, une étude

exécutée chez 2073 patients (The LTPID Trial) a démontré qu’un traitement

hypolipémiant en prévention primaire diminuait les événements coronariens

(Colquhoun, Keech et al. 2004). Ensuite, une étude importante (The landmark

Scandinavian Simvastatin Survival Study) publiée en 1994, a démontré chez 4444

patients, qu’une diminution des niveaux sanguins de LDL-cholestérol est reliée à une

réduction des événements coronariens et du taux de mortalité (1994). Une autre

étude récemment parue (The Prevention of Coronary Sclerosis, 2004) montre chez

329 patients atteints de maladies cardiovasculaires qu’un traitement hypolipémiant

prévient le développement de l’athérosclérose (Nakagawa, Kobayashi et al. 2004).

De plus, une relation entre des niveaux élevés de cholestérol plasmatique et le

développement des stries lipidiques dans la lésion athéromateuse a été documentée

par Napoli et coll. (Napoli, Glass et al. 1999).

1.1.4.2.1.4.3. L’hypothèse du stress oxydant

Cette hypothèse fait valoir que les mécanismes impliqués dans

l’athérogenèse sont la conséquence d’une augmentation des niveaux de stress

oxydant causée par une production accrue de radicaux libres et/ou par une

diminution des niveaux d’antioxydants. Cette hypothèse avance en outre que le stress
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oxydant induit l’activation de gènes régulés par le système redox (NF-KB, AP-1,

PPARs. MAPK...) (Kunsch and Medford 1999).

Le rôle des radicaux libres comme agents initiateurs de la lésion

athéromateuse a été largement documenté. Ainsi, les radicaux libres ont été identifiés

comme facteurs de risque de l’athérosclérose pouvant entraîner, entre autre, la

dysfonction endothéliale, l’activation des cellules endothéliales et macrophagiques et

l’oxydation des particules de LDL (Yokoyama 2004). L’effet inhibiteur des

antioxydants sur le processus athérosclérotique a été imputé à une réduction de

l’infiltration des monocytes dans l’intima (Marra, Defranco et al. 1999; Marra,

Romanelli et al. 1999; Rangan, Wang et al. 1999; Rangan, Wang et al. 1999;

$ampson, Davies et al. 2002; Kim, Choi et al. 2004), à une inhibition d’oxydation

des LDL (Aviram 2000; Norata, Pirillo et al. 2003) et à une réduction d’expression

des molécules d’adhésion (Fems, Forster et al. 1993; Fems, Konneh et al. 1993;

Mami, Offermann et al. 1993; Horvathova, Jahnova et al. 2001; Sampson, Davies et

al. 2002). Les antioxydants pourraient aussi exercer leur rôle cardio-protecteur en

inhibant la prolifération des cellules musculaires lisses, l’induction de l’agrégation

plaquettaire, la production des cellules spumeuses et l’apoptose cellulaire (Gimdt,

Lengler et al. 2000; Antoniades, Tousoulis et al. 2003; Antoniades, Tousoulis et al.

2003; Yokoyama 2004).

Les sources d’espèces radicalaires oxygénées (ROS) sont multiples au

niveau de la cellule endothéliale. La figure 17 schématise les sources de formation de

ROS. La naissance des ROS peut survenir par réaction enzymatique ou par auto-
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oxydation au cours de leur métabolisme normal et parfois en réponse à un stimuli

(Shihabi, Li et al. 2002).

Les recommandations quant à la supplémentation en vitamines

antioxydantes à titre prophylactique des maladies cardio-vasculaires demeurent un

sujet de controverse. En effet, bien que certaines études épidémiologiques aient

observé une relation inverse entre les niveaux ou l’apport en vitamines antioxydantes

et les événements cardiovasculaires (Losonczy 1996; Kinlay, S 2004; Hodis HN,

1995; Salonen RM, 2003), un apport accru en antioxydant n’a pu démontrer de

manière constante son efficacité à diminuer l’incidence d’événements cardio

vasculaires (Yusuf, 2000; Antoniades C, 2003; Lancet 2001;257:89-95; Lancet

1999;354:447-55; Lancet 2002;360:23-33).

Figure 17. Sources de formation des ROS. NO, monoxyde d’azote; ONOOE,
peroxynitrites; 02, anion superoxide; H202, peroxyde d’hydrogène; SOD,
superoxyde dismutase.

1.1.4.2.1.4.4. L’hypothèse virale

Cette hypothèse a pris corps en 1978 avec les travaux de Fabricant et coil.

Ces chercheurs ont proposé qu’une infection par le virus de l’herpès pourrait

participer au développement de l’athérosclérose. Depuis lors, il a été démontré que le

virus de l’herpès simplex 1 et le cytomégalovirus pouvaient, en infectant les cellules
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vasculaires, altérer leurs fonctions et induire le développement de mécanismes

proathérogéniques (Nicholson and Hajjar 199$; Sorlie, Nieto et al. 2000; Bason,

Corrocher et al. 2003; Chen, Xiong et al. 2003).

Des études récentes suggèrent que d’autres agents infectieux incluant

Chlamydia pneumoniae et Heticobacter pylori puissent aussi être impliqués dans la

pathogenèse de l’athérosclérose (franceschi, Genta et al. 2002; Adiloglu, Nazli et al.

2003; Belland, Ouellette et al. 2004; Campbell and Kuo 2004). En ce qui concerne le

Chlamydia pneumoniae, plusieurs études histologiques rapportent sa présence dans

la lésion athéromateuse (Chiu, Viira et al. 1997). Bien qu’il semble que l’infection

par cette bactérie puisse accélérer le développement des lésions dans certains

modèles expérimentaux, diverses études n’ont pu apporter de preuves convaincantes

que Chlamydia pneurnoniae soit capable à lui seul d’induire des lésions

athérosclérotiques. Des études ont tenté de déterminer l’efficacité d’antibiotiques

ciblant le virus Chlamydia pneumoniae à réduire le risque d’événements cardio

vasculaires chez des patients souffrant d’ischémie cardiaque. L’effet des

antibiotiques semble être limité et temporaire (Kaykov, Abbou et al. 1999; Gurfinkel

2000; Gurfinkel, Bozovich et al. 2000; Sander, Winbeck et al. 2002; Sander,

Winbeck et al. 2004).

Depuis 1994, plusieurs études séro-épidémiologiques ont cherché une

association entre Helicobacterpylori et les maladies artérielles. Leur analyse n’a pu

cependant démontrer l’existence d’une association forte entre ce pathogène et les

maladies cardio-vasculaires (Pellicano, Leone et al. 2000; Haider, Wilson et al.

2002).
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1.1.4.2.1.4.5. L’hypothèse inflammatoire

L’hypothèse inflammatoire de l’athérosclérose stipule que le processus

athéromateux résulte d’une réponse inflammatoire secondaire représentant un

mécanisme de protection de la paroi artérielle. Lorsque l’agression se perpétue et

devient chronique, cette réponse inflammatoire devient excessive et fibro

proliférative (Ross 1999). Les lésions athérosclérotiques semblent présenter les

attributs classiques de l’inflammation, c’est-à-dire, l’infiltration monocytaire,

l’expression de cytokines et d’agents pro-inflammatoires, la prolifération des cellules

musculaires lisses et des vaisseaux sanguins et la sclérose conjonctive (Linton and

Fazio 2003; Libby and Ridker 2004; Willerson and Ridker 2004). Certains

chercheurs ont tenté d’envisager qu’une thérapie anti-inflammatoire puisse pallier à

la maladie (Paramo 2005; Burleigh 2005; van Oostrom 2004).

1.1.4.2.2.Néovascularisation et facteurs de risque de l’athérosclérose

L’athérosclérose est le principal responsable de l’ischémie musculaire, qu’il

s’agisse du muscle cardiaque ou du muscle squelettique. L’expression clinique de cette

ischémie est au niveau cardiaque l’angine de poitrine et au niveau des membres

inférieurs, la claudication intermittente. Le muscle squelettique a un potentiel de

réparation important et les conséquences de l’ischémie sont longtemps bien compensées.

Il n’en est pas de même au niveau cardiaque où les conséquences de l’ischémie sont peu

ou pas réversibles, souvent invalidantes et minent le pronostic vital du patient.
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L’athérosclérose coronarienne est la principale cause d’angine de poitrine et la

première cause de décès et d’invalidité chez les hommes et les femmes (Dobson,

Kuulasmaa et al. 1998). Au-delà de 75 ans, un sujet sur trois est atteint d’angine de

poitrine (Tunstall-Pedoe, Kuulasmaa et al. 1999).

L’occlusion d’une artère par l’athérosclérose amène une perfusion insuffisante du

tissu créant une condition d’ischémie. La formation de néovaisseaux est la conséquence

de cette hypoperfhsion. Ce phénomène permet de réduire l’ischémie dans le territoire

affecté et de maintenir l’intégrité tissulaire. La participation au débit myocardique de la

néovascularisation peut atteindre jusqu’à 60% d’une perfusion normale lorsque celle-ci

est bien développée. L’existence de ce type de circulation peut même entraîner une

revascularisation complète du territoire ischémique. Bien que l’existence d’une telle

circulation améliore les symptômes cliniques, l’effet est rarement suffisant pour une

compensation complète de l’occlusion d’une artère. Les effets cliniques bénéfiques

observés suite au développement de néovaisseaux ont donc motivé plusieurs groupes de

chercheurs à trouver un traitement permettant de multiplier le développement de

vaisseaux dans le myocarde et les membres inférieurs ischémiques, d’où le terme

«angiogenèse thérapeutique» (Freedman and Isner 2001; freedman and Isner 2002). À

cet égard, les propriétés angiogéniques et physiologiques du VEGF et du FGF en font des

molécules de choix. À ce jour, le VEGF a été utilisé sous 3 formes soit la protéine

recombinante, le plasmide ou l’adénovirus codant pour le VEGF alors que le FGF a été

utilisé sous forme de protéine recombinante et d’adénovims. Depuis 1992, beaucoup

d’articles originaux a établi la possibilité d’utiliser des facteurs de croissance

angiogéniques pour accélérer le développement vasculaire, dans des modèles animaux
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d’ischérnie du myocarde ou des membres inférieurs. Les résultats prometteurs enregistrés

lors de ces expériences ont débouché sur des études cliniques de phase I et II (Losordo

and Dimmeler 2004). Bien que les résultats préliminaires de ces études semblent

encourageants, de larges études randomisées seront nécessaires afin d’estimer le potentiel

de ces thérapies chez des patients atteints d’ischémie vasculaire. De plus, il sera impératif

de déterminer les facteurs qui influencent la réponse angiogénique chez les patients afin

d’évaluer si un candidat pourra répondre de façon adéquate à cette thérapie. En effet, les

patients atteints d’une cardiopathie ischémique ou d’une ischémie des membres inférieurs

présentent des variations considérables quant à leur possibilité de développer une

néovascularisation. Les facteurs responsables de ces variations sont mal compris mais il a

récemment été proposé que différents phénotypes cliniques et facteurs de risque, associés

à la maladie athérosclérotique, puissent amenuiser la néovascularisation en réponse à

l’ischémie. En effet, il a été démontré que l’hypercholestérolémie, la présence de diabète,

l’hypertension artérielle et le vieillissement avaient un impact négatif sur le

développement vasculaire principalement au niveau du myocarde et des muscles

squelettiques des membres inférieures. Il semblent donc intéressant de noter que les

mêmes facteurs de risque de l’athérosclérose amenuisent aussi la néovascularisation. Le

bon fonctionnement des cellules endothéliales et des cellules endothéliales progénitrices

semble essentiel d’une part au maintien de l’intégrité vasculaire suite à une injure et

d’autre part à la formation de nouveaux capillaires en réponse à l’ischémie. Ainsi, il

semble logique que les facteurs de risque entraînant une dysfonction des cellules

endothéliales et des cellules endothéliales progénitrices favorisent l’athérosclérose et

inhibent la néovascularisation.
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1.1.4.2.2.1 .Hypercholestérolémie

L’effet de l’hypercholestérolémie a premièrement été investigué par l’équipe

d’Isner dans un modèle d’ischémie du membre inférieur chez le lapin Watanabe mâle

homozygote (Van Belle, Rivard et al. 1997). Ce lapin présente une mutation du gène des

récepteurs du LDL entraînant une augmentation de la cholestérolémie totale et une

athérosclérose progressive. L’analyse de la réponse angiogénique 10 jours suivant

l’induction de l’ischémie était significativement réduite chez les lapins Watanabe par

rapport aux lapins contrôles. Le développement de la circulation collatérale, la densité

capillaire et le flux artériel du membre ischémique étaient deux fois plus faibles chez les

lapins Watanabe. Cela s’est traduit, sur le plan tissulaire par une augmentation de la

nécrose tissulaire. Plus récemment, ces résultats ont été confirmés dans un modèle de rat

dont l’hypercholestérolémie était induite par la diète (Duan, Murohara et al. 2000; Duan,

Murohara et al. 2000).

Bien que les mécanismes impliqués dans ces observations restent à déterminer de

manière précise, une revue de la littérature permet cependant de proposer certains

mécanismes expliquant la diminution de la réponse angiogénique par

l’hypercholestérolémie.

Premièrement, un défaut primaire semble affecter le fonctionnement de la cellule

endothéliale. En effet, une diminution du nombre de cellules endothéliales et une

dysfonction de celles-ci sont habituellement retrouvées en cas d’hypercholestérolomie et

pourraient inhiber la néovascularisation. Ainsi, il a été documenté qu’il existe des zones

non endothélialisées au niveau de l’arbre vasculaire des lapins Watanabe pouvant
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entraîner une réduction de cellules endothéliales disponibles à la néovascularisation

(Kolodgie, Virmani et al. 1990). Cette diminution de cellules endothéliales pouffait

résulter d’une augmentation de l’apoptose induite par les LDL oxydées (Dimmeler,

Haendeler et al. 1997; Harada-Shiba, Kinoshita et al. 1998). En effet, une augmentation

du stress oxydant observé chez les patients hypercholestérolémiques entraîne l’oxydation

des lipoprotéines. Les LDL oxydées présentes dans la paroi vasculaire altèrent ainsi le

fonctionnement de la cellule endothéliale de plusieurs façons. Outre l’induction de

l’apoptose des cellules endothéliales, les LDL oxydées réduisent la capacité de migration

et de prolifération des cellules endothéliales en réponse à certains mitogènes (Murugesan

and Fox 1996). Cet effet serait médié par l’inhibition de la production de NO (Chavalds,

Dembach et al. 2001) via une augmentation de la production de superoxydes par la

cellule endothéliale (Cominacini, Rigoni et al. 2001).

De récentes études utilisant des inhibiteurs de HMG-CoA réductase supportent

ces hypothèses (Kureishi, Luo et al. 2000; Weis, Heeschen et al. 2002). HGM-CoA

réductase est une enzyme catalysant l’étape limitante de la biosynthèse du cholestérol.

Ces auteurs ont démontré in vitro et in vivo que suite au traitement avec des inhibiteurs

de cette enzyme, les statines, il y avait récupération de la formation de néovaisseaux en

réponse à l’ischémie. Cette récupération s’accompagnait d’un recouvrement de la

fonction endothéliale mesurée par la libération de NO.

Un déficit touchant la disponibilité ou la bioactivité des facteurs de croissance ou

d’autres agents angiogéniques pouffait être un autre mécanisme impliqué dans la

diminution de la réponse angiogénique par l’hypercholestérolémie. En effet, les travaux

de Chen ont montré que la diminution de la croissance des structures endothéliales à
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partir d’explants d’artères coronaires athéroscléreuses humaines et d’artères de lapins

hypercholestérolémiques était associée à une diminution de la concentration de bFGF au

sein de l’explant (Chen, Cartwright et al. 1997). De même, Couffinhal et coil., ont

récemment mis en évidence une réduction de la quantité de VEGf au niveau des tissus

ischémiques d’une souris déficiente pour l’Apo-E (Couffinhal, Silver et al. 1999). Dans

ce modèle, où il existe une hypercholestérolémie et une athérosclérose, la réponse

angiogénique à l’ischémie était aussi diminuée. La persistance des effets angiogéniques

du fGf et du VEGF dans ces travaux confirme la notion de déficit de facteurs

angiogéniques dans ces modèles. La diminution observée des facteurs de croissance

pourrait s’expliquer par un déficit de la production de ceux-ci ou par une augmentation de

leur dégradation par les LDL oxydées (Chen, Cartwright et al. 1997). De plus, Kuzuya et

coil., ont récemment démontré que le VEGF protégeait les cellules endothéliales de la

toxicité induite par les LDL oxydées. Ainsi, en présence d’une hypercholestérolémie, une

thérapie utilisant le VEGf pourrait d’une part améliorer la fonction endothéliale et

d’autre part, induire l’angiogenèse. Le fait qu’une restauration du flux sanguin soit

observée suite à l’injection intramusculaire d’une protéine recombinante VEGF chez le

lapin Watanabe, supporte l’hypothèse qu’une diminution de la disponibilité ou de la

bioactivité du VEGF soit impliquée dans la détérioration de l’angiogenèse par la

dyslipidémie (Van Belle, Rivard et al. 1997).

Finalement, une diminution du nombre de cellules endothéliales progénitrices

(EPC5) et une altération de leur fonction pourrait être à l’origine de l’inhibition de la

néovascularisation en réponse à l’ischémie par l’hypercholestérolémie. En effet, une

récente étude mentionne que des niveaux élevés de LDL sont associés à une diminution
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de EPCs et de leur capacité à migrer (Vasa, Fichtlscherer et al. 2001). La voie

PI3kJAkt/eNOS semble particulièrement affectée. Ainsi lorsque l’on incube des EPCs en

présence de niveaux croissants de LDL, la phosphorylation de AktIeNOS et la migration

des EPCs diminuent (Imanishi, Hano et al. 2003). De façon intéressante, un traitement

avec des inhibiteurs de l’IIMG-CoA réductase améliore la mobilisation, la différenciation

et la prolifération des EPCs ainsi que la néovascularisation au niveau du myocarde

(Dimmeler, Aicher et al. 2001; Llevadot, Murasawa et al. 2001; Assmus, Urbich et al.

2003; Landmesser, Engberding et al. 2004).

1.1.4.2.2.2.Diabète

Les diabétiques de type 2 ont une espérance de vie en moyenne réduite d’environ

10 ans, essentiellement causé par une surmortalité d’origine cardiaque. Cette

complication du diabète résulte du développement accéléré de l’athérosclérose. Un autre

facteur important établi récemment est la moindre propension des patients diabétiques à

développer une néovascularisation en présence de lésions sténosantes chroniques (Abaci,

Oguzhan et al. 1999). Ceci pourrait contribuer à expliquer le moins bon pronostic associé

aux syndromes aigus lorsqu’ils surviennent chez les patients diabétiques. Depuis cette

découverte, plusieurs groupes de chercheurs tentent d’expliquer les causes et les

mécanismes sous-jacents à cette altération de la réponse angiogénique à l’ischémie. Il a

été suggéré qu’une dégradation insuffisante de la matrice extracellulaire, une altération de

l’expression de facteurs de croissance et de cytokines et un problème au niveau de la

transmission du signal puissent être à l’origine d’une inhibition de l’angiogenèse.
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La dégradation de la matrice extracellulaire et de la membrane basale est une

étape cruciale de l’angiogenèse favorisant la migration des cellules endothéliales. Chez le

diabétique, des études suggèrent que cette étape soit altérée. Les protéinases de type

activateur du plasminogène (uPA) et les métalloprotéinases (MMP) participent

activement à cette étape et permettent la libération de facteurs emprisonnés dans cette

matrice (bFGF et VEGF). Une diminution de l’expression de uPA et des IVIMP associée à

une surexpression de l’inhibiteur de 1’ activateur du plasminogène 1 (PAl-1) crée un état

antifibrinolytique chez le diabétique diminuant la dégradation de la matrice

extracellulaire.

L’expression du VEGF et de ses récepteurs (Flt-1 et KDR) semble aussi affectée

chez le patient diabétique. Plusieurs auteurs, ont documenté une diminution de

l’expression du VEGf et de ses récepteurs associée à l’insulino-résistance ou au diabète

(Rivard, Silver et al. 1999; Chou, Suzuma et al. 2002). Les mécanismes responsables de

cette diminution demeurent obscurs. Une étude réalisée à l’aide de plusieurs types

cellulaires indique que l’insuline augmente l’expression de l’ARNm du VEGF via la voie

de signalisation P13-kinase/Akt. Les travaux de Jiang et col!, proposent que l’altération de

cette voie soit à l’origine de l’inhibition de l’expression du VEGF associée à l’état de

résistance à l’insuline ou d’intolérance au glucose (Jiang, Hiscox et al. 1999). Le rôle

central du VEGF a été confirmé par une étude montrant que l’administration

intramusculaire d’un adénovirus codant pour le VEGF chez la souris diabétique non

obèse (NOD) restaure la néovascularisation suite à l’ischémie du membre inférieur

(Rivard, Fabre et al. 1999). Cependant, les niveaux plasmatiques de VEGF chez les

patients diabétiques souffrant d’ischémie du membre inférieur sont néanmoins
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significativement supérieurs aux niveaux plasmatiques retrouvés chez des patients

diabétiques n’ayant pas développé d’ischémie (Hochberg, Hoffman et aÏ. 2001).

Un autre facteur angiogénique semble affecté par l’hyperglycémie. En effet,

Taniyama et cou., ont récemment démontré que l’expression de l’hepatocyte growth

Jactor (HGF) était réduite dans des cellules endothéliales et musculaires lisses exposées à

de fortes concentrations de glucose. L’expression de la métalloprotéinase IVIMP-l et du

facteur de transcription ets-1 était aussi affectée par cette hyperglycémie,

vraisemblablement suite à une diminution de la stimulation par le HGf (Taniyama,

Morishita et al. 2001). Ces auteurs ont d’ailleurs confirmé leur hypothèse en constatant

l’efficacité sur l’angiogenèse d’un vecteur codant pour le HGF dans un modèle de rat

diabétique.

La glycation des protéines en présence d’une hyperglycémie prolongée est un

phénomène rencontré chez les patients diabétiques. L’impact du processus de glycation

sur l’activité de facteurs de croissance a fait l’objet d’une étude récente. Facchiano et

coli., ont démontré, chez un modèle de souris diabétique, la présence d’une forme

glycosilée du bfGF. La glycation du bfGF entraînait une moindre activité angiogénique

de ce dernier lorsque comparé au bfGf non glycosilé (Facchiano, Lentini et al. 2002).

L’activation des monocytes par certains facteurs tels le monocyte chemotactic

protein-1 (MCP-1) (Ito, Airas et al. 1997) et le LPS (Arras, Ito et al. 1998) participe à

l’artériogenèse et à la fonrLation de co]latérales. Le monocyte activé migre au site

d’ischémie ou d’inflammation et sécrète des facteurs de croissance, des protéinases, des

cytokines et des molécules d’adhésion. Waltenberger et coll., ont récemment suggéré un

mécanisme d’action impliquant la fonction monocytaire pouvant expliquer la diminution
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de la formation de néovaisseaux observée chez les patients diabétiques. Ils ont montré

que la migration, induite par le VEGF des monocytes isolés de patients diabétiques est

faible (Waltenberger, Lange et al. 2000). La voie de signalisation dépendante de la

phosphorylation du récepteur-1 du VEGf (VEGFR-1/Flt) serait vraisemblablement

altérée chez le patient diabétique expliquant la diminution de la migration des monocytes

en réponse au VEGF.

La fonction endothéliale chez le patient diabétique est aussi considérablement

détériorée. En effet, certaines études indiquent que la vasodilatation dépendante de

endothélium des artères coronaires et périphériques est diminuée chez les patients

insulino-dépendants (Jolmstone, Creager et al. 1993; Nitenberg, Paycha et al. 1998). In

vitro, une concentration élevée de glucose prolonge le cycle cellulaire, diminue la

prolifération et altère la morphologie de la cellule endothéliale (Lorenzi, Nordberg et al.

1987; Curcio and Ceriello 1992; Salameh, Zinn et al. 1997). De plus, différentes

caractéristiques associées à ce phénotype clinique induisent une dysfonction endothéliale

importante. Ainsi, le stress oxydant et la glycation de protéine induits par

l’hyperglycémie et la présence d’une dyslipidémie, fréquemment observées dans cette

circonstance pathologique, forment une synergie et entravent le fonctionnement normal

de la cellule endothéliale. L’observation qu’un traitement d’antioxydants restaure

l’expression du VEGF et l’angiogenèse chez des souris diabétiques supporte un rôle

proéminent du stress oxydant et de la fonction endothéliale dans l’inhibition de la réponse

angiogénique à l’ischémie (Altavilla, Saitta et al. 2001).

Finalement, la fonction des EPCs est aussi affectée chez les patients diabétiques.

Il a récemment été documenté que la prolifération des EPCs isolées de patients
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diabétiques, leur adhésion à une couche de cellules endothéliales et leur incorporation

dans une structure vasculaire étaient diminuées (Tepper, Galiano et al. 2002; Loomans,

de Koning et al. 2004). L’altération de la fonction des EPCs chez ces patients pourrait

expliquer la diminution de la néovascularisation en réponse à l’ischémie.

1.1 .4.2.2.3.Hypertensïon artérielle

L’hypertension chronique est une maladie grave et répandue qui traduit un

accroissement de la résistance vasculaire périphérique. L’hypertension prolongée est une

des principales causes d’insuffisance cardiaque, des maladies vasculaires, d’insuffisance

rénale et d’accident vasculaire cérébral. Ce phénotype clinique est aussi associé au

développement accéléré de l’athérosclérose, aux cardiomyopathies ischémiques et à une

diminution de I’angiogenèse en réponse à l’ischémie.

Les conséquences de l’hypertension artérielle sur le développement des vaisseaux

collatéraux ont récemment été mises en évidence chez deux modèles de rats hypertendus

(Emanueli, Minasi et al. 2001; Sieber, Sumanovski et al. 2001). Une inhibition de la

réponse angiogénique à l’ischémie ou induite par le bFGF fut observée.

La présence d’un dysfonctionnement endothélial, évalué par la vasodilatation

dépendante de l’endothélium au niveau de l’avant bras à la suite d’une perfusion

d’acétylcholine est aussi observée chez les hypertendus (Panza, Casino et al. 1993). La

dysfonction endothéliale chez le sujet hypertendu se caractérise également par une

diminution de la production de NO, une raréfaction microvasculaire, un vieillissement

accéléré de la cellule et une augmentation du phénomène d’apoptose (Chen, Prewitt et al.

1981; Forte, Copland et al. 1997; Antonios, Singer et al. 1999; Asahara, Masuda et al.
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1999; Boulanger 1999; Hemandez, Torres et al. 1999; Kiefer, McKenney et al. 2002).

Cette dysfonction endothéliale amenuise vraisemblablement la formation de

néovaisseaux dépendante de l’endothélium (Emanueli, Minasi et al. 2001; Sieber,

Sumanovski et al. 2001).

L’angiotensine II, généralement élevée chez les sujets hypertendus, pourrait aussi

participer à l’altération de l’angiogenèse. Tout d’abord, il a été documenté que

l’angiotensine II joue un rôle dans la lésion vasculaire en induisant l’apoptose. Une

diminution des lésions pouvait être observée suite au traitement avec un inhibiteur de

l’enzyme de conversion de l’angiotensine (Hamet and deBlois 2001). Ensuite, l’inhibition

de l’enzyme de conversion de l’angiotensine stimule l’angiogenèse (Fabre, Rivard et aï.

1999; Silvestre, Bergaya et al. 2001). Cette stimulation serait médiée par la voie de

signalisation dépendante du récepteur de la bradildnine B2 suite à l’accumulation de la

bradikinine. Cet effet proangiogénique découle d’une augmentation de l’expression de

eNOS mais ne semble pas impliquer le VEGf.

Finalement, la fonction des EPCs chez les patients hypertendus semble aussi

affectée. En effet, une récente étude mentionne que les EPCs isolées de patients souffrant

d’hypertension ont une moindre capacité à migrer en réponse à une stimulation au VEGF

(Vasa, Fichtlscherer et al. 2001; Loomans, Dao et al. 2004).

1.1 .4.2.2.4.Vieillissement

Le vieillissement est un facteur de risque irréversible associé au développement

accéléré de l’athérosclérose. Il a été récemment associé à une détérioration de la réponse

angiogénique à l’ischémie (Rivard, Silver et al. 1999). Divers mécanismes permettant
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d’expliquer cette association ont été proposés. Premièrement, la fonction endothéliale est

affectée par le vieillissement (Martin, Ogawa et al. 1991; Toro, Marijic et al. 2002). Cette

dysfonction altère la réponse angiogénique à plusieurs niveaux. Tout d’abord, la

vasodilation et la perméabilité vasculaire, nécessaires à la migration et la prolifération des

cellules endothéliale, sont diminuées par le vieillissement (Egashira, mou et al. 1993;

Tominaga, Fujii et al. 1994). Ce phénomène serait expliqué par une diminution de la

réponse endothéliale suite à une stimulation par le VEGF et le NO (Amrani, Goodwin et

al. 1996; Imaoka, Osanai et al. 1999) L’altération de cette réponse endothéliale induite

par différents facteurs de croissance et/ou angiogéniques permet aussi d’expliquer la

diminution de la migration et de la prolifération des cellules endothéliales associée au

vieillissement (Dmbaix, Giakoumakis et al. 199$; Rivard, Fabre et al. 1999). Outre une

détérioration de la réponse endothéliale suite à une stimulation angiogénique,

l’expression de multiples facteurs favorisant la néovascularisation est modifiée avec l’âge

($arzani, Arnaldi et al. 1991; Garfinkel, Hu et al. 1996; Reed, Corsa et al. 199$; Rivard,

Fabre et al. 1999; Rivard, Berthou-Soulie et al. 2000) Les mécanismes impliqués dans ce

phénomène ne sont pas clairement élucidés mais il a été proposé qu’un défaut de la voie

de signalisation dépendante de l’hypoxie impliquant le facteur de transcription HIF-1Œ

diminuerait l’expression du facteur de croissance VEGF et conséquemment la formation

de néovaisseaux (Rivard, Berthou-Soulie et al. 2000).

Finalement, une diminution du nombre de cellules endothéliales progénitrices

(EPCs) et une altération de leur fonction pourraient être à l’origine de l’inhibition de la

néovascularisation en réponse à l’ischémie associée au vieillissement. En effet, de

récentes études mentionnent qu’il existe une corrélation inverse entre le nombre de EPCs
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et leur capacité de migrer et l’âge des patients (Vasa, Fichtlscherer et al. 2001; Scheubel,

Zom et al. 2003).

1.2. Tabagisme

1.2.1. Prévalence du tabagisme au Canada

À travers le monde, environ trois millions de personnes meurent chaque année

en raison du tabagisme (Ezzati and Lopez 2003). L’industrie du tabac est probablement

responsable de plus de décès prématurés que n’importe quelle autre entreprise

commerciale excédant même le commerce des armes et des drogues illicites (Ezzati and

Lopez 2003). Dans les pays industrialisés, l’usage du tabac est identifié comme étant la

principale cause évitable de morbidité et de décès prématurés. En 2001, le tabagisme a

été responsable de plus de 45 000 décès au Canada. Depuis 1991, le nombre de décès

attribuable au tabagisme au Canada a augmenté de 8% (Makomaski Illing and Kaiserman

2004).

La prévalence du tabagisme continue de régresser globalement selon les

derniers résultats de L ‘Enquête de surveillance de l’usage du tabac au Canada. En 2001,

on estimait que 6 millions de personnes, ou 2 1,5% de la population canadienne fumaient

quotidiennement, comparativement à 30% en 1991 et à 24% en 1997. Environ 23,5% des

hommes fumaient, soit légèrement plus élevé que la proportion de femmes fumant (20%).

Il est intéressant de noter que les plus faibles taux de tabagisme ont été observés en

Colombie-Britannique et en Ontario où environ 17% et 19% respectivement de la

population fume. Les taux les plus élevés ont été enregistré au Québec (27%) et à Terre

Neuve/Labrador (25%) (figure 18).



68

Pourcentage de frimeurs au sein de la population pour chaque province, 2001
30

25 —_______ -__________________

20
% de population
del2ansetplus 15

10 -

5

‘l’erre- Île-du- Nouvel]e- Nouveau- Qubec Ontao Manitoba Saskat- Alberta Colombie
Neuve Irince- Écosse Bwnswick chcsvan BrLtanmque

Edouar
d

Figure 18. Pourcentage de fumeurs dans la population canadienne selon chaque province
pour l’année 2001. Source; Statistique Canada, Enquête de surveillance de l’usage du
tabac au Canada.

Le tabagisme commence à un jeune âge chez de nombreux Canadiens. La

prévalence du tabagisme s’accroît radicalement durant l’adolescence selon une

publication de santé Canada Rapport sur l’usage de la cigarette au Canada, de 1985 à

2001. Ce sont les jeunes adultes qui accusent les taux de tabagisme les plus élevés au

Canada (groupe 20-24 ans, 33%) (Figure 19). En 2001, un pourcentage non négligeable

de très jeunes Canadiens fumaient (4%), une diminution de moitié par rapport à 1994 ou

8% des jeunes de 12 à 14 ans fumaient. Comme pour la population en générale, le taux de

tabagisme diminue donc aussi chez les jeunes. Cependant, les filles affichent un taux de

tabagisme légèrement supérieur à celui des garçons (groupe 12 à 19 ans, 16% vs 14%), et

les jeunes continuent de fumer malgré les mises en garde contre les risques pour la santé
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qui figurent sur les paquets de cigarettes. L’initiation précoce au tabac signifie que les

jeunes fumeront plus longtemps, ce qui, combiné aux effets d’autres déterminants de la

santé, peut accroître le risque de conséquences indésirables pour la santé contribuant à

l’incapacité et au décès. En effet, selon une nouvelle étude, plus une personne est jeune

au moment où elle commence à fumer quotidiennement, plus tôt elle court le risque que

l’on diagnostique chez elle une bronchopneumopathie chronique obstructive, une maladie

cardiaque ou un cancer.

Figure 19. Pourcentage de fumeurs dans la population canadienne selon le groupe d’âge
en 2001. Source; Statistique Canada, Enquête de surveillance de l’usage du tabac au
Canada.

Les fumeurs passent une plus grande partie de leur vie avec des

incapacités fonctionnelles lorsque l’on compare avec les non-fumeurs et ils sont

beaucoup plus susceptibles de mourir prématurément (Rapport sur l’état de la

population du Canada, Statistique Canada, 2000). En d’autres termes, le tabagisme
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réduit d’environ 8 à 10 ans le nombre d’années qu’une personne peut espérer vivre et

réduit aussi la qualité de vie.

En 1998, les trois principales causes de mortalité dans la population

canadienne étaient les cardiopathies, le cancer et les maladies vasculaires cérébrales.

Globalement, on estime que 39% des décès reliés à ces causes sont attribuables au

tabagisme. Les tendances actuelles relatives à la mortalité attribuable au tabagisme

reflètent les habitudes qui avaient cours dans la population il y a deux décennies.

Chez les femmes, les taux de tabagisme ont culminés à la fin des années 70, et les

taux de mortalité par cancer sont maintenant plus de quatre fois supérieurs à ce qu’ils

étaient en 1969 (Institut national du cancer du Canada. Faits saillants. Statistiques

canadiennes sur le cancer, 1998 Toronto). Cependant, chez les hommes, les taux de

tabagisme avaient atteint un sommet au milieu des années 60. Après des décennies

de hausse continue, les taux de mortalité par cancer du poumon ont atteint un point

culminant à la fin des années 80 et ont légèrement diminué depuis (Collishaw,

Tostowaryk et al. 1988). La croissance démographique et le vieillissement de la

population ont également une incidence sur le nombre de décès liés au tabagisme. À

mesure que les membres de la génération du baby boom avancent en âge, on peut

s’attendre à ce que des causes liées au tabagisme, surtout les cardiopathies, le cancer

du poumon et les maladies vasculaires cérébrales continuent de faire un grand

nombre de victimes chez les canadiens (Figure 20).
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Figure 20. La mortalité attribuable au tabagisme au Canada, 1998. Source;
Statistique Canada.

1 .2.2.Association entre tabagisme et pathologies cardiovasculaires

Les données épidémiologiques montrent que le tabagisme chronique est

associé à un risque significativement accru de maladies cardiovasculaires. Ce risque

est fortement augmenté par la présence d’autres facteurs comme l’hypertension

artérielle, l’hypercholestérolémie, l’hyperhomocystéinémie et le diabète. La nicotine

et le monoxyde de carbone semblent jouer une rôle majeur dans les effets vasculaires

reliés au tabac (Aronow 1983; Dwyer and Turino 1989; Ismail, Frishman et al. 1996;

Benowitz and Gourlay 1997). L’usage du tabac constitue le facteur de risque

principal pour le développement de maladies vasculaires athérosclérotiques

coronariennes ou périphériques. Le tabagisme est le facteur de risque dont la

correction peut apporter le maximum de bénéfice dans le cadre de la prévention

cardiovasculaire primaire ou secondaire. Le sevrage tabagique doit donc toujours

être une préoccupation prioritaire dans ce domaine.
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1.2.2.1 .Maladies coron ariennes athérosclérotiques

1.2.2.1.1 .Athérosclérose

L’association entre le tabagisme et l’athérosclérose est maintenant bien

établi. La majorité des données épidémiologiques issues d’études de cohortes

reposent sur l’évaluation de l’athérosclérose des carotides et des artères coronaires.

Une étude menée en 1994 chez 5116 patients, a démontré qu’une exposition

croissante à la fumée de cigarette augmentait l’épaisseur de la paroi vasculaire et la

sténose carotidienne (Teli, Polak et al. 1994). En 1998, Howard et ses collaborateurs

ont montré, à l’aide d’une étude longitudinale, la progression de la maladie

athéromateuse en réponse à l’exposition active ou passive à la fumée de cigarette

(Howard, Wagenknecht et al. 1998). Dans cette étude, le rapport des épaisseurs

intima-média, déterminé au niveau de l’artère carotide sur une période de 3 ans,

augmentait d’autant plus que l’exposition à la fumée de cigarette était élevée. Une

autre étude a évalué l’effet du tabagisme sur le développement de l’athérosclérose au

niveau des membres inférieurs. Le rapport des épaisseurs intima-média, déterminé au

niveau de l’artère fémorale, était associé au tabagisme et à des niveaux élevée de

protéine réactive C (Wallenfeldt, Hulthe et al. 2001). Finalement, les résultats récents

d’une recherche démontrent que le tabagisme accentue la sévérité du développement

de l’athérosclérose particulièrement chez les femmes (Richey Sharrett, Coady et al.

2004).

1.2.2.1 .2.Infarctus du myocarde
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Des études prospectives sur le tabagisme montrent que le risque relatif

d’infarctus du myocarde est augmenté de 5.2 fois chez le fumeur par rapport au non

fumeur (Kannel and Abbott 1984). Il est intéressant de noter que le risque d’infarctus

augmente avec la quantité de cigarettes fumées quotidiennement. Paradoxalement, il

a été proposé que les fumeur avaient un meilleur pronostic que les non-fumeurs suite

à un infarctus. En fait ceci s’explique par un plus jeune âge au moment du premier

infarctus (10 ans de moins), une excellente réponse à la thrombolyse et un meilleur

état général (les non-fumeurs sont plus souvent hypertendus et diabétiques)

(Gottlieb, Boyko et al. 1996). Le risque de récidive d’infarctus du myocarde est

multiplié par 2 à 4,4 en cas de poursuite du tabagisme (Kannel and Abbott 1984). Le

tabagisme pourrait être également un facteur pronostique de l’évolution de la

fonction ventriculaire gauche après infarctus du myocarde. Une étude montre que les

patients ayant une occlusion isolée de l’artère interventriculaire antérieure avaient

des séquelles ventriculaires gauches beaucoup plus sévères s’ils étaient fumeurs au

moment de l’infarctus. La poursuite du tabagisme minent également le pronostic des

patients ayant bénéficiés d’un pontage aorto-coronaire et explique à elle seule la

surmortalité des sujets les plus jeunes ayant subit une telle intervention. Arrêter de

fumer après un infarctus du myocarde réduit le risque de récidive d’infarctus fatal de

20 à 50% (Kawachi, Colditz et al. 1994). Une étude réalisée dans une population

féminine de 25 à 64 ans montre que le sevrage tabagique diminue très rapidement le

risque d’un premier infarctus du myocarde et ce risque rejoint rapidement celui des

non-fumeurs après 2 ou 3 ans (Rosenberg, Palmer et al. 1990).
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Le tabagisme est associé à un risque accru de mort subite. En effet, le

risque de mort subite est 10 fois supérieur chez le fumeur par rapport au non fumeur

(Halistrom, Cobb et al. 1986; Escobedo and Zack 1996) et augmente selon la

quantité de cigarettes fumées quotidiennement (Kannel and Abbott 1984). La

survenue d’un trouble du rythme paroxystique et/ou d’un infarctus du myocarde est

la cause la plus probable de ces morts subites. Même si le premier arrêt cardiaque a

été «récupéré», le risque de récidive reste majeur chez le fumeur.

1.2.2.2.Hyperteusïon artérielle

La pression artérielle des fumeurs est statistiquement légèrement plus basse

que celle des non-fumeurs (Green, Jucha et al. 1986). Si ce phénomène n’est pas

clairement expliqué, nous savons par contre que le fait de fumer une cigarette

entraîne une élévation moyenne de il mmHg pour la pression artérielle systolique et

de 9 mmHg pour la pression artérielle diastolique (Imamura, Miyamoto et al. 2001).

Cette élévation se prolonge pendant 20 à 40 minutes. Certains sujets particulièrement

sensibles aux effets de la nicotine peuvent avoir une réaction hypertensive

paroxystique plus marquée de plusieurs centimètres de mercure avec une forte

tachycardie. Ce phénomène semble lié à l’effet vasopresseur de la nicotine qui

stimule le système sympathique et la sécrétion de vasopressine. Cela pourrait être

aussi expliqué par une diminution de la relâche de monoxyde d’azote (Mazzone,

Cusa et al. 2001; Tsuchiya, Asada et al. 2002). Une étude récente montre que l’arrêt

de l’usage du tabac pourrait augmenter la pression sanguine et l’hypertension (Lee,

Ha et al. 2001). Par ailleurs, le tabac peut indirectement induire l’hypertension
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artérielle en favorisant une sténose artérielle rénale athéroscléreuse. Près de 90% des

hypertensions artérielles réno-vasculaires sont retrouvées chez des fumeurs (Stengel,

Couchoud et al. 2000).

1 .2.2.3.Accidents vasculaires cérébraux

Le rôle du tabagisme dans la survenue d’un accident vasculaire cérébral a

été prouvé récemment. La consommation de tabac est statistiquement associée à la

survenue des trois types d’accidents vasculaires cérébraux: accident vasculaire

cérébral ischémique, hémorragie intracérébral et hémorragie méningée. Plusieurs

études ont démontré chez les fumeurs un risque relatif d’accident vasculaire cérébral

de l’ordre de 2,5 (Thulasimani and Ramaswamy 2002; Kurth, Kase et al. 2003;

Kurth, Kase et al. 2003; Schwartz, Carlucci et al. 2004) indépendanmient du sexe et

de l’âge et ce risque pourrait dans certains cas varier en fonction de l’intensité de

l’intoxication (Giroud and Dumas 1994; Schievink 1997). Dans la Nurse Health

Study une consommation de 25 cigarettes ou plus par jour représentait un risque

d’accident vasculaire cérébral 3,7 fois plus élevé que l’absence de consommation de

tabac. On sait que le risque de survenue d’un accident ischémique est corrélé au

degré de sténose carotidienne (Moore, Bamett et al. 1995). La consommation de

tabac contribue au développement de l’athérosclérose des troncs supra-aortiques,

indépendamment des autres facteurs de risque (Petrik, Gelabert et al. 1995). Les

sténoses de la carotide extra- ou intracrânienne et la modification de la paroi

artérielle sont associées à la consommation de tabac et corrélées aux accidents

vasculaires ischémiques (Tell, Polak et al. 1994; Petrik, Gelabert et al. 1995).
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L’association tabac et contraception oestroprogestative est particulièrement

dangereuse. Le risque d’hémorragie méningée chez une femme qui frime et qui prend

des contraceptifs augmente de 21,9 fois par rapport à celui d’une femme qui ne fume

pas. Les raisons de l’association épidémiologique entre la consommation de tabac et

les accidents hémorragiques ne sont pas évidentes mais elles pourraient relever d’un

déséquilibre dans la balance protéase/anti-protéase et des facteurs de coagulation

(Schievink 1997). Dans plusieurs études l’arrêt du tabagisme a entraîné une

diminution rapide du risque de morbidité et de mortalité par accident vasculaire

cérébral (Kawachi, Colditz et al. 1994).

1.2.2.4.Artériopathie oblitérante des membres inférieurs

Le tabagisme est considéré comme le facteur de risque le plus important

dans la genèse des maladies vasculaires périphériques (Criqui, Browner et al. 1989).

Il influence à la fois la survenue et l’évolution de l’artériopathie oblitérante des

membres inférieurs. Il a également un effet synergique avec les autres facteurs de

risque et particulièrement avec le diabète. Environ 90% des patients ayant des lésions

d’artériopathie des membres inférieurs sont des fumeurs et le risque de développer

une claudication intermittente des membres inférieurs chez un sujet de plus de 45 ans

qui fume plus de 15 cigarettes/jour est 9 fois supérieur à celui d’un sujet non-fumeur.

L’évolution de l’artériopathie et ses complications évolutives dépendent

essentiellement de la poursuite ou non du tabagisme. Le pronostic des patients

souffrant d’une maladie vasculaire périphérique s’améliore lorsqu’ils cessent de

fumer. Chez ceux qui continuent de fumer, les taux de complications et
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d’amputations sont beaucoup plus élevés que chez ceux qui réussissent à renoncer au

tabac (Ameli, Stem et al. 1989; Wiseman, Kenchington et al. 1989).

1.2.2.5.Maladie de Buerger

La thromboangéite oblitérante ou maladie de Buerger est une atteinte

périphérique beaucoup plus rare survenant pratiquement uniquement chez les

fumeurs. L’atteinte artérielle qui touche presque exclusivement des hommes jeunes

(entre 20 et 30 ans) concerne essentiellement les artères en périphérie avec une

atteinte à la fois des membres inférieurs et supérieurs (Eisen 1966). La pathogenèse

de cette maladie est encore mal connue mais l’évolution semble éminemment

dépendante de la poursuite ou de l’arrêt du tabagisme (Mills 2003). Des études

épidémiologiques et biologiques proposent que l’arsenic présent dans la fumée de

cigarette aurait un rôle majeur dans l’étiologie de la maladie de Buerger (Tseng,

Chong et al. 1996; Chiou, Hsueh et al. 1997; 01m 2000). Il a été récemment

démontré que l’arsenic inhibe la vascularisation en réduisant la production de VEGF

et en induisant l’apoptose des cellules endothéliales (Roboz, Dias et al. 2000). Une

agrégation plaquettaire et une réduction du taux de cAMP ont aussi été observés

(Kumer, Damon et al. 2000). Dans la plupart des cas le sevrage tabagique complet

permet d’arrêter la progression de la maladie, alors que la poursuite entraîne

inévitablement des manifestations ischémiques très sévères aboutissant à la gangrène

et à l’amputation.
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1.2.3.Rôle du tabagisme dans la pathogenèse des maladies cardiovasculaires

Le tabagisme représente un facteur de risque particulier dans la mesure où

deux ordres de complications cardiovasculaires lui sont associées, chroniques et

aigus. D’une part, le tabagisme initie et accélère le processus d’athérosclérose au

niveau des artères coronaires, de l’aorte, de la carotide et des artères de la circulation

périphérique. D’autre part, il favorise la survenue d’accidents cardiovasculaires

aigus, infarctus du myocarde, accidents vasculaires cérébraux et mort subite

d’origine cardiaque. Les mécanismes impliqués dans ces complications seront donc

envisagés séparément selon leur intervention préférentielle dans les processus

chroniques ou aigus.

1.2.3.1.Mécanismes impliqués dans le développement de l’athérosclérose par le

tabagisme

Le fait que le tabac favorise le développement de l’athérosclérose est

maintenant bien établi. De nombreux mécanismes sont potentiellement impliqués

dans le processus d’athérogenèse induit par le tabac et seulement une intégration de

ceux-ci nous permet de mieux comprendre l’implication de ce facteur de risque dans

l’initiation et l’évolution de l’athérosclérose (figure 21).
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Figure 21. Intégration des mécanismes impliqués dans le développement de
l’athérosclérose induit par le tabagisme. ROS, espèces radicalaires dérivées de
l’oxygène, NO, monoxyde d’Azote, PGI2, prostacycline, TXA2, thromboxane A2,
PDGF, platelet derived growth factor, oxLDL, oxidized low density lipoprotein,
MCP-1, macrophage chemoattractant protein, TNF, tumor necrosis factor, CRP,
protéine C réactive, TGF, transforming growth factor.

1.2.3.1.1.Stress oxydant

Le stress oxydant correspond à une perturbation du statut oxydant

intracellulaire induite soit par une production excessive de radicaux libres ou

d’espèces radicalaires dérivées de l’oxygène (ROS), soit par une diminution de la

capacité de défense antioxydante (enzymatique et non-enzymatique). Tel que discuté

précédemment, ce phénomène est impliqué dans l’initiation de la lésion et le

développement de l’athérosclérose. Les radicaux libres induits par la fumée de

cigarette peuvent provenir de deux sources. La source exogène représente les

radicaux libres présents dans la fumée de cigarette tandis que la source endogène est

secondaire à l’effet toxique de certains composants de la fumée entraînant une

Endothélium
ROS VCAM-1

Cellules musculaires lisses
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activation cellulaire (cellules inflammatoires et endothéliales) et une diminution des

systèmes de défense contre les radicaux libres. Le stress oxydant semble donc être

chez le fumeur le mécanisme le plus important pour l’initiation de la lésion

endothéliale et de l’athérosclérose.

Dans la fumée de cigarette, plus de 4000 composés et une quantité

importante de ROS ont été identifiés dont environ 92% sont sous forme de gaz et 8%

sous forme de particules qui constituent le «condensat» ($mith and Fischer 2001). La

phase gazeuse contient entre autre de l’eau, de l’oxygène, de l’azote, de l’oxyde de

carbone, de l’anhydride carbonique, de l’acide cyanhydrique, de l’ammoniaque,

divers aldéhydes et des cétones. La phase particulaire renferme une grande variété de

substances dont la nicotine, la nicotimine, la nomicotine, la cotinine, l’anabasine, des

quinones et semi-quinones, des hydrocarbures aromatiques, des acides organiques,

des alcools, des terpènes, des composés nitré, des phénols, des métaux rares

(cadmium), de l’arsenic, des corps radio-actifs, des insecticides et des éléments

fungiques (Church and Pryor 1985). Certaines de ces substances sont des radicaux

libres alors que d’autres, en étant cytotoxiques, vont induire l’activation cellulaire et

la production de ROS. Finalement, certains composés interagissent avec des

intermédiaires du métabolisme cellulaire pour produire des ROS. Par exemple,

certains radicaux comme les semi-quinones peuvent rester stables plusieurs minutes.

Par conséquent, ils sont encore actifs lorsqu’ils atteignent les vaisseaux de la grande

circulation. Les semi-quinones peuvent réagir avec l’oxygène moléculaire pour

former l’anion superoxyde. Des radicaux alcoxyls et aikyls, du peroxyde et du NO

sont aussi formés en abondance. Le NO réagit avec l’anion superoxyde pour former
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des peroxynitrites qui sont cytotoxiques. Les composés toxiques atteignant la

circulation sanguine vont aussi activer les cellules inflammatoires et endothéliales

qui à leur tour vont produire des ROS via différentes voies: la voie de la xanthine

oxydase, de la NADPH-oxydase, des myéloperoxydases, de la cyclooxygénase, de la

lipooxygénase et de la chaîne de transport d’électrons (figure 17) (Burke and

Fitzgerald 2003; Ambrose and Barua 2004; van der Vaart, Postma et al. 2004). À cet

égard, les mitochondries et ses composantes jouent un rôle crucial dans la production

de radicaux oxygénés et semblent particulièrement affectées par la fumée de

cigarette (Aoshiba K. Tamaoki J et al. 2001; Vayssier-Taussat M et al.2001;

Vayssier-Taussat M et al. 199$; Banzet N, francois D, et al. 1999). En effet, la

chaîne respiratoire mitochondriale est essentielle dans la cellule en étant responsable

de la transformation de l’oxygène en deux molécules d’eau. Cette réaction de

réduction impliquant la présence de quatre électrons est possible grâce à un système

complexe de protéines et d’enzymes (cytochromes) localisées dans la membrane

interne de la mitochondrie. Les conséquences de cette activité mitochondriale sont

doubles et paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournit à la cellule une source

d’énergie importante puisque 36 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) seront

générées lors de la réduction de l’oxygène. Par contre, environ 0,4 à 4% de

l’oxygène ne sera pas correctement convertis et donnera naissance à des radicaux

oxygénés parmis lesquels figurent des radicaux libres comme l’anion superoxyde ou

le radical hydroxyle. D’autres entités non radicalaires de l’oxygène peuvent être

produites comme le peroxyde d’hydrogène ou l’oxygène singulet (Gutteridge et al.

1992). Notre organisme produit donc en permanence ces espèces oxygénées. En
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faible concentration, elles possèdent un rôle physiologique important en agissant

comme second messager capable de réguler le phénomène d’apoptose (Curtin JF,

Donovan M et al. 2002), d’activer des facteurs de transcription (Owuor ED, Kong

AN, 2002) ou de moduler l’expression de gènes de structure codant pour des

enzymes antioxydantes (Holgrem A 2003). Cependant, le tabagisme semble affecter

le fonctionnement adéquat de la mitochondrie entraînant une production excessive de

ROS induisant un phénomène d’apoptose dans les cellules saines (Aoshiba K.

Tamaoki J et al. 2001; Vayssier-Taussat M et al.2001; Vayssier-Taussat M et al.

199$; Banzet N, Francois D, et al. 1999) ou activant divers gènes codant pour

l’expression de cytokines pro-inflammatoires ou de molécules d’adhésion (Vayssier

Taussat M et al. 1998; Andreassi MG, 2003). De plus, les ROS ainsi produits, de par

leur nature instable, sont particulièrement réactionnels et seront capables de

provoquer des altérations cellulaires importantes: cassures ou mutations de l’ADN,

inactivation de protéines et d’enzymes, oxydation du glucose, peroxydation lipidique

(Andreassi MG, 2003).

Les cellules survivront à cette production continuelle de ROS pendant un

certain temps grâce à l’équilibre entre la production d’oxydants et le maintien des

défenses antioxydantes. Il existe principalement deux mécanismes de défenses

antioxydantes soit enzymatique (tableau 3) et non-enzymatique (tableau 4). Ils

fonctionnent de façon complémentaire et synergique selon une compartimentation

bien précise pour protéger les cellules contre les métabolites cytotoxiques dérivés de

l’oxygène. Cependant, lorsque la production de radicaux est récurrente ou chronique
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les mécanismes de défense s’épuisent, l’équilibre est perturbé et le stress oxydant

s’installe. À cet effet, il est intéressant de noter que chez le fumeur la présence d’un

stress oxydant est reflétée par la diminution tissulaire et plasmatique des vitamines

antioxydantes (Alberg 2002; Kelly 2002; Kelly 2002; Barua, Ambrose et al. 2003;

Kelly 2003). De plus, plusieurs marqueurs du stress oxydant sont retrouvés en

abondance au niveau plasmatique, tissulaire et urinaire (Yamaguchi, Kagota et al.

2000; Chehne, Oguogho et al. 2001; Nia, Van Schooten et al. 2001; Dietrich, Block

et al. 2002; Miller, Pankow et al. 2003; Yamaguchi, Matsuno et al. 2004). Ainsi,

plusieurs auteurs soutiennent que les effets délétères du tabagisme seraient

essentiellement la conséquence de l’action des ROS et des radicaux libres. Les ROS

moduleraient principalement la génération et la biodisponibilité de NO (figure 16)

affectant la fonction endothéliale et favorisant l’activation des cellules endothéliales

et macrophagiques et l’oxydation des particules de LDL (Figure 22) (Yokoyama

2004).

Tableau 3. Principaux systèmes de défenses enzymatiques

Antioxydants Fonctions

Glutathion peroxydase Réduire le peroxyde
(GSHpx) d’hydrogène en eau et les

hydroperoxydes en acides
hydroxyle

Glutathion réductase Réduire le glutathion oxydé en
glutathion réduit en présence du
co-facteur NADPH

Superoxyde dismutase (SOD) Dismuter l’anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogène

Catalase (CAl) Réduire le peroxyde
d’hydrogène en eau
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Tableau 4. Principaux facteurs de défenses non-enzymatiques

Antioxydants Fonctions

Transferrine, céruloplasmine et Séquestrer les ions métalliques
albumine
Histidine Piéger les radicaux hydroxyles et

l’oxygène singulet
Taurine Piéger l’acide hypochlorique (HOC1) et

les radicaux hydroxyles
Ubiquinone Prévenir la peroxydation lipidique
Flavonoïdes Prévenir la peroxydation lipidique et

séquestrer les ions métalliques
Vitamine E (tocophérol) Piéger les radicaux peroxyles et

l’oxygènes singulet
Vitamine C (acide ascorbique) Recycler le radical tocophéryl en

tocophérol
Bêta-Carotène Piéger l’oxygène singulet
Glutathion réduit Co-enzyme de la glutathion

peroxydase, piégeurs de radicaux
hydroxyles et d’oxygène singulet

Plusieurs études montrent que les fumeurs bénéficient d’un supplément

d’antioxydants. En effet, un supplément de vitamines antioxydantes (Vitamine C et E

surtout) diminuerait la présence plasmatique, tissulaire et urinaire des marqueurs du

stress oxydant, modulerait la fonction endothéliale, diminuerait l’oxydation des LDL

et inhiberait la réponse inflammatoire (Antoniades, Tousoulis et al. 2003;

Antoniades, Tousoulis et al. 2003; d’Uscio, Miistien et al. 2003).
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Figure 22. Le stress oxydant induit par la fumée de cigarette comme principal agent
athérothrombotique et ses mécanismes d’action. ROS, espèces radicalaires
oxygénées, NO, monoxyde d’azote, O{, anion superoxyde,H202, peroxyde
d’hydrogène, ONOO, peroxynitrites.
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1.2.3.1.2.Dysfonction eudothélïale

Le tabagisme s’accompagne d’une dysfonction endothéliale caractérisée

par une réduction de la production de facteurs protecteurs, notamment le NO. Cette

altération des fonctions endothéliales se manifeste par l’apparition d’une

vasoconstriction à Ï’acétylcholine (effet direct sur les cellules musculaires lisses et

non contre-balancé par la production endothéliale de NO), et par une réduction de la

vasodilatation flux-dépendante (Heitzer, Yla-Herttuala et al. 1996; Raij, DeMaster et

al. 2001; Burke and Fitzgerald 2003; Ambrose and Barua 2004). Différentes

hypothèses ont été proposées pour expliquer cette diminution de la biodisponibilité

du monoxyde d’azote par le tabagisme: réduction de l’expression de la NO synthase

ou modification post-traductionnelle diminuant son activité, réduction de la

disponibilité en substrat (L-arginine), en cofacteurs (BH4), altération des systèmes

transmembranaires de transduction des signaux (récepteur, PI3kJAkt, protéine G) ou

enfin une majoration de la dégradation du NO par l’augmentation du stress oxydant

(anion superoxyde) (Wang 2000; Wa;g, Sim et al. 2000; Tsuchiya, Asada et al.

2002; Vleeming, Rambali et al. 2002; Barua, Ambrose et al. 2003; Tentolouris,

Tousoulis et al. 2004).

Une perte de fonction de l’endothélium est ainsi à l’origine d’une

augmentation de la réponse inflammatoire, hypertrophique et thrombotique se

manifestant par l’activation des plaquettes, l’expression accrue de molécules

d’adhésion, une augmentation de l’adhésion et de l’infiltration des monocytes dans

l’espace sous-intimal, une augmentation de l’oxydation et de la captation des LDL

par les monocytes/macrophages, la relâche de facteurs thrombotiques et la
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prolifération des cellules musculaires lisses (Davignon and Ganz 2004; Landmesser,

Homig et al. 2004). L’ensemble de ces phénomènes aboutit à la majoration des stries

lipidiques et à l’apparition de complications cardiovasculaires.

Le dysfonctionnement endothélial associé au tabagisme est cependant

réversible. En effet, l’administration continue de vitamines antioxydantes,

notamment la vitamine C et E, corrige le dysfonctionnement endothélial mesuré par

la réponse vasculaire suite à une stimulation à l’acétylcholine (Heitzer, Just et al.

1996; Neunteufi, Priglinger et al. 2000; Antoniades, Tousoulis et al. 2003). Ceci est

d’autant plus intéressant que les fumeurs ont habituellement une diminution de taux

sanguins de vitamines antioxydantes (Alberg 2002; Tsuchiya, Asada et al. 2002). La

L-arginine, la taurine, le BH4 et certains inhibiteurs d’enzymes produisant des

radicaux libres peuvent également normaliser la vasodilatation chez le fumeur

(Heitzer, Just et al. 1996; Campisi, Czemin et al. 1999; d’Uscio, Mllstien et al. 2003;

Fennessy, Moneley et al. 2003; Guthikonda, Sinkey et al. 2003).

1.2.3.1.3 .Inflammation

La réponse inflammatoire est un événement essentiel participant à

l’initiation et à l’évolution de l’athérosclérose. Plusieurs études indiquent que le

tabagisme augmente de 20 à 25% le nombre de leucocytes dans la circulation

sanguine (Parulkar, Barua et al. 1973; Mercelina-Roumans, Ubachs et al. 1994). In

vivo, le tabagisme est associé à une augmentation des niveaux de multiples

marqueurs de l’inflammation dont la protéine C réactive, le ligand CD 40,

l’interleukine-6 et —8, la protéine inflammatoire dérivée des macrophages (MIP) et le
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TNF-Œ (Tappia, Troughton et al. 1995; Mendali, Patel et al. 1997; Tracy, Lemaitre et

al. 1997; Bermudez, Rifai et al. 2002; Bermudez, Rifai et al. 2002; Harding, Sanna et

al. 2004; Harding, Sommerfield et al. 2004). Le recrutement de leucocytes au niveau

de la lésion endothéliale est un événement précoce de l’athérosclérose. Une

augmentation de molécules d’adhésion favorise l’interaction leucocytes-cellules

endothéliales induisant leur infiltration dans la paroi vasculaire. Chez le fumeur une

augmentation de l’expression de VCAM-l, ICAM-1 et de E-selectine a été rapportée

(Schaberg, Lauer et aÏ. 1992; Zoppini, Targher et al. 1999; Lesperance, Frasure

Smith et al. 2004). L’élévation de cytokines pro-inflammatoires associée à une

expression accrue des molécules d’adhésion chez le fumeur entraîne une

augmentation de l’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales de l’ordre de

70 à 90% et une infiltration monocytaire de 200% supérieure à celle des non-fumeurs

(Kaira, Ying et al. 1994; Shen, Rattan et al. 1996). De façon intéressante, ces

anomalies sont diminuées chez le fumeur par la prise d’antioxydants notamment la

vitamine C, ce qui militerait encore en faveur d’une altération des mécanismes

protecteurs secondaire à un stress oxydant favorisant l’interaction cellules

inflammatoires-cellules endothéliales (Weber, En et al. 1996).

1.2.3.1 .4.Anomalïes métaboliques

Le tabagisme pourrait contribuer au développement de l’athérosclérose en

modifiant le profil lipidique. On note chez le fumeur une augmentation du

cholestérol total (2,2%), des LDL (5,5%) et des triglycérides (8,1%) avec une

diminution des HDL (8,1%) et de l’apoprotéine-BlOO (Craig, Palomaki et al. 1989;
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Pech-AmselÏem, Myara et al. 1996; Schuitemaicer, Dinant et al. 2002). Une

inhibition des mécanismes de transport inverse du cholestérol serait

vraisemblablement à l’origine des niveaux élevés de cholestérol chez le fumeur

(Zaratin, Quintao et al. 2004). De plus, le tabagisme favorise

l’oxydationlperoxydation des LDL, modifie le contenu des LDL en malondialdéhyde

et en vitamine E et augmente la sécrétion de F2-Isoprostane, un marqueur de la

peroxydation des lipoprotéines (Harats, Ben-Naim et al. 1989; Morrow, Frei et al.

1995; Kharb and Singh 2000; Kharb, Singh et al. 2001; Altuntas, Dane et al. 2002).

À l’arrêt de l’intoxication tabagique, on note une augmentation rapide et

prononcée du niveau des HDL alors que les triglycérides, le cholestérol et les LDL

restent inchangés (Stubbe, Eskilsson et al. 1982). Ces observations, qui pourraient

être liées à une modification du régime alimentaire, suggèrent que les anomalies

lipidiques induites par le tabac sont partiellement réversibles à l’arrêt de l’exposition

à la fumée de cigarette.

Une autre anomalie métabolique observée chez le fumeur impliquée dans

la genèse de l’athérosclérose est l’insulino-résistance. En effet, plusieurs études

démontrent que les fumeurs ont une certaine insulino-résistance et une

hyperinsulinémie compensatoire par rapport aux non-fumeurs (Eliasson, Attvall et al.

1994; Kong, Nimmo et al. 2001; Fagerberg, Hulten et al. 2003; Reaven and Tsao

2003; Borissova, Tanicova et al. 2004). Cette insulino-résistance est probablement

secondaire à la libération de catécholamine par la nicotine (Eliasson, Taskinen et al.

1996). Le lien entre l’insulino-résistance, l’hyperinsulinisme l’hyperglycémie et

l’athérogenèse, a été démontré par plusieurs études épidémiologiques et différents
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mécanismes ont été proposés pour expliquer cette association. Premièrement,

l’insuline favorise la prolifération des cellules musculaires lisses et la fixation des

LDL à leur récepteurs sur les monocytes et les cellules musculaires lisses (Pfeifte

and Ditschuneit 1980; Glass, Stewart et al. 1987; Kazama, Noguchi et al. 19891).

Deuxièment, l’insulino-résistance et 1 ‘hyperinsulinisme créent un profil athérogène

des Ïipoprotéines (augmentation des VLDL et diminution des HDL) (Bagdade,

Buchanan et al. 1990; Tasldnen 1990). Ensuite, l’insuline favorise la libération de

facteurs de croissance locaux qui contribuent à l’hypertrophie de la paroi artérielle

(Bayes-Genis, Conover et al. 2000; Doronzo, Russo et al. 2004). L’hyperinsulinisme

peut aussi exercer un effet thrombogénique en particulier une hypofibrinolyse

(Juhan-Vague, Alessi et al. 1996) par l’intermédiaire d’une élévation du taux de

l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène et de la diminution du taux de

plasminogène et d’activateur du plasminogène (Juhan-Vague, Alessi et al. 2003;

Vulin and Stanley 2004). Finalement, l’hyperglycémie subséquente à l’insulino

résistance, entraîne une multitude de conséquences favorisant l’athérosclérose: la

glycation des protéines, l’activation des monocytes avec production accrue de

cytokines et de facteurs de croissance, diminution de la fibrinolyse, lésion

endothéliale et l’activation plaquettaire. L’ensemble de ces anomalies, retrouvées

chez le fumeurs, contribue sans doute au développement de l’athérosclérose (figure

23).
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Tabagisme

Insulino-Résistance Hyperinsulinisme

Hyperglycémie Prolifération Hypofibrinolyse Troubles lipidiques

/ \ des cellules

\ musculaires lisses
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Formation cellules euses

Athérosclérose
Figure 23. Représentation de l’implication de l’insulino-résistance et de
l’hyperinsulinisme induites par le tabagisme dans le développement de
l’athérosclérose

1.2.3.2.Mécanismes impliqués dans les complications aigus reliées au tabagisme

1.2.3.2.1 .Effets hématologiques

L’usage du tabac entraîne plusieurs effets hématologiques. Premièrement,

l’intoxication tabagique chronique entraîne une augmentation de la viscosité

sanguine. Ce phénomène est expliqué par une augmentation des éléments figurés du

sang (leucocytes, plaquettes et érythrocytes) (Muhffiauser, Verhasselt et al. 1993;

Mercelina-Roumans, Ubachs et al. 1994; Salbas 1994; David and Eaton 2003).

Divers composés toxiques présents dans la fumée de cigarette et atteignant la

circulation sanguine déclenchent une réponse inflammatoire, activent les leucocytes

et les plaquettes en augmentant ainsi leur nombre. Outre une augmentation du

nombre de plaquettes, le tabac favorise aussi l’agrégation et l’adhésion plaquettaires,

effet qui serait lié à la lésion endothéliale (moue, Hayashi et al. 2001; Suwansaksri,

Wiwanitkit et al. 2004). Les plaquettes ainsi activées produisent davantage de
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thromboxane A2 et de bêta-thromboglobuline favorisant encore leur agrégation

(Duncan, DePratti et al. 1981; Rangemark, Ciabattoni et al. 1993; Weber, Liesener et

al. 2000; Newby and Fox 2001, Mennen, 1999 #668). D’autre part, l’élévation des

érythrocytes résulte d’une augmentation de l’érythropoïèse déclenchée afin de

compenser l’effet hypoxique entraîné par le tabagisme.

Une corrélation entre le tabagisme et des niveaux élevés de fibrinogène a

aussi été clairement démontrée tant chez l’homme que chez la femme (Mennen,

Balkau et al. 1999; Hunter, Garlick et al. 2001; Nascetti, Elosua et al. 2001; Tuut and

Hense 2001). Cette élévation du taux de fibrinogène est un facteur prédisposant

important pour le développement de maladies vasculaires, en particulier de

cardiopathies ischémiques. Toutes ces modifications hématologiques, en augmentant

la viscosité du sang et l’agrégation plaquettaire, favorisent le développement du

thrombus qui est à l’origine des événements vasculaires aigus.

Plusieurs observations épidémiologiques suggèrent qu’une augmentation

de la thrombogenèse est impliquée dans la survenue d’événements cardiovasculaires

aigus induits par le tabagisme (Bums 2003; Metz and Waters 2003; Ambrose and

Bania 2004; Lowe 2004). Tel que discuté précédemment, le risque de faire un

infarctus du myocarde ou une mort subite chez le fumeur est supérieur par rapport au

non-fumeur. Ces événements surviendraient suite à une rupture de la plaque

athéromateuse et à la formation d’un thrombus, processus accentués chez le fumeur

(Burke, Farb et aÏ. 1997; Burke, Farb et aÏ. 1998). Par ailleurs, au moment de la

survenue de l’infarctus, les fumeurs sont plus jeunes, ont moins de facteurs de risque

et moins d’anomalies coronariennes que les non-fumeurs. Réciproquement, le
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pronostic immédiat de l’infarctus du myocarde traité par thrombolyse est meilleur

chez le fumeur que chez le non-fumeur. Cela s’explique par une meilleure perfusion

coronaire après thrombolyse, un moindre degré de sténose résiduelle coronaire et une

incidence plus grande de localisation inférieure de l’infarctus. En revanche, l’arrêt du

tabagisme diminue immédiatement la survenue d’événements thrombotiques

(Rosenberg, Kauffiian et al. 1985; Lightwood and Glantz 1997). Ces observations

épidémiologiques appuient le rôle d’un mécanisme thrombogène prépondérant dans

le déclenchement des complications coronaires aigus chez les fumeurs. Les effets

pro-thrombotiques de l’exposition à la fumée de cigarette semblent être médiés via

l’activation plaquettaire, l’altération de la balance entre l’expression de facteurs pro-

et anti-thrombotiques et une altération de la fibrinolyse (moue, Hayashi et al. 2001;

Bums 2003; Metz and Waters 2003; Suwansaksri, Wiwanitkit et al. 2004).

L’activation et l’agrégation plaquettaires sont des éléments déterminants

intervenant dans l’évolution vers la thrombose. Le tabagisme est associé à une

dysfonction plaquettaire. Les plaquettes sanguines isolées de fumeurs relâchent

différents facteurs pro-thrombotiques (thromboxane A2, platelet activating factor,

Von Willebrand factor) et démontrent une hyperagrégabilité (Rival, Riddle et al.

1987; Blache 1995; Fusegawa, Goto et al. 1999). En contre partie, le tabagisme

diminue aussi la relâche de cyclooxygénase, de prostacycline PGI2, et de NO dérivé

des plaquettes et inhibe la sensibilité des plaquettes au NO exogène entraînant

l’activation et l’adhésion de celles-ci (Blann, Adams et al. 1996; Ichiki, &eda et al.

1996; Lehr, Weyrich et al. 1997; Taylor, Oudit et al. 1998; Sawada, Kishi et al.

2002).
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Chez le fumeur, il semble exister une surexpression de facteurs pro

thrombotiques, une diminution des facteurs anti-thrombotiques et une altération de la

fibrinolyse (moue, Hayashi et al. 2001; Burns 2003; Suwansaksri, Wiwanitkit et al.

2004). Chez le fumeur, les niveaux de fibrinogène, d’inhibiteur de l’activateur du

plasminogène, de thromboxane A2 et du facteur tissulaire sont élevés alors que les

niveaux de prostacycline PGT2, de NO, d’ activateur du plasminogène et d’inhibiteur

du facteur tissulaire sont diminués (Kannel 1987; Kannel, Wolf et al. 1987; Smith,

Lee et al. 1997; Newby, Wright et al. 1999; Matetzky, Tani et al. 2000; Barua,

Ambrose et al. 2002; Pretorius, Rosenbaum et al. 2002; Sambola, Osende et al.

2003). Ce débalancement, accompagné de niveaux élevés d’érythrocytes, d’une

viscosité sanguine accrue et de la présence d’une inflammation potentialisent l’effet

pro-thrombotique associé au tabagisme (Glantz and Parmley 1991; Poweli 199$;

Smith, Fischer et al. 2001).

1.2.3.2.2.Effets hémodynamiques

Les conséquences immédiates de l’inhalation de la fumée de cigarette sont

bien connues, incluant à la fois une élévation de la pression artérielle et de la

fréquence cardiaque (Bemaards, Twisk et al. 2003; Moolchan, Hudson et al. 2004).

On observe simultanément une réduction de distensibilité et de la compliance

artérielle évaluées au niveau de la carotide et de l’artère humérale (Wang, Jin et al.

1992; Kool, Hoeks et al. 1993; Fushimi, Kubo et al. 1998). Ces effets sont surtout

importants lors des premières cigarettes de la journée puis s’estompent

progressivement. Cette dernière observation, illustrant le processus d’accoutumance,
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semble liée aux effets pharmacologiques de la nicotine (Benowitz and Gourlay

1997). Tous ces paramètres, augmentation des résistances vasculaires périphériques,

réduction de la compliance artérielle et augmentation de la contractilité myocardique

sont à l’origine d’une augmentation de la consommation en oxygène du myocarde

favorisant l’ischémie. Ces effets seraient vraisemblablement médiés par la libération

de catécholamines (Westfall, Cipolloni et al. 1966; Wallcer, Collins et al. 1999).

Effectivement, il est bien connu que l’inhalation de la fumée de cigarette

s’accompagne d’une libération aigu de catécholamines (noradrénaline surtout) à

l’origine de l’augmentation de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque

(Cryer, Haymond et al. 1976). Ces effets hémodynamiques résultent donc en majeure

partie d’une vasoconstriction périphérique et d’une stimulation cardiaque bêta

adrénergique. La stimulation adrénergique induite par la fumée de cigarette semble

également à l’origine des effets arythmogènes du tabac, notamment des troubles du

rythme supra-ventriculaire (Peters, Benowitz et al. 1987). Un même mécanisme a été

invoqué pour expliquer le risque de mort subite noté chez les patients fumeurs

(Escobedo and Zack 1996).

Le NO, un puissant vasodilatateur, pourrait aussi intervenir dans la

résistance vasculaire ou vasoconstriction. Effectivement, il a été récemment

démontré que l’inhalation de la fumée d’une seule cigarette diminuait

significativement la relâche de NO mesurée par les niveaux plasmatiques de nitrites

et de nitrates (Tsuchiya, Asada et al. 2002). Les niveaux de nitrites et de nitrates

revenaient à la normale une heure après l’exposition à la fumée dc cigarette. De plus,

de multiples études in vitro et in vivo soutiennent que l’exposition à la fumée de
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cigarette inhibe la synthèse et la biodisponibilité du NO (Celermajer, Sorensen et al.

1994; Su, Han et al. 1998; Ito, Tsao et al. 1999; Heitzer, Brockhoff et al. 2000;

Barua, Ambrose et al. 2001; Barua, Ambrose et al. 2003). De cette façon, une

inhibition de la synthèse et/ou la disponibilité du NO par le tabagisme contribue à la

résistance vasculaire.

Le tabac n’est pas seulement un facteur de risque pour l’insuffisance

coronaire obstmctive mais favorise aussi le spasme coronarien (Caralis, Deligonul et

al. 1992). La libération de catécholamines, tel que mentionné précédemment, semble

aussi intervenir dans ce processus mais un débalancement du métabolisme des

prostaglandines pourrait agir en synergie et causer cet effet spasmatique du tabac très

bien démontré au niveau des artères coronariennes. En effet, plusieurs études ont

démontré que la nicotine inhibe la production endothéliale de prostacycline PGI2,

puissant vasodilatateur et inhibiteur de l’agrégation plaquettaire, et augmente la

synthèse par les plaquettes de la thromboxane A2, agent vasoconstricteur et agrégant

plaquettaire (Barrow, Ward et al. 1989; Wemimalm, Benthin et al. 1993; Roy 1999;

Weber, Liesener et al. 2000). Ces modifications du métabolisme des prostaglandines

associées à l’effet vasoconstricteur d’origine neuro-hormonale et adrénergique

expliquent la possibilité d’un spasme artériel.
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1.2.3.2.3.Effet hypoxique

L’effet hypoxique vasculaire du tabagisme est lié à l’augmentation du

monoxyde de carbone (CO) couplé à l’hémoglobine qui devient la

carboxyhémoglobine. Les niveaux de carboxyhémoglobine sont habituellement

compris entre 5 et 10% chez le fumeur, en comparaison à 0,5 à 2% chez le non-

fumeur (Istvan and Cunningham 1992; Butnaru, Mircea et al. 2002). Cette liaison de

l’oxyde de carbone à l’hémoglobine réduit sa capacité de transport de l’oxygène. Par

ailleurs, l’oxyde de carbone augmente l’affinité de l’hémoglobine pour l’oxygène ce

qui a pour conséquence une réduction de sa capacité à libérer l’oxygène en

périphérie et une diminution de l’apport tissulaire en oxygène. Ces derniers effets

sont potentiellement à l’origine de la réduction des capacités d’exercice notées chez

les patients après inhalation de monoxyde de carbone (Allred, Bleecker et al. 1989;

Allred, Bleecker et al. 1989). Chez les patients coronariens fumeurs, le seuil de

déclenchement des signes d’ischémie à l’électrocardiogramme est abaissé de 12% en

réponse à une augmentation de la carboxyhémoglobine de 0,6 à 3,9%. À l’état

chronique, cet effet de réduction du transport d’oxygène par l’hémoglobine est

partiellement compensé par l’augmentation de l’érythropoïèse et de la masse des

globules rouges (Istvan and Cunuingham 1992; Butnaru, Mircea et al. 2002).
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1.3.PROBLÉMATIQUE ET HYPOTHÈSE DE TRAVAIL

Les maladies cardiovasculaires athérosclérotiques sont une cause majeure de

morbidité et de mortalité dans les pays industrialisés (Ross 1995; Ross 1999).

L’obstruction d’une artère par la plaque athérosclérotique entraîne une diminution de

la perfusion tissulaire, créant ainsi une condition d’ischémie. En réponse à

l’ischémie, l’organisme s’adapte en développant un nouveau réseau vasculaire afin

d’irriguer le tissu en nutriments et en oxygène et ainsi maintenir son intégrité

(Folkman and Shing 1992). Chez l’adulte, cette néovascularisation survient par

angiogenèse, vasculogenèse et artériogenèse. Elle est contrôlée par plusieurs facteurs

angiogéniques capables de stimuler la prolifération et la différenciation des cellules

endothéliales ou des cellules endothéliales progénitrices en réponse à divers stimuli

dont l’hypoxie. Cependant la réponse à l’ischémie est souvent insuffisante, ce qui

entraîne une ischémie résiduelle et favorise la survenue de différents symptômes

dont l’angine de poitrine et la claudication intermittente. Les patients atteints d’une

cardiopathie ischémique ou d’une ischémie des membres inférieurs présentent des

variations considérables quant à leur possibilité de développer une

néovascularisation. Les facteurs responsables de ces variations sont mal compris.

Cependant, il a récemment été proposé que les différents facteurs de risque associés à

la maladie athérosclérotique puissent aussi amenuiser la néovascularisation en

réponse à l’ischémie. Par exemple, une éttide indique que l’hypercholestérolémie

inhibe le développement de vaisseaux collatéraux suite à l’ischémie chez le lapin

(Van Belle, Rivard et al. 1997). De plus, Rivard et coli. ont rapporté in vivo que le

vieillissement ou la présence de diabète étaient associés à une réduction de la
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réponse angiogénique à l’ischérnie (Rivard, fabre et al. 1999; Rivard, Silver et al.

1999). Dans ces études, l’administration exogène de VEGf était associée à une

amélioration très significative de la réponse angiogénique. finalement,

l’hypertension artérielle est aussi associée à une inhibition de l’angiogenèse en

réponse à l’ischémie (Emanueli, Salis et al. 2001). Le tabagisme représente un autre

important facteur de risque cardiovasculaire. Son rôle sur la néovascularisation dans

les maladies cardiovasculaires ischémiques est mal connu. Cependant, plusieurs

données nous sugggèrent que le tabagisme pourrait avoir une influence sur la

formation de nouveaux vaisseaux en réponse à l’ischémie. En effet, plusieurs études

épidémiologiques et toxicologiques indiquent que l’inhalation de la fumée de

cigarette altère une multitude de fonctions biologiques, incluant la fonction des

cellules endothéliales (Reinders, Brinkman et al. 1986; Noronha-Dutra, Epperlein et

aÏ. 1993; Shen, Rattan et al. 1996; Raij, DeMaster et al. 2001). La dysfonction

endothéliale observée chez les fumeurs résulterait principalement d’une diminution

de la relâche de NO. Outre son influence sur la fonction endothéliale, le tabagisme

semble affecter l’angiogenèse. En effet, Ma et coll. ont démontré que l’inhalation de

la fumée de cigarette retardait la guérison des ulcères gastriques en diminuant la

prolifération cellulaire et l’angiogenèse (Ma, Chow et al. 1999). De plus, chez les

femmes enceintes fumeuses, Blake et cou, ont noté que les niveaux plasmatiques de

VEGF étaient moindre que chez les femmes enceintes non-fumeuses.

Widschwendter et coll. ont suggéré que l’inhibition de ce facteur angiogénique

pourrait être responsable de la diminution de l’angiogenèse et de malformations

embryonnaires signalées chez la mère fumeuse (Widschwendter, Hermaim et al.
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1999; Blake, Gurrin et al. 2000). Ensuite, Voim et cou, ont démontré que les tumeurs

pulmonaires de fumeurs étaient nettement plus résistantes à la chiomiothérapie,

avaient un nombre réduit de vaisseatix sanguins et exprimaient peu le VEGf en

comparaison aux tumeurs pulmonaires de non-fumeurs (Voim, Koomagi et al. 1999).

Cependant, le tabagisme semble aussi promouvoir l’angiogenesèse dans certaines

situations. À cet égard, plusieurs publications supportent une augmentation de la

prolifération des cellules tumorales, une augmentation de la densité capillaire dans

certaines tumeurs et une production accrue de VEGF (Ye YN Wu WK et al. 2005;

Liu ES, Shin VY et al. 2005 et 2004). Cette dualité concernant le rôle du tabagisme

dans le développement de nouveaux vaisseaux sanguins serait vraisemblablement

expliquée par le types cellulaires et le modèle expérimental utilisés. Cependant, à ce

jour, l’effet du tabagisme sur la néovascularisation en relation avec les maladies

cardiovasculaires ischémiques n’a fait l’objet d’aucune étude. L’hypothèse de notre

projet de recherche est que l’exposition à la fumée de cigarette diminue la génération

de nouveaux vaisseaux sanguins en réponse à l’ischémie tissulaire. Afin de tester

cette hypothèse, différents objectifs spécifiques sont proposés. 1) Étudier in vivo

l’effet de l’inhalation de fumée de cigarette sur l’angiogenèse en réponse à

l’ischémie tissulaire 2) Investiguer in vitro l’effet de la fumée de cigarette sur les

étapes de l’angiogenèse: a) migration des cellules endothéliales; b) prolifération des

cellules endothéliales; e) formation de tubules; 3) Établir in vivo et in vitro

l’influence de la fumée de cigarette sur l’expression de différents facteurs

angiogéniques et l’activation de voies de signalisation impliquées dans la réponse



101

angiogénique; 4) Déterminer l’influence du tabagisme sur le nombre et la fonction

des cellules endothéliales progénitrices chez l’humain.
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ABSTRACT

Smoking is a major risk factor for atherosclerotic diseases. However, the impact of

cigarette smoke exposure on neovascularization that develops in response to tissue

ischemia is unknown. Here we demonstrate that cigarette smoke extracts inhibit hypoxia

induced in vitro angiogenesis (matrigel assay) in human umbilical vascular endothelial

ceils. In vivo, mice exposed to cigarette smoke (MES) were shown to have a significant

impairment of angiogenesis following surgically-induced hindlimb ischernia. The

reduced angiogenic response in MES was documented by Laser Doppler flow perfusion

studies and capillary density analyses in ischemic hindlimbs. Inhibition of angiogenesis

by cigarette smoke in vitro and in vivo was associated with a reduced expression of

hypoxia-inducible factor-lçi. (HW-1Œ and vascular endothelial growth factor (VEGF) in

hypoxic conditions. Administration of an adenoviral vector encoding for HJF-1 a NP16,

a hybrid transcription factor that is stable in hypoxic and normoxic conditions, restored

VEGF expression and completely reversed the cigarette smoke inhibition of angiogenesis

in hypoxic conditions. Taken together, these resuits suggest that cigarette smoke

exposure impairs angiogenesis by inhibiting VEGF through decreased expression ofHfF

lq in hypoxic conditions.

Key words: Neovascularization, Smoking, Ischemia.
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INTRODUCTION

In developed countries, cigarette smoking is the leading modifiable risk factor associated

with premature death (1). $mokers die on average 8 years earlier than non-smokers, and

this increased mortality is mainly attributed to the promoting effect of cigarette smoke

exposure on the incidence of ischemic vascular diseases (2). Although the association

between smoking and atherosclerosis is well established, the precise mechanisms

involved are flot completely understood. Cigarette smoke exposure has previously been

shown to have a negative effect on endothelial function, lipid profile and haemostatic

factors (1). However, the effects of smoking on compensatory mechanisms such as

angiogenesis in the setting of severe vascular obstructions and tissue ischemia are

currently unknown.

Angiogenesis is responsible for the development of the circulatory system in the embryo,

and is also involved in many postnatal physiological and pathological processes (3). In

the setting of severe ischemic vascular diseases, reactive angiogenesis is thought to

represent a protective defense mechanism against tissue ischemia (4). This process is

modulated by the microenvironnement and by different growth factors. Vascular

endothelial growth factor (VEGF), which acts specifically on endothelial celis via its

receptors (VEGFR1 or Flt-1, and VEGFR2 or Flk-l/KDR), has a critical role in the

induction of angiogenesis (5). The expression of VEGF is regulated by different

mechanisms, among which hypoxia plays a major role. Hypoxic transcriptional

regulation ofVEGF expression in the 5’-promoter region is conferred by a sequence that

is known as the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) binding site (6). HIF-1 is a
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heterodimeric (11FF-fa and HIF-1[3) basic helix-loop-helix (bHLH)-Per-ARNT-Sim

(PAS) protein rapidly degraded under normoxic conditions. Under hypoxic conditions,

11FF-fa is stabilized and can bind to VEGF promoter to enhance transcription (7).

Cotransfection of reporter genes containing VEGF sequences with expression vectors

encoding HTF- la leads to higher transcription of the reporter genes in normoxic or

hypoxic celis compared to ceils transfected with the reporter gene alone (8). Furthermore,

gene-targeting experiments demonstrated that HIF-la deficiency is associated with a

complete loss of VEGF gene induction under hypoxic conditions, marked reduction in

vascularization of embryos and early lethality (9). Therefore, the induction of HIF-la

and VEGf appears to be essential for the development of reactive angiogenesis in

hypoxic conditions such as those encountered in ischemic vascular diseases.

In this study, we investigated the effect of cigarette smoking on the development of

angiogenesis in response to hypoxia. Our resuits demonstrate that cigarette smoke

exposure inhibits hypoxia-induced angiogenesis, both in vitro and in vivo. Inhibition of

the angiogenic response following cigarette smoke exposure is associated with a reduced

expression of 11FF-la and VEGF in hypoxic conditions. Finally, we show that the

cigarette smoke inhibition of VEGf expression and angiogenesis in hypoxic conditions

can be completely reversed by an adenoviral vector encoding for a stable form of HIF

la. Our study shows for the first time that cigarette smoke exposure impairs angiogenesis

by inhibiting VEGf through decreased expression of HIF-la in hypoxic conditions.



107

MATERIALS AND METHODS

Ceil culture

HUVECs were purchased from Clonetics (Walkerville, MA) and cultured in EBM

complete medium (Clonetics) supplemented with 10% fetal bovine serum, bovine brain

extracts, hydrocortisone, human epidermal growth factor, gentamicin sulfate and

amphotericin-B. Celis were grown at 37°C and 5% C02, and the medium was changed

every 2 days. Celis were passaged when they reached 80% confluence. Passages 2-4 were

used for ail experiments.

Preparation of cigarette smoke extracts (CSE)

CSE was prepared by a modification of the method described by Carp and Janoff (10).

Briefly, two cigarettes were combusted with a modified syringe-driven apparatus. The

smoke was bubbled through 50 ml of EBM. The resulting suspension was adjusted to pH

7.4 with concentrated NaOH and then filtered through a 0.20-im pore filter (Millipore

Corporation, Bedford, MA) to remove bacteria and large particles. CSE was appiied to

HUVECs in culture within 30 minutes of preparation to obtain a final concentration of

10%. This concentration was chosen based on previous reports showing physiologicai

responses at this level (10-12). In preliminary experiments, HUVECs exposed to 10%

CSE sliowed no sign of toxicity (trypan blue exclusion) and no apoptosis was detected

(TUNEL).
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Capillary-like tube formation on Matrîgel and Ceil Migration Assay

HUVECs in growth factor and semm deprived EBM were plated (5000 celis per well) in

96-well plates that had been precoated with 60il of growth factor reduced Matrigel

Matrix (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA). To determine the effect of hypoxia

and CSE on angiogenesis, celis were cuÏtured at 37°C in a humidified atmosphere of

normoxic conditions (5% C02, 21% 02, and 74% N2), or hypoxic conditions (5% C02,

1% 02, and 94% N2) in presence or absence of 10% CSE for 6h, 12h and 24h. Tube

formation was quantified by counting the number of branches in each weÏl under 200 X

magnification. A branch was defined as a straight cellular segment connecting two celi

masses (iiodes) (13).

Ceil migration was assessed using a modified Boyden chamber assay as previously

described (14). HUVECs (25 000) were allowed to migrate from the upper to the lower

chamber for $ h at 37 °C in normoxic or hypoxic conditions and in the presence or

absence of 10% CSE. The number of ceils that had migrated was counted in three

different representative high power (200X) fields per insert. The data are presented as

number of celis migrating ± standard error of the mean.

Western blot analysis ofVEGF, HIF-1Œ and VP-16 proteïn expression

Serum-starved HUVECs were cultured for 6h at 37°C in normoxic or hypoxic conditions

in the absence or presence of 10% CSE. Aller treatments, HUVECs were washed with

PBS and lysed in a lysis buffer containing 62.5 mM ethylenediaminetetraacetic acid; 50

mM Tris-HCL, pH 8.0; 0.4% deoxycholic acid; 1% Nonidet P-40; 0.5ig/m1 leupeptine;

0.5 jig/ml pepstatin; 0.5jig/ml aprotinin; 0.2mM phenylmethysulfonyl fluoride; 0.05
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aminoethyl benzene sulfonyl fluoride; and 0.1 sodium vanate. For in vivo experiments,

whole-cell protein extracts were obtained after homogenization of muscles from whole

hindlimbs ofcontrol mice or MES in the same lysis buffer. A total of 50 ig ofprotein per

sample was separated in non reducing 10% polyacrylamide gel and electroblotted on

nitrocellulose membranes (15). Protein concentrations were measured according to the

Bradford method. The membrane was blocked with 5% non-fat dry milk in 0.2% Tween

PBS (T-PBS) and then probed with 1:200 VEGF antibody (Santa Cruz Bioteclmology) or

1:400 HIF-1Œ antibody (Novus Biologicals) or 1:100 VP-16 antibody (Santa Cruz,

Biotechnology). $pecffic protein was detected by chemiluminescent reaction

(Amersham) followed by exposure to Kodak XAR-5 film. Protein expression was

quantified by high-resolution optical densitometry (Alpha Imager 2000; Packard

Instruments). Results are expressed as density values normalized to [3-actin.

Electromobility shift assay (EMSA)

EMSA was performed in a buffer containing lOmIVI Tris-HC1 (pH 7.5), 4% glycerol,

1m\4 MgC12, 0.5mM EDTA, 0.5mIVI dithiothreitol, 5OmM NaCI, and 0.05 mg/ml

poly(dI-dC)/poly(dI-dC). After 15 min of preincubation on ice, 20 jig of whole-cell

protein extracts were incubated for 30 min with 1 pmol (4x 10 cpm) of 32P-labeled

double-stranded oligonucleotide probe spanning the VEGF HIF-1ci binding site (5’-

TGCATACGTGGGCTCCAACAG-3’; HIF- 1 Œ site is underlined) (8). Unlabeled

oligonucleotide was added to the preincubation mixture for competition assay (1 ,000-fold

molar excess). Binding reactions were performed with a final volume of 15 d, separated

at 40 C in non-denaturing 4% acrylamide gels in 0.5X TBE-running buffer. Each
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condition was performed in duplicate. The gel was dried and exposed to Kodak XÀR-5

films.

Metabolic labelïng, Pulse-chase and Immunoprecipitation.

HUVECs were incubated for 1h with methionine-free medium. Celis were then

metabolically labeled with 100 pCi1ml [$35] methionine for 4h under either 21% 02, 1%

02 or 1% 02 and 10% C$E and chase for 1/2h, 1h and 2h with complete EGM.

Immunoprecipitation of HIF-1Œ in ceil lysates was performed using the specific anti

HIF-la (Novus Biologicals) antibody followed by incubation with anti-mouse IgG

antiserum (Amersham). The imrnunocomplexes were collected on protein AIG PLU$

agarose beads ($anta Cniz Bioteclmology) and subjected to 8% SD$-PAGE. After

autoradiography the intensity of the bands was quantified by densitometry using an image

analysis scanning system (Alpha Imager 2000; Packard Instruments).

Adenovirus vector construction

HIF-1&VP16 fusion protein is shown in Fig.1. Ad.HLF-1Œ/VP16 was constructed by

ligating the 5’ part of the human HIF-1Œ gene (BamHI-Aflll fragment from hHIF

1&pcDNA3 plasmid, kindly provided by $L McKnight) (16) in frame with herpes virus

VP16 transactivation domain (Bglfl-EcoRI fragment blunt ended from pVP16 plasmid,

ClonTech). The fusion gene (BamHI-XbaI fragment) was inserted into pShuttle-CMV

plasmid (QBiogen) and Ad.HIF- 1 a/VP 16 was created using the Ad.Easy technology.

Jntegrity of all constructs was confirmed by sequencing. Ad5.Null was purchased from

QBiogen.
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Adenoviral vector infection

IIUVECs (1x106 ceils par 100 mm dish, 70% confluency) were infected with the

Ad.HIF-1Œ/VP16 and the Ad5.Null vectors at a multiplicity of infection of 300. Afier

infection, ceils were incubated for 4$h at 37°C/5% C02 to allow gene and protein

expression. 48h after the infection, HUVECs were trypsinized and cuitured for 6h in

normoxic or hypoxic conditions and in the presence or absence of 10% C$E.

Murine ischemic hindlimb mode!

The protocol was approved by the Comité Institutionnel de Protection des Animaux

(CIPA) of Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CIUiM).

Unilateral hindlimb ischemia was created in C5731/6mice as previously described (17).

The animais were anesthetized with Ketamine-Midazolam solution (100 mg!kg-5mg/kg,

intraperitoneally), after which an incision was performed in the skin overlying the middle

portion ofthe left hindlimb. Afler ligation ofthe proximal end ofthe femorai artery, the

distai portion of the saphenous artery was ligated, and the artery and ail side branches

were dissected free and excised. The skin was ciosed with a surgical stapler.

Smoke exposure

C57BL/6 female mice $ weeks of age were maintained on ad libitum chow and water.

Fourteen days prior to surgery, mice were started on cigarette exposure (1 cigarette, twice

a day) via a smoking machine previously described (18). Ail exposures were 10

puffs/cigarette with pufftime set at 60s. Total smoking time for 1 cigarette was 10 min

(20 minlday). Commercial cigarettes (Player’s Plain, tar: l7mg, nicotine: 1.5mg, carbon
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monoxide: l2mg) were used. Smoke exposure was withheld the day of the surgery,

restarted the following day at 2 cigarettes/day, and maintained at this level for the

duration of the study. This exposure was associated with carboxyhemoglobin blood levels

that are similar to those of chronic smokers (8-14%) (18). The mice appeared normal

during the entire experimental period. Control mice were restrained in the smoking

machine for the same period oftime but were not exposed to cigarette smoke.

Monitoring of hindlimb blood flow

Hindlimb perfusion was measured with a laser Doppler perfusion imager (LDPI) system

(Moor Instruments Ltd). Afier anesthesia, consecutive measurements were obtained afler

scanning of the sarne region of interest (leg and foot) with the LDPI (1 7). The perfusion

signal was spiit into 6 different intervals, each displayed in a separate colour. Low and/or

no perfusion was displayed in dark blue, whereas the highest perfusion interval was

displayed in red. Color photographs were recorded and analyses performed by calculating

the average perfusion of the ischemic and nonischemic hindlimb. To account for

variables such as ambient light and temperature, the resuits are expressed as the ratio of

perfusion in the left (ischemic) versus right (normal) hindlimb.

Tissue preparation

The mice were killed at predetermined arbitrary tirne points afier surgery with an

overdose of sodium pentobarbital. For immunohistochemistry, whole ischemic and

nonischemic hindlimbs were immediately fixed in methanol ovemight. After bones had

been carefully removed, 3-tm-thick tissue transverse sections of the hindlimbs were eut
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and paraffin-embedded so that the whole leg, including ail muscle groups, could be

analyzed on each section as previously described (17). For total protein extraction,

isolated muscles from whole hindlimbs were rinsed in PBS to remove excess blood, snap

frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until use. Whole-cell protein extracts were

obtained afler homogenization of ischemic muscles.

Immunohistochemistry and capillary density analysis

Histological sections prepared from paraffin-embedded transverse-eut tissue samples of

whole legs were used for immunohistochemical analysis. Identification of endothelial ccli

was performed by immunohistochemical staining for platelet endothelial ceils adhesion

molecule- 1 (PECAM- 1 or CD3 1) with a rat monoclonal antibody directed against mouse

CD3 1 (Pharmigen). Capillaries, identified by positive staining of CD3 1 and appropriate

morphology, were counted by single observer blinded to the treatment regimen under a

20 X objective and a 5X lens to determine the capillary density (mean number of

capillaries per square millimetre) (19). The entire leg from each animal was examined.

Serial sections were cut at two different levels and a total of 90 representative fields were

analyzed by counting the number of capillaries in each field.

Adenoviral vector injection

Local infection with Ad.HIF-la/VP16 or Ad5.Null was performed by four direct

injections into the thigh muscles of the ischemic hindlimb at the time of surgery. The

dose chosen (3.6 x 108 pfu) was based on previous reports using the same animai model

(20, 21).
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Statistical analysis

Ail resuits are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was evaluated by one

way ANOVA. Newman-Keuis multiple comparison test was performed to identify which

group differences accounted for the significant overail ANOVA. A value of p<O.O5 was

interpreted to denote statistical significance.
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RESULTS

Cigarette smoke exposure ïnhïbits hypoxïa-induced angiogenesis

We investigated the effect of cigarette smoke exposure on angiogenesis in vitro and in

vivo. As determined using the Matrigel assay, hypoxia significantly increased capillary

like tube formation in HUVECs. However, the induction of in vitro angiogenesis by

hypoxia was almost completely abolished when RUVECs were exposed to CSE (fig. 2A

and Tablel). This was associated with a significant inhibition ofhypoxia-induced cellular

migration, as assessed by the Boyden chamber migration assay (fig.2B). In vivo, blood

flow perfusion in surgically-induced ischemic hindlimbs was impaired in mice exposed

to cigarette smoke (MES) compared to control mice (fig. 2C). At day 21 afler surgery,

the Doppler flow ratio was significantly reduced in MES compared to controls

(0.60+0.03 vs. 0.78±0.02, p<O.05) and this difference was stiil present at day 28 after

surgery (0.62±0.03 vs. 0.80+0.03, p<O.05). Capillary density was assessed by CD31

immunostaining in ischemic muscles at 2$ days afier surgery, and was significantly

reduced in MES compared to controls (477+34 vs. 681±54, p<O.Ol) (Fig.2D).

Cigarette smoke exposure inhibits VEGF and HIF-1Œ proteïn expression in hypoxic

conditions

In order to identify potential mechanisms involved in the impairment of neovessel

formation by cigarette smoke exposure, the protein expression of VEGF and HIF- 1 Œ was

1 rTrr-ç71,r,_ i 1_1_1 _1__ --

ueienimiwu iii nu y iiiu srseietai ii;usis uiiui liurnioxic or nypoxic conuitions ariu

in the presence or absence of cigarette smoke. The influence of these factors on HLF-1

DNA binding activity was determined by EMSA. The expression of VEGF and HLF-la
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in }{UVECs is low under normoxic conditions and is not influenced by the presence of

CSE (Fig.3A). Both VEGF and H1F-la are significantly induced afier 6 hours of

hypoxia. However, the induction of VEGF and HIF- la by hypoxia is significantly

impaired in the presence of CSE (Fig. 3A, p<O.O5). EMSA studies demonstrate that the

induction of HTF-l DNA binding activity by hypoxia in HUVECs is also significantly

reduced by CSE (Fig. 3A, lower panel). in vivo, a similar response was also observed

(Fig. 33). The expression of VEGF and HIF-la in the hindlimb muscles of control mice

is very low. In ischemic hindlimbs, VEGF and 111F-la are markedly induced from day 3

to 14 afler surgery. However, the expression of these proteins in ischemic muscles is

sigiiificantly reduced in MES vs. controls (p<O.O1). lii addition, the induction of HIF-l

DNA binding activity in ischemic muscles is also significantly compromised in MES

(Fig. 33, lower panel). Globally, these findings suggest that cigarette smoke exposure

interferes with the stabilization of HIF-l a by hypoxia. This hypothesis was confirmed in

pulse-chase experiments, which showed reduced HIF-la protein haif-life when HUVECs

in hypoxic conditions are exposed to CSE (Fig. 3G).

HIF-la/VP16 gene transfer completely reverses the cigarette smoke inhibition of

VEGF expression and angiogenesis in hypoxic conditions

We used an adenoviral vector encoding for HIF-la/VP16 (Fig. 1), a hybrid transcription

factor that is stable in normoxic and hypoxic conditions, to rescue cigarette smoke related

impairment of VEGF expression and angiogenesis in vitro and in vivo. HUVECs infected

with this adenoviral vector show high levels ofHfF-la/VP16 protein expression that are

not influenced by oxygen concentration or CSE exposure (Fig. 3D). This leads to high
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levels of VEGF expression, even under normoxic conditions or in hypoxic HUVECs

exposed to CSE (Fig. 3D). VEGF protein up-regulation by Ad.H1F-1Œ/VP16 in I{UVECs

increases capillary-like tubules formation under normoxic conditions and rescues the

CSE inhibition of in vitro angiogenesis under hypoxic conditions (Table 1). In vivo, MES

inj ected intramuscularly with Ad.HLF- 1 a/VP 16 at the time of surgery show maximal

expression of the hybrid transcription factor at day 3 and demonstrate increased VEGF

expression in ischemic muscles when compared to MES injected with Ad5.Null (jg

3E). This leads to a significant increase in blood flow perfusion (Doppler ratio) in MES

treated with Ad.HIF-1&VP16 vs. Ad5.Null at day 21 (0.76+0.04 vs. 0.66+0.03, p<O.O5)

and at day 2$ (0.88+0.04 vs. 0.68±0.03, p<O.05) afier surgery (Fig. 3E). These results

were confirmed at the microvascular level. At 2$ days afler surgery, the capillary density

in the ischemic muscles of MES injected with Ad.HLF-la/VP16 was significantly

increased compared with MES that received the Ad5.Null vector (695±109 vs. 413±76

capillaries/mm2, p<O.Ol) (Fig. 3G).
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DISCUSSION

Hypoxia is a major factor involved in tissue injury following vascular insufficiency and

ischemia. On the other hand, hypoxia also triggers compensatory mechanisms that are

important for tissue protection, such as angiogenesis. lit the setting of severe vascular

obstructions with reduced blood flow, the angiogenic response is seen as an attempt by

the orgariism at improving perfusion and preserving tissue integrity. 1n fact, the

possibility of increasing the natural” angiogenic response in order to improve tissue

perfusion has been tested in different animal models and in recent clinical trials (4). Here

we demonstrated that smoking, a major risk factor for atherosclerotic diseases, also

impairs the protective angiogenic response in the setting of vascular insufficiency and

hypoxia.

Previous studies have shown that cigarette smoke exposure impairs endothelium

dependent vasorelaxation and inhibits endothelial celi migration in vitro (22, 23). Our

experiments extend these findings by demonstrating that HUVECs exposed to CSE also

lose their abiÏity to organize in a capillary-like tubule network in response to hypoxia. In

vivo, we used a well-described model ofhindlimb ischemia (17) to investigate the effect

of cigarette smoke exposure on angiogenesis. We found that smoking significantly

impairs blood ftow recuperation (Laser-Doppler imaging) afier surgically-induced

ischemia. At the microvascular level, smoking was associated with an important

reduction of capillary density in ischemic muscles. Therefore, our study is the first one to

document the negative effect of smoking on post-natal angiogenesis in the context of

ischemic vascular diseases.
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Angiogenesis is a complex process that includes activation, migration and proliferation of

endothelial celis (24). VEGF, an endothelial ceil specific mitogen, has been shown to be

a critical factor for the induction of angiogenesis (5). In the setting of vascular ischemia,

the angiogenic response is dependent on the stabilization of HIF- 1 x by hypoxia and the

subsequent transcriptional activation of VEGF by HIF-l (7). Here we showed that

cigarette smoke exposure significantly reduces the expression of VEGF in HUVECs

under hypoxic conditions and in ischemic muscles. Cigarette smoke exposure was also

associated with a reduction in HLF-lcc expression, DNA-binding activity, and protein

haif-life under hypoxic conditions. To compensate for the defect in HIF-hx expression

associated with cigarette smoke exposure, we used an adenoviral vector encoding for

HIF-1aIVP16, a hybrid transcription factor that is stable both in nonnoxic and hypoxic

conditions. We found that this vector could completely rescue the cigarette smoke related

impairment of VEGf expression under hypoxic conditions, both in vitro and in vivo.

Moreover, smoking-induced defect in angiogenesis following hypoxia was completely

reversed in HUVECs and in ischemic muscles treated with the HIF- 1 Œ/VP 16 vector.

Globally, our findings suggest that cigarette smoke exposure interferes with the

stabilization of HIF-1Œ by hypoxia, which reduces HIF-la accumulation and impairs

VEGF activation under hypoxic conditions. In normoxic conditions, HIF-1Œ is a

cytosolic protein rapidly degraded by the ubiquitin-proteasorne pathway. This

degradation is mediated by the oxygen-dependent degradation domain (ODD, residues

401-603) (25). In hypoxic conditions the degradation of HIT-1Œ is inhibited, potentially
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via the activation of different kinases and/or redox-induced changes (25-27). Whether

these mechanisms are compromised by cigarette smoke exposure remains to 5e

detemiined.

The exact components of cigarette smoke that are responsible for the impairment of

angiogenesis are unknown. Cigarette smoke is composed of nearly 4000 different

chemicals, many ofthem (carbon monoxyde, cadmium, hydrocarbons, acetaldehyde, etc.)

being toxic to endothelial celis and detrimental to heaith (28). Interestingly, carbon

monoxyde has been shown to destabilize HIF-1Œ and suppress the activation of target

genes (29). This could contribute to explain the findings of the present study. Nicotine,

on the other hand, was shown to promote angiogenesis in different modeis in vitro and in

vivo (30). Nevertheless, our experiments suggest that the cumulative effect of the

different components of cigarette smoke has a negative impact on angiogenesis. This is

consistent with a previous study that reported reduced capillary density in squamous ccli

carcinomas of smokers compared to non-smokers (31). Moreover, recent studies have

suggested that cigarette smoke exposure could inhibit angiogenesis in healing gastric

ulcers, female reproductive organs and in chick chorioailantoic membranes (32-35).

Although the Hff-la/VEGF pathway is an essential component of the response to

hypoxia, other factors might aiso be involved in the cigarette smoke inhibition of

angiogenesis. For example, smoking has been shown to reduce the bioavailability of NO

(22, 36, 37), an important factor for efficient angiogenesis (38, 39). Although this might

constitute a separate pathway by which cigarette smoke impairs angiogenesis, NO
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production has also been shown to be involved in the angiogenic properties ofVEGf (40,

41). Whether NO supplementation (or other strategies to improve endothelial

dysfunction) can rescue the cigarette smoke impairment of angiogenesis is currently

unknown.

It is also important to realize that impaired angiogenesis might flot be the only

mechanism by which smoking reduces neovascularization in the setting of vascular

ischemia. For instance, it has been shown that circulating endothelial progenitor celis

(EPCs) originating from the boue marrow can differentiate into mature endothelial celis

in areas of vascular remodeling and promote neovascularization (postnatal

vasculogenesis) (42). RecentÏy, it was found that smokers have significantly reduced

levels of EPCs compared to non-smokers (43). Therefore, defective vasculogenesis could

constitute another mechanism by which smoking impairs neovascularization.

In summary, our study demonstrates for the first time that smoking has a detrimental

effect on the protective angiogenic response in the setting of vascular insufficiency and

hypoxia. We propose that cigarette smoke exposure impairs angiogenesis by inhibiting

VEGF through decreased expression ofHIF-la in hypoxic conditions. We also show that

the cigarette smoke inhibition of angiogenesis can be completely reversed by the

administration of an adenoviral vector encoding for a stable form of HLF-1Œ. These

findings could have important clinical implications for patients with severe ischemic

vascular diseases that are exposed to cigarette smoke. Moreover, the elucidation of

specific mechanisms that negatively modulate angiogenesis couÏd lead to the
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development of novel therapeutic strategies to protect against hypoxia and maintain

tissue integrity.



123

Legends

Figure 1. Schematic of HIF-la/VP16 hybrid. Top, Full-length HIF-1Œ protein.

bHLH(striped box) and PAS (gray box) domains are in amino-terminal halfofprotein

and transactivation domains (black boxes) are in carboxyl-terminus. Bottom, HIF

IŒIVP16 hybrid protein. HIF-la portion (aa 1 to 390) contains bHLH and PAS domains

responsible for DNA binding and dimerization with HIF-l3 (ARNT). Transactivation

and hypoxic stability domains are replaced with transactivation domain from herpes virus

VP16 (aa 413 to 490).

Figure 2. A) Inhibition of hypoxia-induced angiogenesis by srnoke exposure in vitro.

HUVECs formed capillary-like structures when cultured for 24h on growth factor

reduced Matrigel, in the absence of serum or exogenous growth factors, under normoxia.

Formation of capillary structures was further increased by hypoxia but inhibited by 10%

cigarette-smoke extract (CSE). One representative experiment of three is shown. B)

Inhibition of hypoxia-induced migration of HUVECs by CSE (modified Boyden

chamber). Celis that had migrated were counted in three representative fields. Assays

were conducted in triplicate and repeated three times. Data are presented as the mean ±

SE ** p< 0.001. C,D) Inhibition of ischemia-induced angiogenesis by smoking in vivo.

Angiogenesis was evaluated in a murine ischemic hindlimb model. C) Representative

resuits of laser Doppler measurements recorded at serial time points after surgery in

control mice (n=15) and MES (n=16, left panel). A colour scale illustrates blood flow

variations from minimal (dark blue) to maximal (red) values. NI indicates nonischemic

(right) 11mb; T, tau; and I, ischemic (lefi) limb. The right panel represents laser Doppler
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perfusion ratio over time afier surgery in control mice and MES. Data are presented as

the mean ± SE * p< 0.05 vs. control mice. D) CD31 immunostaining ofischernic muscles

from control mice and MES at time of sacrifice (28 days) showed a significant reduction

in the capillary density in MES. Data are presented as the mean ± SE, * p<O.05 vs.

control mice.

Figure 3. A-C) Smoke exposure inhibits hypoxia-induced protein expression of VEGF

ami H1}’-1Œ in vitro and in vivo. A) Western blot analysis of VEGF and HIF-1Œ (top

panel) in HUVECs after 6h under various conditions. VEGf indicates VEGF-specific

band (—P46 kDa). VEGf and HIF-1Œ density values were normalized to 3-Actin (middle

panel). Values are mean ± SE * p<0.O5, ** p< 0.001. Electromobility shifi assay (EMSA)

of HIF-1 in HUVECs after 6h under various conditions (bottom panel). One

representative experiment of four is shown. B) Western blot analysis of VEGf and HIF

1Œ (top panel) in ischemic muscles harvested at different time points afier surgery in

MES and control mice. VEGf and HIE-la density values norrnalized to t3-Actin (middle

panel). Values are mean ± SE * p<O.O5, ** p< 0.001. EMSA of HIF-l in ischemic

muscles harvested at different time points after surgery in MES and control mice (bottom

panel). One representative experiment of four is shown. C) Pulse-chase metabolic

labeling with [S35]methionine in HUVECs shows that CSE decreases HIF-la half-life

under hypoxic conditions. D-G) Ad.HIF-la/VP16 restores VEGF expression and

reverses the cigarette smoke inhibition of angiogenesis. D) Western blot analysis of HIE

la/VP16 and VEGF in HUVECs infected with Ad.HIF-la/VP16 or Ad5.Null (control)

after 6h under the various conditions. f) Western blot analysis of HW-la/VP16 and
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VEGF in ischemic muscles harvested at different time points in mice locally infected

with Ad.HIF-la/VP16 or M5.Null. F) Laser Doppler perfusion ratios over time and

capillary density analysis at day 28 aller surgery (G) in mice locally infected with

Ad.HIF-1Œ/VP16 (n=6) or Ad5.Null (n6). Data are presented as the mean ± SE, *

p<O.O5 vs. Ad5.Null mice.
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Table I

The effect of hypoxia and cigarette smoke extract (CSE) on in vitro angiogenesis
(reflected by tube formation) in HUVECs infected or flot with the Ad.HIF-1aNP16
or with the Ad5.-Null.

Treatmentsa Tube formation (branches per well)1’
6h 12h 24h

Control lluvecs
24.0±2.9 43.3±0.9 61.0±2.1

Normoxia 39.0 ± 3.8 111.3 ± 1.5e 163.3 ± 6.0e

Hypoxia 21.7±2.0 51.3 ±2.6d 73.0 49d

Hypoxia with 10% CSE

Ad.HIF-1&VP16 iufected HUVECs 31.7 ± 4.3 100.0 ± 4.6 137.7 ± 7.2
38.0 + 2.3 99.3 + 5.8 152.3 + 5.8

Normoxia — — —41.0+3.5 106.7+7.7e 145.0+7.5e
Hypoxia — — —

Hypoxia with 10% CSE

18.0 + 2.3 37.3 + 3.2 51.7 + 3.2
Ad5.-Null infected HUVECs — —36.3±2.6 99.0±6.1 148.0±6.4
Normoxia 16.3 ± 1.5 43.7 ± 2.3 43.0 ± 2.7
Hypoxia
Hypoxia with 10% CSE

HUVECs infected or flot were serum starved for 24h and plated in 96-well plates on
growth factor reduced Matrigel Matrix in serum deprived EBM in presence or absence of
10% CSE and cultured under normoxia or hypoxia as described in material and methods.
b Tube (branch) formation was determined by counting the number of branches in each
well under 200 X magnification. A branch was defined as a straight cellular segment
connecting two celi masses (nodes). Data are means ± SE ofthree experiments.

F < 0.00 1 vs. Control HUVECs in normoxic conditions.
U P < 0.00 1 vs. Control RUVECs in hypoxic conditions.
P < 0.001 vs. Control or Ad5.-NulÏ infected HUVECs in hypoxic conditions with 10%

CSE.
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Figure 2. A) Inhibition of hypoxia-induced angiogenesis by smoke exposure in vitro. HUVECs formed capillary-like

structures when cultured for 24 h on growth factor-reduced Matrigel, in the absence of serum or exogenous growth factors,

under normoxia. Formation of capillary structures was increased further by hypoxia but inhibited by 10% cigarette-smoke

extract (CSE). One representative experiment ofthree is shown. B) Inhibition ofhypoxia-induced migration ofHUVECs

by CSE (modified Boyden chamber). Celis that had migrated were counted in three representative fields. Assays were

conducted in triplicate and repeated three times. Data are presented as the mean ± SEM ** F <0.001. C, D) Inhibition of

ischemia-induced angiogenesis by smoking in vivo. Angiogenesis was evaluated in a murine ischemic hindlimb model.

C) Representative resuits of laser Doppler measurements recorded at serial time points after surgery in control mice (n=15)

and MES (n=16, left panel). A color scale illustrates blood flow variations from minimal (dark blue) w maximal (red)

values. NI indicates nonischernic (right) limb; T, tail; and I, ischemic (lefi) lirnb. The right panel represents laser Doppler

perfusion ratio over time afier surgeiy in control mice and MES. Data are presented as the mean + SE * F < 0.05 vs. control

mice. D) CD3 1 immunostaining of ischemic muscles from control mice and MES at time of killing (28 days) showed a

significant reduction in the capillaiy density in MES. Data are presented as the mean + SEM, * F < 0.05 vs. control mice.
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Figure 3. A-C) Smoke exposure inhibits hypoxia-induced protein expression ofVEGF and HIF-la in vitro and in vivo.

A) Western blot analysis of VEGF and HIF- la (top panel) in HUVECs afier 6 h under various conditions. VEGF indicates

VEGF-specific band (-46 kDa). VEGF and HIF-la density values were normalized to 3-Actin (middle panel). Values are

mean ± SEM * F < 0.05, ** F < 0.001. Electromobility shift assay (EMSA) ofHIF-1 in HUVECs after 6h under various

conditions (bottom panel). One representative experiment of four is shown. B) Western blot analysis ofVEGF and HIF-la

(top panel) in ischemic muscles harvested at different time points after surgery in MES and control mice. VEGF and HIF

la density values norrnaÏized to 3-Actin (middÏe panel). Values are mean ± SEM * F < 0.05, ** F < 0.00 1. EMSA ofHIF-1

in ischemic muscles harvested at different time points afler surgery in MES and control mice (bottom panel). One

representative experiment of four is shown. C) Pulse-dbase metabolic labeling with [S3]methionine in HUVECs shows

that CSE decreases HIF-la half-life under hypoxic conditions. D—G) Ad.HIF-1aNP16 restores VEGF expression and

reverses the cigarette smoke inhibition ofangiogenesis. D) Western blot analysis ofHIF-laNPl6 and VEGF in HUVECs

infected with Ad.HIF-la/VP16 or Ad5.Null (control) after 6 h under the various conditions, E) Western blot analysis of

HIF-l aNP16 and VEGF in ischemic muscles harvested at different time points in mice locally infected with Ad.HIF

1aNP16 or Ad5.Null. F) Laser Doppler perfusion ratios over tirne and capillaiy density analysis at Day 2$ afier surgery

(G) in mice ÏocalÏy infected with Ad.HIF-la,/VPÏ6 (n6) or Ad5.NuÏÏ (n6). Data are presented as the mean ± SEM,
* F < 0.05 vs. AdS.Null mice.
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Abstract

Objective: Endothelial dysfunction is one of the earÏiest pathological effects of cigarette

smoking. Vascular endothelial growth factor (VEGF) has been shown to be an important

regulator of endothelial healing and growth. Accordingiy, we tested the hypothesis that

cigarette smoke exposure impairs VEGF actions in endothelial celis.

Methods and Resutts: In human umbilical vein endothelial ceils (HUVECs), cigarette

smoke extracts (CSE) inhibited VEGF-induced tube formation in the matrigel assay. C$E

did flot affect HUVECs proliferation, but significantiy reduced celiular migration in

response to VEGF. This impaired migratory activity was associated with a reduced

expression of Œv/33, Œv/33, a531, and a2f31 integrins. The Akt/eNO$/NO pathway lias been

shown to be important for VEGF-induced endothelial ccli migration. We found that CSE

significantly inhibited Akt/eNOS phosphorylation and NO release in VEGF-stimulated

HUVECs. This was associated with an increased generation of ROS. Jmportantly, in

HUVECs exposed to CSE, treatment with antioxidants (NAC, vitamin C) reduced ROS

formation and rescued VEGF-induced NO release, cellular migration and tube formation.

Conclusions: 1) Cigarette smoke exposure impairs VEGF-induced endothelial ceil

migration and tube formation. 2) This is associated with increased generation of ROS,

decreased expression of surface integrins together with a blockade of the Akt/eNOS/NO

pathway. 3) These findings couid contribute to explain the negative effect of cigarette

smoking on endotheiial function and vessel growth.

Key words: VEGF, cigarette smoking, endotheliai ccii migration, nitric oxide, oxidative

stress.
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Introduction

Cigarette smoking is the leading modifiable risk factor associated with ischemic vascular

diseases and premature death in developed countries[1]. Although the association

between cigarette smoking and atherosclerotic vascular diseases is well established, the

precise mechanisms involved are not completely understood. According to the response

to injury hypothesis, risk factors such as smoking act on a final common pathway that

culminates in endothelial damage andlor endothelial dysfunction[2]. This endothelial

injury is seen as the initial stimulus that ultimately leads to the development of the

atherosclerotic lesion. Endothelial dysfunction is one of the earliest pathological effects

of cigarette smoking, preceding atherosclerotic morphological changes in the vessel

wall[3]. However, the specific mechanisms that might impair endothelial integrity in

cigarette smokers are flot fully understood.

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is the most potent activators of endothelial

cells[4]. VEGF is induced by hypoxia in ischemic tissues, where it has been shown to

have a critical role for the induction of angiogenesis[4]. Jnterestingly, VEGF is also

induced locally following arterial injury in different animal modeÏs[5, 6]. Moreover, local

VEGF supplementation has been shown to promote reendothelialization and reduces

neointimal formation after angioplasty [6-8]. Therefore, VEGf can be seen as a survival

and maintenance factor that preserves endothelial integrity. VEGF acts specifically on

endothelial celis via its receptors VEGFR1 (Fit-l), and VEGfR2 (Flk-1/KDR) to induce

vascular permeability, cellular proliferation, cellular migration and tube formation[9].

Jmportantly, recent studies have shown that mtnc oxide (NO) is an essential mediator of
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endothelial celi migration and VEGF-induced angiogenesis[1O, 11]. NO seems to

ftmction as a maintenance factor for integrins such as Œv/33 and Œvfl5, which are critical

regulators of endothelial celi migration, survival, and angiogenesis[12-15]. VEGF has

been shown to induce eNOS via the PI3kJAkt pathway, which leads to the generation of

NO in a calcium-dependent manner[16, 17]. Inhibition of endothelial NO synthase

(eNOS) attenuates endothelial celi migration in vitro[1O, 18] and VEGF-induced

angiogenesis in vivo[18]. Moreover, NO was shown to 5e absolutely required for

ischemia-induced angiogenesis in a mouse model ofhindlimb ischemia[19].

The precise effects of cigarette smoking on endothelial ceil function and endothelium

repair are not well known and controversial. Moreover, the modulation of VEGF-induced

actions in endothelial celis exposed to cigarette smoke remains to be determined. In the

present study, we show that cigarette smoke exposure inhibits VEGf-induced cellular

migration and tube formation in human umbilical vein endothelial celis (RUVECs). This

is associated with reduced phosphorylation of Akt and eNOS, together with a reduction

of NO release and surface integrins expression. We also demonstrate that the impairment

of VEGF-induced actions in endothelial ceils exposed to cigarette smoke is at least partly

due to the excessive generation ofreactive oxygen species (ROS).
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Material and Metliods

Celi culture

HUVECs were purchased from Clonetics (Walkerville, MA) and cultured in EBM compÏete

medium (Clonetics) supplemented with 10% fetal bovine serum, bovine brain extracts,

hydrocortisone, human epidermal growth factor, gentamicin sulfate and amphotericin-B. Ceils

were grown at 37°C and 5% C02, and the medium was changed every 2 days. Cells were

passaged when they reached 80% confluence. Passages 2-5 were used for ail experiments.

Preparation of cigarette smoke extracts (CSE)

CSE was prepared by a modification ofthe method described by Carp and Janofff2o]. Briefly,

two cigarettes were combusted with a modified syringe-driven apparatus. The smoke was

bubbled through 50 mi of EBM. The resulting suspension was adjusted to pH 7.4 with

concentrated NaOH and then filtered through a 0.20-im pore filter (Miilipore Corporation,

Bedford, MA) to remove bacteria and large particles. The filtered CSE was shown to be free

of endotoxin (Gel dot LAL, Cambrex). CSE was applied to HUVEC in culture within 30

minutes ofpreparation to obtain a final concentration of 10%. This concentration corresponds

approximateiy to exposure associated with smoking 1.5 pack per day[21]. We also performed

a dose-response to assess the effect of different CSE concentrations on HUVEC migration.

CSE concentrations of 2.5%, 5%, and 10% were associated with an inhibition of endothelial

cell migration of 37.5%, 58.9%, and 74.35% respectively. Higher C$E concentrations did flot

increase the inhibition of HUVEC migration: 15% CSE was associated with a similar

inhibition of migration (76.6%) compared to 10% CSE and 20% CSE exposure resulted in a

significant reduction of cellular viability. Accordingly, a concentration of 10% CSE was used
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in ail our experiments. No toxic effect of 10% CSE was found since viability was consistently

established to be >80% (trypan blue exclusion). Moreover, using 3 different techniques

(TUNEL staining, Hoechst - PI staining, and annexinV FACS analysis), we found that

exposure to 10% CSE does flot increase the rate of apoptosis in our HUVECs (data flot

shown).

Capillary-like tube formation on Matrigel

To determine the effect of C$E on VEGf-induced tube formation, ceils were pretreated for

12h with or without 10% CSE. Afier 12h, HUVECs were washed and plated in 96-well plates

that had been precoated with 60p1 of growth factor reduced Matrigel Matrix (Becton

Dickinson Labware, Bedford, MA) and cultured at 37° for 24h with either 0.1% FBS (control)

or 1 Ong!ml of VEGf. Rescue experiments were conducted using different antioxidants (NAC

1 mM, vitamine C 100 1iM). After the different treatments, capiilary-like tubes were

photographed under a dissecting microscope and ail side branches were counted by a single

investigator in a blinded manner [22].

Celi Migration Assay

Celi migration was assessed using a modified Boyden chamber assay[23].

Polyvinylpyrrolidone-ftee polycarbonate filter Transwell inserts (6.4 mm diameter, 8 tm

pores; Costar, Cambridge, MA) were incubated with 0.1% gelatin and dried. Inserts were

placed in a 24-well plate containing either 500 d EBM medium 0.1% FBS (control) or

EBM with lOng/ml of VEGf. Afier 12h of pretreatment in the presence or absence of

10% CSE and different antioxidants (NAC 1 mM, vitamine C 100 1iM), HLVECs (15
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000) were added to the upper chamber ofthe inserts in EBM medium. Ceils were allowed

to migrate from the upper to the lower chamber for 8h at 37 °C. Non-migratory celis were

removed from the upper chamber by wiping the upper surface with an absorbant tip.

Ceils that had migrated to the lower side of the Transwell insert were fixed for 10

minutes with 3.7 % formaldehyde and stained with hematoxin. Afier extensive PBS

washing to remove excess hematoxin, the number of celis that had migrated was counted

in three different representative high power (200X) fields per insert. The data are

presented as number of celis migrating + standard error of the mean.

96 well plates were coated with 0.1% gelatin (Sigma). Plates were then washed and the

remaining binding sites blocked with 1.0% BSA for 1h at 3 7°C. Afier 12h of pretreatment in

the presence or absence of 10% CSE, HUVECs (40 000) were added to each well. Ceils were

allowed to adhere for 1h at 37°C in the presence of lOng!ml ofVEGF. Celis were then stained

with crystal violet and counted in three different representative high power (200X) fields.

MIS Assay

MTS (Celititer 96 aqueous non radioactive celi-proliferation assay) was obtained from

Promega (Madison,WI). Afier a 12h pretreatment in the presence or absence of 10% CSE,

HUVECs (1000) were incubated for 24h with either 0.1% fBS (control) or lOng/ml ofVEGf.

Afler the treatments, MTS was added to each well to achieve final concentrations of 0.04

mg/ml. IIUVECs proliferation was quantified afier 2h by densitometric analysis of MTS

tetrazolium compound. Optical density was recorded with a microplate reader at 490 nm.

Readings were corrected for background optical density by subtracting the readings from
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EBM/MTS incubated at the same time in the absence of HUVEC. The resuits of three

independent experiments performed in triplicates are represented.

Nitric oxide release

NO production was determined indirectly by measuring the concentration of the

stable end product nitrite in the supernatant taken from endothelial cells treated

using a commercial kit (R&D systems) based on the Griess reaction[24]. HUVECs

were exposed to 10% CSE for 12 hours. The CSE-containing media was then

replace by fresh media and NO concentrations were measured after 6 hours.

Measurements of intracellular Reactive Oxygen Species (ROS) generation

Intracellular ROS generation was assessed using 2’, 7’-dichÏorofluorescin diacetate (DCFH

DA). ROS in the ceils oxidize DCFH-DA, yielding the fluorescent compound 2’,7’-

dichlorofluorescein (DCF). HUVECs were plated at a density of 105/well in a 24-well plate in

complete EGM 10% FBS. 16h later adherent ceils were washed with warm PBS and treated

for 12h in the presence or absence of 10% C$E and with or without the different antioxidants.

Afler 12h, celis were washed and DCF-DA (10tmolIL) was added for 30 minutes. The media

was removed, celis were detached with trypsin and quickly analyzed for fluorescence

(excitation at 498 nm and emission at 522 nm)[25]. Intensities are reported as percent of

unstimulated samples afler subtracting the background. Data are presented as the mean +

standard error ofthe mean.

Western blot analysis
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For the analyses of the phosphorylated forms of eNOS (Ser 1177) and Akt (Ser 473),

RUVECs were pretreated for 12h in the presence or absence of 10% C$E and with or without

different antioxidants. Celis were washed with PBS and cultured for 1h at 37°C with either

0.1% F35 (control) or lOng’ml of VEGF. Afler the different treatments, HUVECs were

washed with PBS and lysed. Protein concentrations were measured according to the Bradford

method. A total of 30 jig of protein per sample was loaded onto SDS-PAGE and

electroblotted on nitrocellulose membranes[5]. Western blots were performed using

antibodies directed against phospho-Akt or phospho-eNOS (Ceil Signalling). Specific

proteins were detected by chemiluminescent reaction (Amersham) followed by exposure to

Kodak XAR-5 film. The blots were reprobed for total Akt (Ceil Signaliing) or eNOS protein

expression (Santa Cmz). Protein expressions were quantified by high-resolution optical

densitometry (Alpha Imager 2000; Packard Instruments), corrected for total Akt or eNOS

protein expression, and expressed as a percentage of controls.

Flow Cytometric Analysis of Integrin Expression

Integrin expression was assessed by ftuorescent-activated celi sorting (FACS) with

antibodies recognizing human Œvfl3 (Santa Cruz), avfl5, a5t31 and a2 (Chemicon). Ail

antibodies were added to 2 X 10 ceils for 1 hour at 4° C and a FITC-congugated anti

mouse antibody (Santa Cruz) was added. Afier incubation, ceils were fixed with 1%

paraformaldehyde and quantitative analysis was performed on a FACStar flow cytometer

(Becton Dickinson) measuring 10 000 cells per sample. A minimum of 3 experiments per

integrin was performed. The results are expressed in relative amount compared to

controls.
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Statistical Analysis

Ail resuits are expressed as mean + SEM. Statisticai significance was evaluated by ANOVA

or 2-tailed unpaired Student’s t test for comparisons between the mean of 2 groups. A value of

p<O.O5 was interpreted to denote statistical significance.



14$

Resuits

Effect of CSE on Endothelial Ceil Proliferation, Mïgration and Tube formation
We studied the effect of CSE exposure on tube formation in vitro. As determined using

the Matrigel assay, VEGF significantly increased capillary-like tube formation in

HUVECs. However, the induction of tube formation by VEGF was almost completeÏy

abolished when IUJVECs were exposed to 10% CSE (Figure 1 and Table 1). We next

investigated the effect of CSE exposure on more specific endothelial functions. As

expected, VEGF treatment significantly induced both migration and proliferation in

HUVECs (Figure 2A-B and Table 1). Interestingly, CSE exposure was associated with a

selective inhibition of VEGF-induced HUVEC migration, whereas cellular proliferation

was not significantly affected (Figure 2A-B and Table 1). Surface integrins have been

shown to be critical regulators of endothelial celi migration in response to VEGF and

NO. Here we found that VEGF-stimulated HUVECs exposed to CSE had a significant

reduction in the expression ofseveral surface integrins including vf33, Œvfl3, Œ5/31, and a2j3

(Figure 2C). Moreover, the adhesion of VEGF-stimulated HUVECs was significanlty

reduced following exposure to 10% CSE, suggesting an impairment of integrin

activity/function (Figure 2D).

CSE Induces Reactïve Oxygen Species Generation in HUVECs

The negative effects of cigarette smoke exposure on endothelial ftmction and vascular

integrity have been largely attributed to the excessive generation of reactive oxygen

species (ROS) such as superoxide and hydrogen peroxide[26, 27]. RUVECs exposed to

10% CSE show an important increase of intracellular ROS, as assessed by 2’, 7’-
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dichiorofluorescin diacetate (DCFH-DA) (Figure 3). Jmportantly, antioxidants such as

NAC and vitamin C can significantly reduce the generation ofROS in RUVECs exposed

to CSE (Figure 3).

CSE impairs VEGF-dependent activation of the Akt/eNOS/NO pathway

Because NO is an esseritial mediator of endothelial celi migration and VEGF-induced

angiogenesis, we investigate the effect of CSE exposure on VEGF-dependent

Akt/eNOS/NO pathway. VEGF-stimuiated HUVECs exposed to CSE show a dose

dependent inhibition of phosphoryiated Akt and eNOS (Figure 4A). Tmportantiy, the

activation of Akt and eNOS by VEGF can be rescued following treatment with the

antioxidants NAC and vitamin C (Figure 4B). Simiiariy we found that the induction of

NO by VEGF in endotheliai ccli cultures was severely compromised in the presence of

CSE, but that NO levels could be normalized with antioxidants (Figure 4C). Giobaiiy,

these data suggest that RO$ are involved in the impairment of VEGF-induced

Akt/eNOS/NO pathway by CSE.

Antioxidants rescue functions of VEGF-stimulated HUVECs exposed to CSE.

As previously shown, HUVECs exposed to CSE show an important inhibition ofVEGF

induced cellular migration and capillary-like tube formation (Figure 1 and Table 1).

However treatment with the antioxidants NAC and Vitamin C ied to a near complete

restitution of endothelial functions, as demonstrated by the significant increase in both

parameters (Table 1). These data suggest that CSE prevents VEGF-induced endotheliai
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celi migration and tube formation by increasing oxidative stress.
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Discussion

The resuits of our experiments demonstrate that cigarette smoke exposure impairs VEGF

induced endothelial ceil migration and tube formation. Previous studies regarding the

effect of cigarette smoke exposure on endothelial celi migration!regeneration have used

different experimental designs and reported conflicting results[28, 29]. In the present

study, we specifically investigated the role of cigarette smoke exposure for the

modulation of VEGF actions in endothelial ceils. VEGF is a potent and specific growth

factor for endothelial cells[4]. The importance of VEGf for the maintenance of

endothelial integrity bas recently been highlighted by the findings that VEGf is induced

following arterial injury[5, 6], and that VEGF supplementation can accelerate

reendothelialisation and reduce neointimal formation afier angioplasty in different animal

models[6-8]. Our study suggests that the endothelial dysfunction associated with

cigarette smoking could at least in part be related to an impaired response to VEGF.

Our data further reveal that VEGF-induced NO release by endothelial celis is inhibited by

cigarette smoke exposure. Dysfunctional NO biosynthesis has been shown to be

associated with impaired endothelium-dependent vasodilation in healthy smokers [30].

Moreover, NO production is known to contribute to the angiogenic properties of VEGf

in endothelial cells[10, 16, 18]. In fact, the importance of NO for post-natal angiogenesis

has previously been documented in mice deficient for eNOS and in rabbits supplemented

with L-arginine [11, 19]. Interestingly, we found that CSE exposure selectively inbibited

endothelial cell migration whereas cellular proliferation was not affected. This selective

impairment of endothelial cell migration following CSE exposure was associated with a
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reduced expression of several integrins that have been shown to be critical for NO

dependent endothelial ceil migration[12-15]. Whether there is a direct (causal)

relationship between impaired NO release and reduced integrin expression!activity

remains to be determined. However, our findings are consistent with previous studies

demonstrating that the inhibition of endothelial NO synthase by L-NAME attenuates

endothelial ceil migration but flot proliferation in vitro[12]. Globally, our resuits suggest

that cigarette smoke exposure could impair VEGF-induced migration and tube formation

through the inhibition of NO generation in endothelial ceils.

The mechanism by which cigarette smoke impairs VEGF-induced NO release and tube

formation appears to involve the generation of ROS. Cigarette srnoke contains more than

4000 known constituents, including large amounts of ftee radicals and prooxidants[3 1].

In addition, endogenous ROS could 5e generated by endothelial ceils exposed to cigarette

smoke constituents via the NADPH oxidase and the mitochondria pathways[26]. Here we

demonstrate that endothelial cells exposed to CSE show an important increase of

intracellular ROS that can be prevented by treatment with NAC and vitamin C (see

Figure 3). Moreover, NAC and vitamin C can rescue VEGF-induced NO release, cellular

migration and tube formation in HUVECs exposed to CSE. Consistent with our data,

previous studies have shown that ROS inhibit endothelial celi migration and

angiogenesis[32, 33]. However, ROS may also in certain situations 5e critical for

endothelial ceil proliferation, migration, and angiogenesis [34-36]. This double-edged

role of ROS might 5e related to the magnitude andlor the duration of exposure to

oxidative stress.



153

The precise mechanisms responsible for the inhibition of VEGf-induced NO release by

ROS in endothelial cells exposed to cigarette smoke remain to be determined. However,

hypotheses can be proposed. One possibility is that ROS directly interact with NO to

form peroxynitrite, which reduces NO availability and in tum increases the oxidative

injury to endothelial ceils. However, in certain situations, ROS can also induce the

dephosphorylation of Akt[37-39], a serine/threonine kinase that has been shown to be

essential for calcium dependent generation of NO by VEGF. This mechanism would be

consistent with our data demonstrating decreased levels ofphosphorylated Akt and eNOS

following CSE exposure, and rescue ofAkt/eNOS activities by antioxidants.

Globally, our study proposes a mechanism by which VEGF-dependent actions in

endothelial celis can be impaired by cigarette smoke exposure. This in tum could

contribute to promote endothelial dysfunction, the development of atherosclerotic lesions,

and the triggering of acute ischemic events in patients exposed to cigarette smoke.

However, the findings of the present study could have additional clinical implications.

VEGF is a critical factor for the induction of angiogenesis during embryonic

development but also in postnatal physiological and pathological situations[40]. In fact,

in the setting of severe vascular diseases, the possibility of using VEGF supplementation

in order to improve tissue perfusion has been tested in different animal models and in

recent clinical trials[41]. We have recently shown in a mouse model ofhindlimb ischemia

that cigarette smoking impairs angiogenesis, and that this is associated with a reduced

expression of hypoxia-inducible factor-1 (HIT-1 and VEGF in ischemic tissues[421.
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The resuÏts ofthe present study further demonstrate that the downstream effects ofVEGF

on endothelial ceils are also severely compromised following cigarette smoke exposure.

This could contribute to impair neovascularization in patients with severe ischemic

vascular diseases that continue to be exposed to cigarette smoke. Moreover, cigarette

smoking could be a limiting factor for the efficacy of VEGF supplementation therapies

aiming at blood flow restoration or the prevention ofrestenosis.

In conclusion, the present study demonstrates that cigarette smoke exposure impairs

VEGF-induced endothelial celi migration and tube formation. The inhibitoiy effect of

cigarette smoke is associated with an increased level of ROS together with a blockade of

the Akt/eNOS/NO pathway. Finally, treatment with antioxidants can rescue VEGF

dependent NO release and tube formation in endothelial ceils exposed to CSE. The

resuits of this study could contribute to explain the mechanisms involved in the

development of smoking-related vascular diseases, and the inhibition of angiogenesis

following cigarette smoke exposure. These findings could have important clinical

implications for the development of novel therapies for patients with severe ischemic

vascular diseases.
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figure Legends

Figure 1. Inhibition of VEGF-induced tube formation by cigarette smoke extracts. (A)

Evaluation of tube formation was performed using a 24h Matrigel assay in HUVECs pre

treated for 12h with 10% CSE or not. One representative experiment of three is shown. (B)

The lower panel represents statistical analysis of tube formation by HUVECs. Data are mean

± SEM. * p< 0.001.

Figure 2. Effect of CSE on VEGF-induced HUVECs proliferation and migration

(A) Ceil proliferation was assessed using the MTS assay in HUVECs exposed to the different

conditions. (B) Ceil migration was assessed using a modified Boyden chamber assay in

HUVECs exposed to the different conditions. The resuits of three independent experiments

performed in triplicates are represented. Data are mean ± SEM. (C) The expression of cfl3,

ŒVf5, a5f31 and a2fl1 integrins was assessed using FACS analysis in HUVECs exposed to 10%

CSE (gray) or flot (black). A minimum of 3 experiments per integrin was performed and the

resuits are expressed in relative amount compared to controls. (D) Celi adhesion was assessed

in VEGF stimulated HUVECs exposed to 10% CSE or flot. Data are mean ± $EM. *

**p<0O1 and#p<0.001.
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Figure 3. ROS generation in HUVECs exposed to CSE. Intracellular ROS generation was

assessed using 2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA). HUVECs were treated for 12 h in

the presence or absence of 10% CSE and with or without the different antioxidants. Intensities

are reported as percentage of unstimulated samples aller subtracting the background. Data are

mean ± SEM. * p< 0.01 vs CSE. **p<0 001 vs CTL.

Figure 4. Effect of CSE exposure on VEGF-induced Akt/eNOS/NO pathway. Akt and eNOS

activation were evaluated by phospho-specific Western blots in VEGF-stimulated HDVECs

exposed to different concentrations of CSE (A) and treated or flot with antioxidants (B).

Representative blots of at least three independent experiments are shown. The graph represents

statistical analysis of Akt/eNOS phosphorylation corrected for total Akt or eNOS protein

expression, and expressed as a percentage ofthe control values. Data are mean ± SEM. * p< 0.01

vs VEGf. # p<O.Ol vs VEGf CSE, II p< 0.001 vs VEGF CSE. (C) NO production was

determined indirectly by measuring the concentration of the stable end product nitrite based on

the Griess reaction in the supernatant taken from HUVECs exposed to the different conditions.

Data are mean ± SEM. * p< 0.01 vs CIL. ** p<O.Ol vs VEGf. # p<O.Ol vs VEGF CSE.
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Table 1.

The effect of VEGF and cigarette smoke extract (CSE) on migration and in vitro

angiogenesis (reflected by tube formatïon) ïn HUVECs.

Treatments* Migrated celis per Tube formation

field (200X)t (branches per well)

Control 86.5 ±6.03 54.6 ±3.76

VEGF 323.0±21.86 123.3±7.54

VEGF 10% CSE 171.5 ± 11.1211 65.3 ±5.36

VEGF 10% CSE NAC
258.5 ±19.60# 118.7 ±10.04#

VEGF 10% CSE Vit C
269.3 ± 16.06# 125.7 ± $99#

*

HUVECs were pretreated for 12h with or without 10% CSE and different antioxidants

and then cuïtured at 370 for 24h with or without VEGf on growth factor reduced Matrigel

Matrix as described in material and methods.

tCell migration was assessed by using a Boyden chamber assay. HUVECs were allowed

to migrate from the upper to the lower chamber in presence or absence ofVEGf, for 8h

as described in material and methods.

Tube (branch) formation was determined by counting the number of branches in each

well under 200 X magnification. A branch was defined as a straight cellular segment

connecting two ceil masses (nodes). Data are means ± SE ofthree experiments.

§ P < 0.00 1 vs. Control HUVECs.

P < 0.00 1 vs. RUVECs treated with VEGF

P < 0.00 1 vs. }{UVECs treated with VEGF and 10% CSE
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Abstract

Background: Endothelial dysfunction is one of the earliest pathological effects of

cigarette smoking. It has recently been suggested that endothelial progenitor ceils (EPCs)

could contribute to ongoing endothelial maintenance and repair. Accordingly, we tested

the hypothesis that cigarette smoking is associated with EPC dysfunction.

Methods and Resuits: EPCs were isolated from the peripheral venous blood of 15

healthy smokers and 11 age-matched nonsmokers. The number ofEPCs was significantly

reduced in smokers vs. control subjects (51.6+1.9 vs 120.3+10.0 per power field,

p<0.001). Moreover, the functional activities of EPCs isolated from smokers were

severely compromised. First, the proliferative and migratory response of EPCs isolated

from smokers were reduced by 75 % and 19 % respectively (p<O.05). Second, EPCs from

smokers showed an important decreased adherence to HUVECs that had been previously

activated with tumor necrosis factor-a (TNF-a) (p<O.Ol). Finally, the participation of

EPCs to tube formation in a matrigel assay was reduced by 38 % in smokers vs. control

subjects (p<O.00l). We found that EPCs from smokers had a significant reduction in the

expression of the endothelial ceil-specific markers (VE-cadherin, KDR, and vWF).

Moreover, ROS formation was significantly increased in EPCs from smokers whereas the

semm antioxidant and nitrite levels of smokers were reduced and correlated with

impaired EPC number and functional activity.

Conclusions: Cigarette smoking is associated with a reduced number of EPCs together

with an important impairment of EPC differentiation and functional activities. Our resuits

suggest that EPC dysfunction could contribute to impair blood vessel healing and growth

in smokers.
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Condensed Abstract

We compared the number and the functional activities of EPCs isolated from the

peripheral blood of healthy smokers vs. nonsmokers. We found that cigarette smoking is

associated with a reduced number of EPCs together with an important impairment of

EPC functional activities. We also identified potential mechanisms responsiMe for the

negative effect of smoking on EPCs including increased oxidative stress, decreased NO

availability and impaired EPC differentiation towards an endothelial phenotype.

Key words: Smoking, endothelial progenitor celis, endothelium
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Introduction

Cigarette smoking is the leading modifiable risk factor associated with ischemic vascular

diseases and premature death in developed countries’. Although the association between

cigarette smoking and atherosclerotic vascular diseases is well established, the precise

mechanisms involved are flot completely understood. According to the response to injury

hypothesis, risk factors such as smoking act on a final common pathway that culminates

in endothelial damage andlor endothelial dysfunction2. This endothelial injury is seen as

the initial stimulus that ultimately leads to the deveÏopment of the atherosclerotic lesion.

In agreement with this mechanistic view, endothelial dysfunction is one of the earliest

pathological effects of cigarette smoking, preceding atherosclerotic morphological

changes in the vessel waÏl3.

It has recently been suggested that endothelial progenitor cells (EPCs) could

contribute to ongoing endothelial maintenance and repair8. EPCs can be cultured from

circulating mononuclear ceil bone marrow12, and cord blood’3. They express

a number of endothelial specific ceil-surface markers and exhibit several endothelial

properties9”4. EPCs are important for adult neovascularization in response to ischemia15,

contributing as much as 25% of endothelial celis in the newly formed capillaries’6.

Moreover, EPCs have recently been shown to participate in endothelial repair following

arterial injury in different experimental models4’8. Therefore, EPCs may constitute a

circulating pool of ceils that could contribute to replace injured or dysfunctional

endothelium3.
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The levels of circulating EPCs have previously been shown to be inversely

correlated with the number of cardiovascular risk factors5’17. However, the direct effect of

smoking on EPC number and functional activities is flot well known. Moreover, the

mechanisms involved in the modulation of EPCs by cigarette smoking remain to be

determined. Here we cornpared the number and the functional activities of EPCs isolated

from the peripheral blood of healthy srnokers vs. nonsmokers. These subjects had no

symptoms associated with atherosclerosis and did not present any other conventional

cardiovascular risk factors. The goal of our study was to characterize EPCs in processes

that are critical for blood vessel healing and growth, and to elucidate potential

mechanisms that may contribute to the pathogenesis of atherosclerotic vascular diseases

in smokers.
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Methods

Study Population

The total study population included 15 chronic smokers and 11 control subjects. Smokers

were inciuded in the study if they were smoking 20 cigarettes per day for at least 1 year.

Ail subj ects were free of other traditional cardiovascular risk factors (hypertension,

diabetes mellitus, low MDL, hyperlipidemia or a family history of premature vascular

disease) and were not taking any medication including vitamins. The study protocol was

approved by the local ethics committee and informed consent was obtained from each

subject. As shown in table 1, the groups did not differ in terms of blood pressure, total

cholesterol, HDL, LDL, fasting blood sugar and body mass index (BMI).

EPC Isolation

Peripherai blood mononuclear celis (PBMC) were isoiated by density gradient

centrifugation with Ficoil-Paque (Amersham biosciences) from $0 mL of peripheral

biood, and 1 X 1 06/mL mononuclear ceiis were plated on different culture dishes coated

with fibronectin (Sigma) in endothelial basal medium (EBM) (CÏonetics) supplemented

with endothelial growth medium Single Quots and 20% FCS’7.

EPC Characterizatïon

Afler 4 days in culture, nonadherent cells were removed by thorough washing with PBS

and adherent cells underwent cytochemical analysis. To detect the uptake of 1,1’-

dioctadecyl-3 ,3 ,3 ‘,3 ‘-tetramethylindocarbocyanine-labeled acetylated LDL (DiI-acLDL),
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ceils were incubated with DiI-acLDL (2.5 pg!ml) (molecular probe) at 370 C for 1 hour.

Ceils were then fixed with 2% paraformaldehyde for 10 minutes and incubated with

FITC-labeled Ulex europaeus aggiutinin I (lectin, 10 gIm1) (Sigma) for 1 hour. Dual

staining ceils positive for both lectin and DiILDL were judged as EPCs and counted per

high power fiel&7. Endothelial identity was further confirmed by fluorescent-activated

ccli sorting (FACS) with antibodies recognizing human vascular endothelium (VE)

cadherin, CD 34, KDR (Santa Cmz) and vWF (BD pharmingen). Ail antibodies were

added to 2 X 1 celis for 1 hour at 40 C and a FITC-congugated anti-mouse antibody

(Santa Cruz) was added. Afler incubation, cells were fixed with 1% paraformaidehyde

and quantitative analysis was performed on a fACStar flow cytometer (Becton

Dickinson) measuring 10 000 ceils per sample.

Proliferation Assay

EPC proliferation was assessed using the MTS Celititer 96 aqueous non radioactive celi

proliferation assay (Promega). Afler 4 days in culture, EPCs (1000) were incubated for

24h with 50 ng!ml of VEGF. Afler the treatments, MTS was added to each well to

achieve final concentrations of 0.04 mg!ml. EPC proliferation was quantified afier 4h by

densitometric analysis of MTS tetrazolium compound. Optical density was recorded with

a microplate reader at 490 nm. Readings were corrected for background optical density

by subtracting the readings from EBM/MTS incubated at the same time in the absence of

EPCs. The results of three independent experiments performed in triplicates are

represented. The data are presented as average absorbance ± standard error of the mean.
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Migration Assay

EPC migration was assessed using a modified Boyden chamber assay.

Polyvinylpyrrolidone-free polycarbonate filter Transwell inserts (6.4 mm diameter, 8 tm

pores; Costar, Cambridge, MA) were incubated with 0.1% gelatin and dried. Inserts were

placed in a 24-well plate containing 500 j.tl EBM medium with SOng/ml of VEGf. Afler

4 days in culture, isolated EPCs (15 000) were added to the upper chamber ofthe inserts

in EBM medium. Celis were allowed to migrate from the upper to the lower chamber for

6h at 37 °C. Non-migratory celis were removed from the upper chamber by wiping the

upper surface with an absorbent tip. Ceils that had migrated to the lower side of the

Transwell insert were fixed for 10 minutes with 3.7 % formaldehyde and stained with

hematoxin. Afier extensive PBS washing to remove excess hematoxin, the number of

ceils that had migrated was counted in three different representative high power (200X)

fields per insert. The data are presented as number of celis migrating ± standard error of

the mean.

EPCs Adhesiou to Endothelïal Celis

A monolayer of human umbilical vein endothelial ceils (HUVECs) was prepared 48

hours before the assay by plating 2 X 1 0 ceils (passage 2 to 5) in each well of 4-well

glass siides. HUVECs were pretreated for 12 hours with tumor necrosis factor-a (BD

Biosciences) (1 g!ml). EPCs were labeled with Dii and 2 X 10 EPcs were added to

each well and incubated for 3 hours at 37 °C. Nonattached celis were gently removed

with PBS and adherent EPcs were fixed with 2% paraformaldehyde and counted in 6
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random fields. The data are presented as number of adherent EPCs ± standard error of the

mean.

Matrigel Tubule Assay

Growth factor reduced Matrigel Matrix (Becton Dickinson Labware) was thawed and

placed in 96-well plates at 370 C to allow solidification. DiI-labeled EPCs (3000) were

coplated with HUVECs (12 000) and cultured at 37° for 8h with 50 ng!ml ofVEGF. The

number of incorporated EPCs in tubules was determined in 10 random fields. The data

are presented as number of incorporated EPCs ± standard error ofthe mean.

Nitric Oxide Release

Nitric oxide (NO) production was determined indirectly by measuring the concentration

of the stable end product nitrite in the plasma of the subjects using a commercial kit

(R&D systems) based on the Griess reaction. The data are presented as plasma nitrite

concentration ± standard error ofthe mean.

Measurements of Intracellular Reactive Oxygen Species (ROS) Generation

Intracellular ROS generation was assessed using 2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate

(DCFH-DA). ROS in the celis oxidize DCfH-DA, yielding the fluorescent compound

2’,7’-dichlorofluorescein (DCF). Afler 4 days in culture, the adherent EPCs were washed

and DCFH-DA (1 0imol/L) was added for 30 minutes at 37°C in the dark. The media was

removed, ceils were washed twice with PBS, detached with trypsin and washed in P55.

Afier centrifugation, the pellet was suspended in PBS and formation ofROS was detected
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by the fluorescent signal obtained using a FACStar flow cytometer (Becton Dickinson)

measuring 10 000 ceils per sample. The data are presented as fluorescence intensity units

± standard error of the mean.

Apoptosis and Necrosis

For determination of apoptotic and necrotic celis, EPCs were washed with PBS, detached

with trypsin, washed in PBS, and resuspended in binding buffer (Intergen Company)

according to the manufacturer instructions. After centrifugation, the pellet was suspended

in binding buffer and incubated for 15 minutes with 5 d Annexin-fITC (Intergen

Company) and 5 iii of propidium iodide (PI) (Intergen Company) and the samples were

quickly analyzed by flow cytometry (see above).

Plasma Antioxîdant Levels

Plasma antioxidant concentration was determined using the total antioxidant status assay

kit (Calbiochem). The assay relies on the ability of the antioxidants in the sample to

inhibit the oxidation of 2,2’-Azino-di(3-ethylbenzthiazoline suiphonate) (ABT$) to

ABTS by metmyoglobin, a peroxidase. The amount of ABTS is monitored by reading

the absorbance at 600 nm. The antioxidants in the sample cause suppression of the

absorbance to a degree proportional to their concentration. The data are presented as

plasma antioxidant concentration ± standard error of the mean.
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Statistical Analysis

Ail resuits are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was evaluated by ANOVA

or 2-tailed unpaired Student’s t test for comparisons between the mean of 2 groups. Linear

regression analyses and Pearson correlation were used for comparison of the number of EPCs

or incorporated EPCs with plasma nitrite or antioxidant levels. A value of p<0.05 was

interpreted to denote statisticai significance.
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Resuits

EPC Characterization

EPCs were isolated from PBMC as previously described’7. Culture of total PBMCs resulted in

the emergence ofcharacteristic spindie-shape ceils and the stemlprogenitor cdl characteristics

ofEPCs is evidenced by their proliferative capacity to form endothelial colonies (Figure lA).

After 4 days in culture, the supernatant including the suspending celis was removed and the

adherent celis were washed twice. Adherent celis grown from total mononuclear cells (MNC)

were found to endocytose acLDL and bind UEA-l lectin (Figure 13). In addition, FACS

analysis confirmed that the vast majority of ceils express markers consistent with endothelial

lineage including VE-cadherin, KDR and vWF (Figure 1C).

EPC Numbers, Migration and Proliferation

We compared the number of EPCs isolated from the peripheral blood of 15 smokers and il

control subjects with similar characteristics (Table 1). As illustrated in Fig. 2A-B, the number

ofEPCs was significantly reduced in smokers compared to controls (5 1.6± 1.9 vs 120.3±10.0

EPCs per power field, p<O.001). The lower number of EPCs in smokers could not be

explained by an excessive cellular death, as similar low levels (3-5%) of apoptosis and

necrosis were found in both groups of subjects (data flot shown). To specifically investigate

the effect of smoking on EPC functional activities, EPCs were isolated after 4 days in culture

and equal numbers of EPCs from smokers and controls were used in the following

experiments. Using the MTS assay, the proliferative activity of EPCs in response to VEGF

was found to be severely compromised in smokers compared to controls (75% reduction,

p<O.O5, Fig. 2C). Migration ofisolated EPCs in response to VEGF was also determined using
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a modified Boyden chamber. As illustrated in figure 2D, the migratory capacity of EPCs

isolated from smokers was significantly impaired compared to controls (140.8±7.7 vs

173.1±9.4 EPCs per power field,p<0.01).

EPC Adhesion to Mature Endothelial Celis

Adhesion to both activated endothelial celis and the extracellular matrix is believed to be

important during vascular healing and new blood vessel growth’. Therefore, we assessed the

adhesion of EPCs from smokers and control subjects to a TNF-Œ stimulated HUVEC

monolayer. EPCs from smokers were found to be significantÏy impaired in their ability to

adhere to a HUVEC monolayer activated with TNF-a (3 1.5±1.6 vs 5 1.9±3.9 EPCs per high

power field,p< 0.0001) as shown in figure 3A and 33.

Matrigel Tubule Assay

A Matrigel tubule assay was performed to investigate the abulity of EPCs to integrate and

incorporate into vascular structures. Cocultures ofEPCs and RUVECs on Matrigel matrix lcd

to the formation of an extensive tubule network in both smoker and control samples.

Fluorescent labeling of EPCs with Dii enabled distinction from RUVECs, and analysis under

fluorescence revealed that fewer EPCs from smokers were incorporated into tubules when

compared with EPCs from controls (260.4±15.8 vs. 162.1±9.7 per high power field,p<

0.000 1) (Figure 3 C-G).
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Expression of EC-Specific Markers

To study the effect of smoking on EPC differentiation, we compared the expression of EC

specific markers (Ve-Cadherin, KDR, and vWF) in EPCs isolated from smokers and control

subjects. Smoking had no effect on the percentage of positive celis for the different markers

(data not shown). However, the fluorescence intensity for each marker was significantly

attenuated in EPCs from smokers when compared to control subjects, indicating reduced

expression of each marker per celi (figures 4A and 4B). Therefore, cigarette smoking seems

to have a negative impact on EPC differentiation towards an endothelial phenotype.

Oxidatïve stress and ROS formation.

Endothelial dysfunction induced by cigarette smoking has been associated with an

increased vascular production ofreactive oxygen species (ROS) together with a reduced

endothelial NO availability’ 9-21 Accordingly, we investigated the relationship between

oxidative stress, NO levels and EPC number and functional activity. ROS generation in

EPCs was assessed by flow cytometry and microscopy using the fluorescent compound

DCF. As illustrated in figure 5, EPCs from smokers demonstrated significantly higher

ROS production as compared to EPCs from control subjects. In addition, the plasma

antioxidant activity was significantly reduced in smokers (figure 6A), and lower

antioxidant activities were correlated with a reduced number ofEPCs together with a

reduced incorporation ofEPCs into vascular structures (figures 6B and 6C). Similarly,

we found a significant reduction of plasma nitrite concentration in smokers (Figure 6D).

Lower nitrite concentrations were correlated with reduced number ofEPCs and impaired
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Discussion

Endothelial integrity depends on a balance between the magnitude of injury and

the capacity for repair. Although endothelial healing vas previously thought to occur

solely through the extension of neighboring mature endothelial celis, there is growing

evidence that EPCs also contribute to this process58. Cigarette smoking represents a

major cardiovascular risk factor that leads to endothelial injury and dysfunction. The

resuits of the present study suggest that EPC dysfunction could contribute to impair

endothelial integrity and promote the development of atherosclerotic vascular diseases in

srnokers.

Previous studies regarding the effect of smoking on EPCs have been inconclusive.

In patients with a variety of risk factors, cigarette smoking was found to be the most

important independent predictor of reduced EPC levels, although smoking by itself did

not have a significant effect on EPC migration17. In contrast, in another study involving

patients with or without conventional cardiovascular risk factors, smoking was not found

to be an independent predictor of endothelial-progenitor-ceÏl counts5. These discrepancies

might be explained by the relatively small proportion of smokers in some studies5, and

the difficulty of isolating the specific role of smoking in the presence of other

confounding cardiovascular risk factors5”7. Here we studied the direct effect of smoking

on EPCs in healthy subjects that had no symptoms associated with atherosclerosis and

did not present any other conventional cardiovascuÏar risk factors.
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The number of EPCs that we could isolate from the peripheral blood of chronic

smokers was reduced by more than 50% compared to controls. Low levels of circulating

EPCs in smokers could be caused by a number ofmechanisms. Cigarette smoke contains

more than 4000 lmown constituents, including large amounts of free radicals and

prooxidants. Oxidative stress is associated with reduced NO production and endothelial

dysfunction following cigarette smoke exposure20. Here we found that ROS formation

was significantly increased in EPCs isolated from smokers. Although this was flot

associated with an increased cellular death in culture, high levels of oxidative stress in

smokers could potentially influence the mobilization and/or the survival of EPCs in vivo.

Interestingly, decreased plasma antioxidant levels and EPC counts in smokers were

correlated with reduced availability of NO, a factor that has recently been shown to be

essential for the mobilization of EPCs from bone marrow22. Therefore, lower NO levels

could contribute to the reduction of peripheral EPCs in smokers. Another possibility for

the reduced number of EPCs is that continuous endothelial damage or dysfunction caused

by cigarette smoking eventually leads to exhaustion of EPC supply. This mechanism was

previously suggested in subjects at high risk for cardiovascular disease5. Although this

hypothesis was not directly tested here, it seems logical to believe that reduced EPC

levels in smokers is the consequence of decreased supply in the setting of increased

progenitor celi utilization for vascular repair.

The results of the present study clearly indicate that cigarette smoking does not only

influence the absolute number of EPCs, but also significantly modulates their functional

activities. Cellular proliferation and migration in response to VEGF were significantly
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impaired in EPCs isolated from smokers. Moreover, EPCs from smokers were found to

exhibit a reduced ability to adhere to a HUVEC monolayer that had been activated with TNF

a. These processes are obviously important for vascular healing and reendothelialization

following injury, but are also essential in the setting of neovascularization in response to

ischemia. Several experimental studies indicate that EPCs make a significant contribution to

postnatal neovascularization9’15. Therefore, a reduction in the number andlor the functional

activities of EPCs might impair vascuiarization in patients with coronary artery diseases. In

the present study, we found that EPCs from smokers were significantly impaired in their

ability to incorporate into tubules with HUVECs. Because this assay evaluates multiple

cellular processes involved in blood vessel growth, our resuits suggest that impaired EPC

functional activities might contribute to explain the previously described reduced

neovascularization response in animais exposed to cigarette smoke23.

Several mechanisms couid contribute to impair EPC functional activities in smokers.

Cigarette smoking seems to have a negative impact on EPC differentiation towards an

endotheiial phenotype. More specifically, EPCs isolated from smokers had a significant

reduction in the expression of the VEGF receptor KDR, which mediates VEGF-induced

proliferation, migration, and angiogenesis in endothelial cells24. EPCs from smokers also

demonstrated a significant downregulation of VE-cadherin, an endothelium specific cadherin

that is required for celi adhesion and normal vascularization in the embryo and in adults25’26.

Another important factor that could modulate EPC functional activities in smokers is

oxidative stress. EPCs have been shown to express higher levels of anti-oxidative enzymes

and enhanced protection against oxidative stress compared to mature endothelial cells27.
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Moreover, the inhibition of anti-oxidative enzymes in EPCs leads to increased ROS formation

together with impaired migratory capacit?7. hi the present study, we found that EPCs isolated

from smokers exhibit higher ROS expression compared to controls. We also demonstrated

that lower serum antioxidant levels in smokers correlate with reduced EPC functional activity.

Taken together, these resuits suggest that increased oxidative stress in smokers is at least

partly responsible for EPC impaired functional activities. finally, recent studies have

demonstrated that NO is an essential mediator of endothelial ceil migration28, VEGF-induced

neovascularization29’30, and EPC mobilization22. Here we showed that nitrite levels are

reduced in smokers and that lower serum nitrite levels correlate with impaired EPC functional

activity. Accordingly, reduced NO availability in smokers could contribute to impair both the

number and the ftmnctional activities ofperipheral EPCs.

The resuits of the present study could have important clinical implications. There has

been growing interest in using autologous EPC administration to restore blood flow in

patients with vascular diseases’4’30. Our studies suggest that cigarette smoking could

constitute a significant limitation for this type of therapy because of its negative effects on

EPC number and functional activities. In a recent study, smoking cessation was shown to

rapidly increase EPCs in chronic smokers31. However, the improvement in EPC counts afler

smoking cessation was smaller in heavy smokers compared to light smokers, which suggests

that there might be long-terni negative effects of cigarette smoking on EPCs. Accordingly, the

time that is necessary to regenerate the pool of circulating EPCs afler smoking cessation is

currently unknown. Moreover, the effect of smoking cessation on the recuperation of EPC

functional activities remains to be determined.
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In summary, this study demonstrates that cigarette smoking is associated with a

reduced number of EPCs together with an important impairment of EPC functional

activities. Potential rnechanisms responsible for the negative effect of smoking on EPCs

include increased oxidative stress, decrease NO availability and impaired EPC

differentiation towards an endothelial phenotype. We propose that EPC dysftinction

associated with smoking impairs vascular healing following injury and thcrefore

contributes to the pathogenesis of atherosclerotic vascular diseases. Moreover, EPC

dysfunction in smokers might significantly impair neovascularization in response to

ischemia and limit the efficacy of cellular therapies aiming at blood flow restoration.
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Figure Legends

Figure 1. Identification of the endothelial lineage phenotype of EPCs. A) Culture of

peripheral blood mononuclear celis resulted in the emergence of characteristic spindie

shaped EPCs and EPC colonies characterized by a cluster ofrounded ceils surrounded by

radiating spindle-shaped celis. B) EPCs were shown to uptake acetylated LDL and bind

lectin-FITC. Merged images show that celis are dual positive. C) Representative Side

scatterpiot of cultured EPCs showing one ce!! population. Expression of endothelial

marker proteins on EPCs was analyzed by FACS. VE-cadherin, KDR, and vWF staining

are shown compared to isotype controls.

Figure 2. EPC number, proliferation and migration. A) Representative pictures of stained

EPCs (acLDL, Ïectin-fITC and DAPI) from controls and smokers. B) Quantification of these

cultures revealcd that smoking significantly reduces EPC number. C) Ceil proliferation was

assessed using the MIS assay. Statistica! analysis revea!ed that EPCs from smokers have

significant impainnent in proliferation. D) Cell migration was assessed using a modifled

Boyden chamber assay. Statistical analysis demonstrated that EPC rnigratory function is

impaired in smokers. Data are mean ± SEM * p< 0.01.

Figure 3. EPC adhesion and tubulization. A) EPCs were labeled with a Dii fluorescent

marker (red) and allowed to adhere to a monolayer of TNF-c-stimulated HUVECs (blue,

nuclear stain DAPI) for 3 hours. Representative pictures illustrating adhesion of control

( EPCs vs smoker EPCs are shown. B) Significantly fewer EPCs from smokers adhere to
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HUVECs. C-F) Fluorescent-labeled EPCs (red) were coplated with HUVECs

(transparent) to form tubule structures on Matrigel. Superimposed light and fluorescent

images of identical fields reveal that control EPCs (C-D) integrated more the vascular

structure when compared to EPCs from smokers (E-F). This is more clearly shown in a

high power fields where arrows represent incorporated EPCs (D-F). G) Quantification of

incorporated EPCs showed that significant fewer EPCs from smokers integrated into

tubuies. Data are mean ± SEM * p< 0.01.

Figure 4. EPC differentiation. A) Expression of EC-specific markers (Ve-cadherin,

KDR, vWF) on EPCs from control subjects versus EPCs from smokers analyzed by flow

cytometry. B) The mean fluorescence intensity was analyzed and revealed that ail

markers wcre less expressed on EPCs from the smoker group. Data are mean ± SEM * p<

0.01.

Figure 5. ROS generation in EPCs. Intracellular ROS generation was assessed using 2’,

7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) and analyzed by flow cytometry. A)

Representative histogram showing the levels of ROS expression in controls and smokers

compared to unstained EPCs. The difference in mean fluorescent intensity is statistically

significant. Data are mean ± SEM * p< 0.01. B) Representative pictures of ROS

generation in controls and smokers afler counterstaining with the nuclear dye DAPI.

Figure 6. Effect of antioxidant and nitrite plasma concentrations on EPC number and

incorporation into vascular structure. The number of EPCs and their incorporation into
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vascular structures are dfrectly conelated with plasma antioxidant and nitrite

concentrations. * p< 0.05, ** p< 0.01.
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TABLE 1. Clinical Characterïstics of the Study Population

Control Smokers P
Subjects (n=15)
(n=l1)

Age, years 36 ±2.8 37 ±1.9 0.89
Sex,%rnen 40 40 0.86
Systolic BP, mm Hg 113 ±3.6 110 ±3.4 0.51
Diastolic BP, mm Hg 70 ±2.7 6$ ±2.3 0.49
Weight, kg 70.0 ±2.3 71 ±4.7 0.96
Height, m 1.7 ±0.036 1.7 ±0.027 0.60
BMI,kg/m2 24.5±0.68 25.0±1.3 0.71
Glucose, mmol/L 4.8 ±0.12 4.8 ±0.14 0.86
Total Cholesterol, mmol/L 4.9 ±0.23 4.9 ±0.2 1 0.93
LDL, mmol/L 3.0 ±0.22 3.0 ±0.18 0.92
HDL, mmol/L 1.4 ±0.10 1.3 ±0.071 0.62
Total Chol/HDL 3.7 ±0.36 3.8 ±0.26 0.84
Triglyceride mmol/L 1.0 ±0.19 1.0 ±0.16 0.97
Years of Smoking 18 ±2.3
Cigarettes/Day 22 ±1.3
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3.DISCUSSION

Le tabagisme représente l’une des causes majeures de morbidité et de

mortalité des pays industrialisés. Les fumeurs meurent en moyenne 8 ans avant les

non-fumeurs (Ezzati and Lopez 2003). La principale cause de mortalité liée au

tabagisme est l’infarctus du myocarde (Kannel and Abbott 1984). Cette surmortalité

semble donc principalement attribuable à l’augmentation de la prévalence des

maladies cardiovasculaires ischémiques. Il est maintenant bien établi que le

tabagisme accélère le processus d’athérosclérose (Howard, Wagenknecht et al.

1998). Son action athérogène semble liée à de nombreuses altérations portant sur la

fonction endothéliale, le tonus vasculaire, l’hémostase, les lipides et les cellules

inflammatoires. Outre une accélération du développement de l’athérosclérose, le

tabagisme favorise également la survenue d’accidents cardiovasculaires aigus. Les

complications aigus du tabagisme sont le résultat d’effets complexes qui se

caractérisent par l’induction d’un état d’hypercoagulabilité, une réduction du

transport et de la délivrance de l’oxygène, une libération de catécholamines et une

vasoconstriction. Les effets néfastes aigus et chroniques du tabagisme entraînent

donc une augmentation des besoins en oxygène, alors que les apports sanguins sont

diminués. Cette altération de la balance en oxygène est à l’origine de l’hypoxie au

niveau du myocarde et des muscles périphériques. Dans une situation d’ischémie et

d’hypoxie, l’organisme s’adapte en développant un nouveau réseau vasculaire afin

d’irriguer le tissu en nutriments et en oxygène et ainsi maintenir son intégrité. Bien

que plusieurs phénotypes cliniques semblent reconnus comme modulateurs de la

formation de nouveaux vaisseaux en réponse à l’ischémie, l’effet du tabagisme sur la
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néovascularisation post-ischémie demeure obscur. Les résultats du présent projet de

recherche démontrent que l’exposition à la fumée de cigarette entraîne une

diminution de la néovascularisation en réponse à l’hypoxie ou suite à une stimulation

par le VEGF. Nos études démontrent aussi que le tabagisme diminue la

néovascularisation en inhibant à la fois l’angiogenèse et la vasculogenèse.

La première étude du projet de recherche visait à évaluer in vitro et in vivo

l’effet de l’exposition à la fumée de cigarette sur l’angiogenèse en réponse à

l’ischémie. In vitro, nous avons démontré au moyen d’essais de matrigel que les

cellules endothéliales humaines de veine ombilicale (HUVECs) exposées à une

solution d’extraits de fumée de cigarette (CSE) formaient moins de tubules en

situation d’hypoxie. In vivo, nous avons utilisé un modèle murin d’ischémie du

membre inférieur afin d’évaluer l’effet de l’exposition à la fumée de cigarette sur

l’angiogenèse en réponse à l’ischémie. Chez les souris exposées à la fumée de

cigarette, la récupération du flux sanguin (évaluée par Laser Doppler) était nettement

inférieure à celle observée chez les souris contrôles. Cet effet néfaste du tabagisme a

pu être confirmé au niveau microvasculaire en évaluant la densité capillaire à l’aide

d’un marquage immuno-histologique des cellules endothéliales, le CD3 1. Ainsi, la

densité capillaire était également substantiellement réduite chez les souris exposées à

la fumée de cigarette. Plusieurs mécanismes potentiellement impliqués dans

l’inhibition de l’angiogenèse par le tabagisme peuvent être suggérés.

L’angiogenèse est un processus complexe considéré comme la succession

de plusieurs étapes dans lesquelles les cellules endothéliales jouent un rôle central: 1)
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dissolution de la matrice de soutien des cellules endothéliales; 2) migration, adhésion

et prolifération des cellules endothéliales; 3) différenciation des cellules

mésenchymateuses et production d’une nouvelle matrice extracellulaire; 4) formation

d’une nouvelle structure tubulaire (Munoz-Chapuli, Quesada et al. 2004). Le VEGF

est un facteur de croissance angiogénique ayant comme cible principale les cellules

endothéliales. Ainsi, il participe à chacune des étapes de l’angiogenèse (Shibuya

2001). En présence d’une ischémie vasculaire chronique, le VEGF est induit via des

éléments de réponse à l’hypoxie localisés au niveau du promoteur du gène. Ces

éléments sont des sites de liaison pour un facteur de transcription spécifique, le HIF

1 (Hypoxia Inducible Factor). Suite à la stabilisation du HLF-1Œ par l’hypoxie et à sa

dimérisation avec le HIF-1f3, l’induction de la transcription de l’ARNm du VEGF est

médiée par la liaison de ce dimère (HIF-l) à un site de liaison sur le promoteur du

gène du VEGF, l’élément de réponse à l’hypoxie (hypoxia responsive element, HRE)

(Semenza 2000). La réponse angiogénique à l’ischémie semble être dépendante de

cette voie de signalisation. Nos résultats démontrent que l’exposition à la fumée de

cigarette inhibe l’expression protéique du VEGF en condition d’hypoxie ou dans le

muscle ischémique. L’exposition à la fumée de cigarette est également associée à

une réduction de l’expression protéique du HIF-1c à une diminution de l’activité de

liaison à l’élément de réponse à l’hypoxie (HRE), et à une diminution de la demi-vie

du HTF-la. Afin de renverser l’inhibition de l’expression du HIF-1Œ par l’exposition

à la fumée de cigarette en réponse à l’ischémie, nous avons utilisé un vecteur

adénovirus. Le ad.HLF-1aIVP-16 est un vecteur codant pour un facteur de

transcription hybride (HIF-la NP-16) qui, contrairement au HIF-1Œ, est stable en
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normoxie et en hypoxie. Ce facteur de transcription se lie au site sur le promoteur du

gène du VEGF (HRE) afin d’induire la transcription de l’ARNm du VEGF. Lorsque

les HUVECs exposées au CSE sont infectées avec ce vecteur, l’expression du VEGF

est récupérée ainsi que la formation de tubules. De la même façon, lorsque ce vecteur

est injecté au moment de la chirurgie dans le muscle de souris exposées à la fumée de

cigarette, l’expression musculaire du VEGF et le flot sanguin sont récupérés.

Ces résultats suggèrent que l’exposition à la fumée de cigarette interfère avec

la stabilisation du HIF-1Œ dans des conditions d’hypoxie, empêchant son

accumulation et entravant l’activation transcriptionnelle du VEGF. La dégradation

du HTF- 1 Œ est un processus complexe qui fait intervenir différents médiateurs. HIE

1Œ est induit lors de l’hypoxie par un mécanisme post-traductionnel. La partie C-

terminale de la protéine comporte un domaine sensible à l’oxygène (oxygen

dependent degradation domain, ODD) qui, dans des conditions de normoxie, est

rapidement ubiquitinylée et dégradée dans le protéasome. Cette dégradation rapide

est médiée par le facteur Von Hippel Lindau (VHL) qui lie HIE-let et induit son

ubiquitination (Maxwell, Wiesener et al. 1999; Tanimoto, Makino et al. 2000). En

condition d’hypoxie, la stabilité du HIE-la est assurée par différents mécanismes

(Semenza 2000; Semenza 2000; $emenza 2002). La voie de signalisation PI

3KJPP3/Akt semble être particulièrement impliquée dans la stabilisation de la

protéine HIE-la par l’hypoxie (Minet, Michel et al. 2001). En effet, il a été rapporté

que l’utilisation de mutants dominants négatifs soit pour le PI-3K ou pour l’Akt

inhibe l’activation du HIE-1 et empêche la surexpression du VEGF en réponse à

l’hypoxie (Zundel, Schindler et al. 2000; Minet, Michel et al. 2001). D’après
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plusieurs études, l’hypoxie active cette voie via deux mécanismes. Premièrement, il

semble que l’hypoxie induise la production de petites quantités d’espèces radicalaires

dérivées de l’oxygène (ROS) par les mitochondries ou par la voie dépendante de la

NADPH-oxydase. Une stimulation ponctuelle du PI-3K par les ROS activerait la

voie de signalisation et empêcherait la dégradation du HIF-1Œ par le protéasome

(Chandel, Maltepe et al. 199$; Ushio-fukai, Alexander et al. 1999; Chandel,

McClintock et al. 2000). Il a aussi été démontré qu’en normoxie, le phospho-inositol

triphosphates (PLP3) était dégradé par une phosphatase, la PTEN (tumor supressor

factor phosphatase and tensin hornolog deleted on chromosome 10). Cette

dégradation empêche l’activation de l’Akt et l’expression du VEGF (Sun, Lesche et

al. 1999; Zhong, Chues et al. 2000; Zundel, Schindier et al. 2000). L’hypoxie inhibe

le PTEN ce qui entraîne la phosphorylation d’Akt, la stabilisation du HW-1Œ et

l’expression du VEGF (Iyer, Kotch et al. 199$). Dans cette étude, bien que nous

démontrons que l’exposition à la frimée de cigarette accélère la dégradation du HIF

1Œ, les mécanismes impliqués dans ce processus demeurent obscurs. Cependant, une

étude parue en 1999 indique que le monoxyde de carbone inhibe l’activité de liaison

de Hff-1 au HRE en entravant l’accumulation de la protéine HIF-lu (Huang,

Willmore et al. 1999). Le monoxyde de carbone est un constituant important de la

fumée de cigarette. L’augmentation de la dégradation du HIF-1Œ par l’exposition à la

fumée de cigarette observée dans notre étude pourrait ainsi être expliquée par la

présence du monoxyde de carbone. De plus, à la lueur des résultats obtenus au cours

de la deuxième étude, d’autres hypothèses peuvent être avancées pour expliquer la

dégradation du HLF-1Œ par la fumée de cigarette. Dans notre modèle in vitro, nous
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avons démontré que l’exposition des HUVECs au CSE augmentait substantiellement

la génération intracellulaire de ROS. Cette production excessive de ROS était

associée à une altération de l’activation de la voie de signalisation PI-3KJAkt. Le

tabagisme, en augmentant la génération intracellulaire de ROS, pourrait donc inhiber

l’activation de la voie de signalisation PI-3K/Akt et ultimement la stabilisation du

HIF-la en situation d’hypoxie. Cette hypothèse pourrait être investiguée

premièrement en évaluant les niveaux de stress oxydant dans le muscle ischémique à

différents temps (avant la chirurgie, et aux jours 3, 7 et 14 post-ischémie) en

mesurant le degré de nitration des protéines (un bon indice de la présence de ROS

particulièrement de peroxynitrites). De plus, il serait très intéressant de tester

l’impact d’un traitement d’antioxydants sur ces niveaux de ROS et ultirnement sur la

récupération du flux sanguin, la densité capillaire et la voie de signalisation

VEGf/HIF-la.

Il a aussi été démontré que le tabagisme entraînait des mutations pouvant

modifier l’activité de la PTEN (Anderson and Bozinovski 2003). De cette façon, une

augmentation de l’activité de la PTEN favoriserait la dégradation du PIP3, empêchant

ainsi la phosphorylation de l’Akt et la stabilisation du HIF-la. Cette hypothèse

pourraient être investiguée en évaluant l’expression et l’activité de la PTEN dans

notre modèle.

En plus de son effet délétère sur la voie de signalisation HLF-la/VEGf,

d’autres mécanismes peuvent être impliqués dans l’inhibition de la

néovascularisation par le tabagisme. Notre deuxième étude visait à évaluer l’effet de
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l’exposition à la frimée de cigarette sur la réponse endothéliale suite à une

stimulation par le VEGF. Tel que discuté précédemment, l’angiogenèse est un

processus complexe dans lequel les cellules endothéliales jouent un rôle primordial.

L’intégrité de la fonction endothéliale est donc essentielle afm de s’assurer d’une

réponse angiogénique adéquate. Le \TEGF agit via ses récepteurs (Flt-1/KDR) situés

sur les cellules endothéliales et active plusieurs voies intracellulaires qui induisent la

perméabilité vasculaire, la migration, la prolifération endothéliale et la formation de

tubules (Gerber, McMurtrey et al. 199$). De récentes études indiquent que le NO est

un important médiateur des effets induits par le VEGf, notamment en ce qui

concerne la perméabilité vasculaire, la migration endothéliale et la formation de

tubules (Morbidelli, Chang et al. 1996; Murohara, Witzenbichler et al. 1999). En

effet, il a été démontré que le VEGF active la synthase du monoxyde d’azote (eNOS)

via la voie de signalisation PI-3KIAkt, entraînant la relâche de NO. L’inhibition de

l’activité de eNOS atténue la migration des cellules endothéliales in vitro et

l’angiogenèse in vivo suite à une stimulation avec le VEGF. Ainsi, l’importance du

NO dans l’angiogenèse post-natale semble bien documentée.

Le tabagisme est associé à une dysfonction endothéliale caractérisée par une

réduction de la production de facteurs protecteurs, notamment le NO (Higman,

Strachan et al. 1996; Tsuchiya, Asada et al. 2002; Tentolouris, Tousoulis et al. 2004).

Cette altération des fonctions endothéliales se manifeste par l’apparition d’une

vasoconstriction à l’acétylcholine et par une réduction de la vasodilatation flux

dépendante (Heitzer, YÏa-Herttuala et al. 1996; Raij, DeMaster et al. 2001; Burke

and Fitzgerald 2003; Ambrose and Barua 2004). Différentes hypothèses ont été
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proposées pour expliquer cette diminution de la biodisponibilité du monoxyde

d’azote par le tabagisme: réduction de l’expression de la NO synthase ou

modification post-fraductionnelle diminuant son activité, réduction de la disponibilité

en substrat (L-arginine), en cofacteurs (BH4), altération des systèmes

transmembranaires de transduction des signaux (récepteur, protéine G) ou enfin une

majoration de la dégradation du NO par l’augmentation du stress oxydant (anion

superoxyde) (Wang 2000; Wang, Sim et al. 2000; Tsuchiya, Asada et al. 2002;

Vleerning, Rambali et al. 2002; Barua, Ambrose et al. 2003; Tentolouris, Tousoulis

et al. 2004).

Les résultats de notre deuxième étude indiquent que l’exposition à la fumée

de cigarette entrave la réponse endothéliale suite à une stimulation au VEGF. De

plus, nous démontrons que l’exposition à la fumée de cigarette réduit la relâche

endothéliale de NO induite par le VEGF, vraisemblablement via la voie Akt/eNOS.

De façon intéressante, l’exposition des cellules endothéliales à la fumée de cigarette

inhibait sélectivement la migration et non la prolifération. Cette observation est

supportée par d’autres études démontrant que l’inhibition de la eNOS atténue

principalement la migration endothéliale mais non la prolifération (Murohara,

Witzenbichler et al. 1999; Chavakis, Dembach et al. 2001; Urbich, Dembach et al.

2002). Globalement, nos résultats indiquent que l’exposition à la fumée de cigarette

compromet la réponse angiogénique induite par le VEGF via une diminution de la

libération de NO par les cellules endothéliales.

Le mécanisme par lequel l’exposition à la fumée de cigarette entrave la

libération de NO et la réponse angiogénique induite par le VEGf semble impliquer
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la formation d’espèces radicalaires dérivées de l’oxygène. Dans la fumée de

cigarette, plus de 4000 composés et une quantité importante de ROS ont été

identifiés. (Smith and Fischer 2001). Certaines de ces substances sont des radicaux

libres alors que d’autres, en étant cytotoxiques, vont induire l’activation cellulaire et

la production de ROS via différentes voies: chaîne de transport d’électrons, la voie

de la xanthine oxydase, de la NADPH-oxydase, des myéloperoxydases, de la

cyclooxygénase et de la lipooxygénase (Burke and Fitzgerald 2003; Ambrose and

Barua 2004; van der Vaart, Postma et al. 2004). Finalement, certains composés

interagissent avec des intermédiaires du métabolismes cellulaires pour produire des

ROS. Nos résultats démontrent que les cellules endothéliales exposées au CSE

génèrent davantage de ROS et que cette surproduction peut être prévenue par un

traitement antioxydant avec le N-acétylcystéine (NAC) ou la vitamine C. De plus, le

NAC et la vitamine C récupèrent la relâche endothéliale de NO ainsi que la

migration et la formation de tubules par les HUVECs exposées au CSE. Ces résultats

corroborent ceux obtenus par d’autres groupes de recherche démontrant que le stress

oxydant inhibe la migration endothéliale et l’angiogenèse. En effet, Urbich et coli.

ont démontré qu’une induction de la synthèse intracellulaire de ROS par le ligand

CD4O inhibait la migration des cellules endothéliales et la formation de tubules

(Urbich, Dembach et al. 2002). Dans cette étude, l’effet délétère observé suite à une

augmentation intracellulaire de ROS pouvait aussi être renversé par un traitement

avec le NAC et la vitamine C. Une autre étude démontre que les LDL oxydées

inhibent la migration des cellules endothéliales induite par le VEGF via une

déphosphorylation de Akt/eNOS et la relâche de NO (Chavakis, Dembach et al.

ç—
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2001). Globalement, ces résultats et nos données indiquent que le stress oxydant

diminue la réponse angiogénique médiée par le VEGF en compromettant l’activation

de la voie de signalisation Akt/eNOS/NO dans les cellules endothéliales. À cet égard,

les peroxynitrites pourraient être particulièrement impliqués dans l’inhibition de cette

voie de signalisation par le tabagisme. Les peroxynitrites sont produits suite à

l’interaction entre l’anion superoxyde et le NO et leurs niveaux sont fortement

augmentés chez les fumeurs (Yamaguchi, Kagota et al. 2000; Chehne, Oguogho et

al. 2001; Nia, Van Schooten et aI. 2001; Dietrich, Block et al. 2002; Miller, Pankow

et al. 2003; Yamaguchi, Matsuno et al. 2004). Certains auteurs ont démontré que les

peroxynitrites inactivent la fonction de survie cellulaire induite par le VEGF en

inhibant la phosphorylation de Akt et eNOS et en activant la MAPK p38 (Zou MH,

Hou XY et al 2002; El-Remrnessy AB, Bartoli M, et al 2004). En contre partie, des

groupes de chercheurs soutiennent que la formation de peroxynitrites pourrait ne pas

être cytotoxique tel que suggéré. En effet, en présence de niveaux suffisants de

glutathione, les peroxynitrites se transformeraient en nitroso-glutathione, une

molécule libérant du NO (Navarro-Antolin J, Lopez-Munoz MI et al 2001; Moro

MA, Darley-Usmar VM et al. 1994).

Afin d’évaluer cette hypothèse, les niveaux de peroxynitrites pourraient être

évalué de différentes façons soit via l’évaluation de la nitration des protéines,

l’oxydation du composé dihydrorhodamine 123 ou via une réaction de

chemilumicescence en utilisant le LumH2 (Tarpey MM, fridovich I., 2001). De plus,

l’effet d’un traitement antioxydant sur les niveaux de peroxynitrites ainsi que sur
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l’activité de Akt et eNOS dans notre système pourrait être évalué afin de cerner

l’implication de ce radical oxygéné.

Chez le fumeur la présence d’un stress oxydant est reflétée par la diminution

tissulaire et plasmatique des vitamines antioxydantes (Alberg 2002; Kelly 2002;

Kelly 2002; Barua, Ambrose et al. 2003; Kelly 2003 ). De plus, plusieurs marqueurs

du stress oxydant sont retrouvés en abondance aux niveaux plasmatique, tissulaire et

urinaire (Yamaguchi, Kagota et al. 2000; Chehne, Oguogho et al. 2001; Nia, Van

Schooten et al. 2001; Dietrich, Block et al. 2002; Miller, Pankow et al. 2003;

Yamaguchi, Matsuno et al. 2004). Ainsi, plusieurs auteurs soutiennent que les effets

délétères du tabagisme seraient essentiellement la conséquence de l’action des ROS

et des radicaux libres. De plus, plusieurs études montrent que les fumeurs bénéficient

d’un supplément d’antioxydants. En effet, le dysfonctionnement endothélial associé

au tabagisme semble être réversible par l’administration continue de vitamines

antioxydantes, notamment la vitamine C et E. La L-arginine, la taurine, le BH4 et

certains inhibiteurs d’ enzymes produisant des radicaux libres peuvent également

normaliser la vasodilatation chez le frimeur (Heitzer, Just et al. 1996; Campisi,

Czemin et al. 1999; d’Uscio, Milstien et aI. 2003; fennessy, Moneley et al. 2003;

Guthikonda, Sinkey et al. 2003). Nos résultats démontrant qu’un traitement

d’antioxydants diminue la génération de ROS, récupère la phosphorylation de Akt et

eNOS et préserve la réponse angiogénique appuient ces études.

Jusqu’à maintenant nous avons convenu que les ROS avaient principalement

un effet néfaste sur la fonction endothéliale. Cependant, une certaine libération de

ROS semble être essentielle pour la physiologie vasculaire normale et la réponse
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angiogénique. En effet, bien qu’initialement les ROS aient été associés à des effets

cellulaires principalement toxiques et pro-apoptotiques, un nombre croissant

d’études suggèrent que les ROS agissent aussi comme d’importants médiateurs de la

réponse physiologique cellulaire. Ainsi, il a été démontré que les ROS jouaient un

rôle majeur dans la prolifération, la migration endothéliale et l’angiogenèse ($hono,

Ono et al. 1996; Abid, Kachra et al. 2000; Moldovan, Moldovan et al. 2000). Cette

dualité dans le rôle des ROS sur la fonction endothéliale s’expliquerait

principalement par la quantité de ROS produite et la durée de la stimulation. Ainsi,

les effets délétères induits par les ROS ont été observés suite à une production

importante de ROS sur un laps de temps considérable alors qu’à l’inverse, une petite

production ponctuelle favoriserait une réponse cellulaire physiologique (Finkel 1998;

Moldovan, Moldovan et al. 2000).

L’effet délétère du tabagisme sur la migration endothéliale semble aussi

impliquer les intégrines. Les intégrines constituent une famille de récepteurs

transmembranaires formés de deux chaînes: alpha et bêta. Elles sont impliquées dans

les interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire et jouent un rôle

important dans la différenciation, l’adhésion, la migration cellulaire et l’angiogenèse

(Horton 1997; Lee, Kibbe et al. 2000; Zheng, Woodard et al. 2000). Une diminution

de l’expression des intégrines avj33, av/35 et a5i31 par des mutants dominants négatifs

ou par l’utilisation d’anticorps neutralisant antagonise la néovascularisation induite

par le VEGF et le bFGF. De façon intéressante, le NO augmente l’expression de

l’intégrine cxvf33 et favorise la migration des cellules endothéliales (Lee, Kibbe et al.

2000). Nos résultats indiquent que l’exposition des cellules endothéliales au CSE
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diminue l’expression des intégrines cxv33, avt35, c5f31, a231. Ainsi, l’inhibition de

l’expression de ces intégrines pourrait être impliquée dans le défaut de migration des

cellules endothéliales et l’inhibition de la formation tubulaire suite à l’exposition au

CSE. Étant donné qu’une réduction de la relâche de NO par le CSE est observée dans

notre modèle, celle-ci pourrait être à l’origine de la diminution d’expression des

intégrines av33 et av35 tel que décrit par d’autres groupes de recherche (Lee, Kibbe

et al. 2000; Yaroslavskiy, Li et al. 2004).

L’influence du stress oxydant sur l’expression des intégrines dans notre

modèle n’est pas complètement élucidé. En effet, bien qu’un traitement au NAC et à

la vitamine C récupère la relâche endothéliale de NO, l’expression des intégrines

n’est que très légèrement augmentée par ce traitement. Outre le NO, les intégrines

sont régulées par diverses voies de signalisation et/ou des molécules de surface et

certains récepteurs de facteurs de croissance. Ainsi, il a été rapporté que l’activité des

intégrines dépendait de l’activité d’autres intégrines et de leur coopération avec les

récepteurs au PDGF, au VEGF et à l’insuline (Schneller, Vuori et al. 1997; Borges,

Jan et al. 2000). D’autres molécules de surface, voies de signalisation ou récepteurs

pourraient être affectés par l’exposition à la fumée de cigarette et diminuer

l’expression des intégrines dans notre modèle.

Cette deuxième étude propose donc un autre mécanisme par lequel le

tabagisme altère la néovascularisation. Alors que la première étude démontrait que la

réponse à l’hypoxie et l’expression du HIF-la et du VEGF étaient diminuées par

l’exposition à la fumée de cigarette, la seconde étude démontre que les cellules

endothéliales exposées à la fumée de cigarette ont un défaut de réponse suite à une
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stimulation par le VEGF. Cette découverte a différentes implications cliniques. Il est

bien connu que le tabagisme est associé au développement précoce de

l’athérosclérose. Cependant, les mécanismes impliqués dans cette physiopathologie

ne sont pas encore entièrement élucidés. L’intégrité endothéliale est primordiale afin

de maintenir la fonction de la paroi vasculaire. Une conséquence de la lésion

endothéliale est le développement accéléré de l’athérosclérose. Ainsi, suite à une

insulte vasculaire, il est impératif de restaurer l’endothélium afin de préserver

l’équilibre vasculaire. La migration endothéliale est une étape essentielle à la

restauration de l’endothélium. De façon intéressante, l’expression du VEGF se

trouve augmentée suite à une insulte endothéliale dans différents modèles animaux

(Tsurumi, Murohara et al. 1997; Gennaro, Menard et al. 2003). De plus, il a été

démontré que la supplémentation locale de VEGF au niveau de l’insulte endothéliale

favorise la réendothélialisation et réduit la formation néointimale suite à une

angioplastie (Asahara, Bauters et al. 1995; Asahara, Bauters et al. 1995; Asahara,

Chen et al. 1996; Gennaro, Menard et al. 2003). Par conséquent, il peut être proposé

que l’exposition à la fumée de cigarette inhibe la migration endothéliale induite par

le VEGF et la réendothélialisation suite à une insulte vasculaire. Ce phénomène

pourrait donc contribuer au développement de l’athérosclérose et à la survenue

d’événements ischémiques aigus chez les patients exposés à la fumée de cigarette.

Ensuite, les patients atteints de maladies cardiovasculaires et qui continuent de fumer

risquent de présenter davantage de symptômes associés à l’ischémie (angine de

poitrine et claudication intermittente) car la néovascularisation post-ischémie est
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compromise chez le fumeur. Finalement, le tabagisme pourrait être un facteur

limitant pour l’efficacité de l’angiogenèse thérapeutique basée sur le VEGF.

La néovascularisation était classiquement perçue comme étant la

conséquence de l’action locale de cellules endothéliales matures. Cependant, il a

récemment été démontré que certaines cellules non différenciées participaient à la

formation des vaisseaux sanguins chez l’adulte. En effet, des groupes de recherche

ont démontré qu’il était possible d’isoler à partir du sang périphérique et de la moelle

osseuse des cellules sanguines progénitrices qui expriment plusieurs marqueurs

spécifiques aux cellules endothéliales et qui peuvent se différencier en cellules

endothéliales matures in vitro (Asahara, Murohara et al. 1997; Asahara, Masuda et

al. 1999; Hristov, Fr1 et al. 2003). La mobilisation et la différenciation des EPCs sont

favorisées par divers facteurs dont le VEGF, le NO, l’angiopoïétine-l, le FGF, le

GM-CSF, le MMP-9 et certains agents pharmacologiques (Hristov, Fr1 et al. 2003;

Szmitko, Fedak et al. 2003). Une fois mobilisées, les EPCs nichent aux sites

d’ischémie, relâchent des facteurs de croissance (VEGF, SDF-1, 10F-1, HGF) et

participent à la néovascularisation physiologique ou pathologique (Pearson 2003).

Certaines évidences suggèrent que les EPCs peuvent représenter jusqu’à 90% des

cellules endothéliales d’un capillaire nouvellement formé. Bien que le pourcentage

d’incorporation dans la structure vasculaire des EPCs varie beaucoup d’une étude à

l’autre (0% à 90%), l’ensemble des données suggère que la néovascularisation post

natale puisse avoir lieu par vasculogenèse, c’est-à-dire sans bourgeonnement de

vaisseaux préexistants (Murayama and Asahara 2002). Les EPCs représentent un
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intérêt majeur pour l’élaboration de thérapies cellulaires novatrices. En effet, de

récentes études ont démontré qu’une transplantation d’EPCs pouvait favoriser la

récupération du flot sanguin suite à l’ischémie d’un membre inférieur (Tateishi

Yuyama, Matsubara et al. 2002), protéger contre le développement de

l’athérosclérose et augmenter la viabilité du myocarde suite à un infarctus (Assmus,

Schachinger et al. 2002; Strauer, Brehm et al. 2002; Britten, Abolmaali et al. 2003;

Stamm, Westphal et al. 2003). Il est aussi intéressant de noter que le nombre des

EPCs ainsi que leur fonction sont affectés par la présence de facteurs de risque de la

maladie cardiovasculaire ischémique (Vasa, Fichtlscherer et al. 2001). L’effet

spécifique du tabagisme sur le nombre et la fonction des EPCs a fait l’objet de

quelques études mais les résultats obtenus demeurent contradictoires. Une première

étude réalisée chez des patients présentant une multitude de facteurs de risque de

maladies cardiovasculaires démontre que le tabagisme est le principal facteur de

risque diminuant les niveaux de EPCs. Cependant, dans cette étude le tabagisme

n’avait aucune influence sur la migration des EPCs (Vasa, fichtlscherer et al. 2001).

En contre partie, une autre étude menée chez des patients présentant ou non des

facteurs de risque cardiovasculaires démontre que le tabagisme n’influence pas le

nombre de EPCs (Hill, Zalos et al. 2003). finalement, une dernière étude démontre

que les niveaux de EPCs sont diminués chez les frimeurs et propose que l’arrêt du

tabagisme restaure les EPCs en circulation (Kondo, Hayashi et al. 2004). Ces

divergences peuvent possiblement être expliquées par le nombre limité de fumeurs

dans certaines études (Hill, Zalos et al. 2003) et/ou la difficulté d’isoler le rôle

spécifique du tabagisme en présence d’autres facteurs de risque confondants (Vasa,



222

Fichtlscherer et al. 2001; Hill, Zalos et al. 2003) et/ou la technique et les marqueurs

spécifiques utilisés pour isoler et compter les EPCs (Kondo, Hayashi et al. 2004)

Notre troisième projet de recherche visait donc à évaluer directement l’impact

du tabagisme sur le nombre et la fonction des cellules endothéliales progénitrices

chez des sujets exempts de symptômes associés à l’athérosclérose et ne présentant

aucun facteur de risque cardiovasculaire. Dans cette étude, nous démontrons que les

EPCs isolées de fumeurs sains sont diminuées en nombre et possèdent une activité

angiogénique moindre que les EPCs isolées de sujets contrôles. La

néovascularisation impliquant les cellules endothéliales dérivées de la moelle

osseuse est divisée en trois étapes principales soit la mobilisation des cellules

souches, la différenciation des cellules souches en cellules endothéliales, et

finalement leur incorporation dans la structure vasculaire ou l’endothélium du

vaisseau nouvellement formé. Les résultats de notre étude indiquant que le nombre

de EPCs est diminué chez les fùmeurs impliquent que la mobilisation, la

différenciation ou la demi-vie des EPCs puissent être affectées par l’exposition à la

fumée de cigarette. Les mécanismes responsables de la diminution du nombre de

EPCs par le tabagisme ne sont pas encore élucidés mais certaines hypothèses peuvent

être avancées.

Premièrement, il est à noter que le décompte de EPCs est fait suite à la

différenciation des cellules mononucléées provenant du sang périphérique grâce au

double marquage DiI-acLDL et fITC-Lectin. Ainsi, la diminution du nombre de

EPCs observée dans notre étude pourrait être attribuée à une augmentation de la
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mortalité cellulaire dans nos conditions de culture, à une altération de la capacité des

EPCs à adhérer à la fibronectine, ou à une incapacité des EPCs à se différencier dans

nos conditions de culture cellulaire.

Plusieurs études soutiennent que l’exposition in vivo ou in vitro à la fumée de

cigarette est toxique/létale et induit une mortalité cellulaire prématurée. Le

mécanisme de mort cellulaire impliqué dans se processus ne fait pas l’unanimité.

Ainsi, plusieurs groupes mentionnent que l’exposition à la fumée de cigarette aurait

un effet pro-apoptotique (Kasahara, Tuder et al. 2001; Tithof, Elgayyar et al. 2001;

Wang, Wilcken et al. 2001; Tithof Elgayyar et al. 2002; Camevali, Petruzzelli et al.

2003) alors que d’autres auteurs soutiennent que le tabagisme induit la nécrose

cellulaire (Bemhard, Pfister et al. 2003; Wickenden, Clarke et al. 2003). À la lueur

de ces résultats, nous avons d’abord cru que le nombre diminué de EPC observé dans

notre modèle puisse être le reflet d’une mortalité cellulaire accrue. Cependant, suite à

l’analyse de l’apoptose (Annexine V et TUNEL) et de la nécrose (marquage de

l’ADN au propidium iodide) au premier jour et 4 jours après l’isolation des EPCs,

aucune différence significative n’a pu être détectée entre le groupe de sujets

contrôles (n=$) et le groupe de fumeurs (n=$). Il semble donc improbable qu’une

augmentation de l’apoptose ou de la nécrose soient des mécanismes impliqués dans

la diminution du nombre de EPCs observée dans notre étude.

Une incapacité des EPCs à se différencier dans nos conditions de culture

cellulaire ou une altération de la capacité des EPCs à adhérer à la fibronectine

seraient d’autres mécanismes envisageables. Les résultats obtenus en cytométrie

(FACS) nous indiquent en effet que certains marqueurs spécifiques aux cellules
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endothéliales dont le VE-cadherine, le KDR et le vWF sont sous-exprimés chez les

EPCs de fumeurs par rapport aux EPCs de sujets contrôles. Ces résultats indiquent

que le tabagisme altère la différenciation des cellules souches dans nos conditions de

culture. De plus, il est intéressant de noter que le VE-cadhérine exprimé à la surface

de la membrane plasmatique des cellules endothéliales est essentiel pour l’adhésion

de la cellule à la fibronectine. Par conséquent, les EPCs exprimant moins les

marqueurs spécifiques des cellules endothéliales auront plus de difficulté à adhérer à

la fibronectine, expliquant possiblement leur nombre moins élevé.

Un autre mécanisme qui pourrait permettre d’expliquer la diminution du

nombre des EPCs chez les fumeurs est l’inhibition de la mobilisation des cellules

souches à partir de la moelle osseuse. Plusieurs études ont démontré l’importance de

l’activité de la eNOS et la relâche de NO dans la mobilisation des cellules souches

(Aicher, Heeschen et al. 2003; Iwakura, Luedemann et aI. 2003; Landmesser,

Engberding et al. 2004). Il est bien connu que le tabagisme diminue l’activité de la

eNOS et la relâche de NO (Higman, Strachan et al. 1996; Barua, Ambrose et al.

2003; Tentolouris, Tousoulis et aÏ. 2004). Les résultats obtenus dans cette étude

démontrant que les concentrations plasmatiques de NO sont diminuées chez les

fumeurs corroborent ces données. Conséquemment, nous suggérons que le tabagisme

pourrait affecter la mobilisation des EPCs à partir de la moelle osseuse en diminuant

la relâche de NO. Cette hypothèse pourrait être évaluée en mesurant directement, par

cytométrie en flux, les EPCs en circulation dans le sang des sujets fumeurs ou non

fumeurs et corrélés avec les niveaux de NO mesurés au même moment. De plus, des
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donneurs de NO pourraient être administrés chez les fumeurs afin d’évaluer si la

restauration de NO chez ces sujets influence les EPCs en circulation.

Finalement, de récentes données indiquent que les EPCs peuvent adhérer aux

vaisseaux présentant des lésions endothéliales, ce qui peut favoriser la

réendothélialisation et diminuer le développement de l’athérosclérose (Iwakura,

Luedemann et al. 2003; Dimmeler and Zeiher 2004; Kong, Melo et al. 2004). Le

tabagisme est un facteur de risque important associé au dommage endothélial et au

développement accéléré de l’athérosclérose. Ainsi, la diminution du nombre de EPCs

observée dans notre étude pourrait être expliquée par le fait que les EPCs mobilisées

de la moelle osseuse sont utilisées aux sites de lésions endothéliales afin de favoriser

la réendothélialisation et le maintien de l’intégrité vasculaire. Cette hypothèse

pourrait être investiguée à l’aide d’un modèle animal exposé de façon chronique à la

fumée de cigarette, dans lequel on injecterait systémiquement des EPCs marqués

avec un agent fluorescent par exemple. L’emplacement des EPCs pourrait être par la

suite évalué grâce à la microscopie en fluorescence.

Outre une diminution du nombre de EPCs chez les fumeurs, nous avons tenté

de déterminer si le tabagisme pouvait aussi altérer leur fonction. Jusqu’à présent

quelques études ont étudié le phénomène de la dysfunction des EPCs. Premièrement,

il a été rapporté que la migration des EPCs isolées de patients atteints de maladies

cardiovasculaires était diminuée (Vasa, Fichtlscherer et al. 2001). La capacité de

migrer des EPCs était négativement correlée au nombre de facteur de risque de

maladies cardiovasculaires présents chez le patient. Cependant, la migration n’était

pas affectée par le tabagisme dans cette étude. Ensuite, la fonction des EPCs isolées
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de patients diabétiques semble particulièrement affectée. Ainsi, deux groupes de

chercheurs ont démontré que les EPCs de patients diabétiques ont une moindre

propension à proliférer, à adhérer à une couche de cellules endothéliales, à incorporer

la structure vasculaire et à induire une réponse arigiogénique (Tepper, Galiano et aï.

2002; Loomans, de Koning et aI. 2004). Une récente étude mentionne aussi que les

niveaux de LDL sont inversement proportionnels à la capacité des EPCs de migrer

(Vasa, Fichtlscherer et al. 2001). La voie PI3kJAkt/eNOS semble particulièrement

affectée. Ainsi, lorsqu’on incube des EPCs en présence de niveaux croissants de

LDL, la phosphorylation de Akt/eNOS et la migration des EPCs diminuent

(Imanishi, Hano et al. 2003). De façon intéressante, un traitement avec des

inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase améliore la mobilisation, la différenciation et la

prolifération des EPCs ainsi que la néovascularisation au niveau du myocarde

(Dirnrneler, Aicher et al. 2001; Llevadot, Murasawa et al. 2001; Assmus, Urbich et

al. 2003; Landmesser, Engberding et al. 2004). Finalement, une étude menée par

Choi et cou, chez des patients atteints d’insuffisance rénale chronique démontre que

les EPCs isolées de ces patients migrent moins et incorporent difficilement un réseau

vasculaire formé de cellules endothéliales matures (Choi, Kim et al. 2004). Nos

résultats montrent qu’outre une diminution du nombre de EPCs, le tabagisme altère

aussi leur fonction. Suite à une stimulation avec le VEGF, la prolifération, la

migration et l’incorporation dans la structure vasculaire des EPCs de fumeurs sont

diminuées lorsque l’on compare aux EPCs isolées de sujets contrôles. Tel qu’observé

en cytométrie, cette diminution de l’activité angiogénique en réponse au VEGF peut

sans doute être expliquée par la sous-expression du récepteur au VEGF, le KDR.
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Une fois stimulé par le VEGF, le KDR médie une réponse angiogénique en activant

plusieurs voies de signalisation (MAPK, PI3kIAkt, eNOSINO) (Murohara, Horowitz

et al. 1998; Mendelsohn and Karas 1999; Cross, Dixelius et al. 2003). Logiquement,

en présence d’une expression réduite du récepteur KDR, l’intensité du signal induit

par le VEGF et ultimement la réponse angiogénique des EPCs sont compromis.

D’autres mécanismes semblent aussi intervenir dans la dysfonction des EPCs

chez les fumeurs. L’adhésion des EPCs à une couche de cellules endothéliales

stimulées par le TNF-Œ (un essai réalisé saris stimulation au VEGF), est diminuée.

L’essai d’adhésion des EPCs à une monocouche de cellules endothéliales matures

nous permet de préciser certains mécanismes par lesquels les EPCs fonctionnent in

vivo. Les EPCs vont d’abord s’attacher à l’endothélium et sécréter des facteurs de

croissance afin de favoriser l’extension du réseau vasculaire (Bischoff J 1997).

L’adhésion des EPCs à l’endothélium activé implique différentes molécules

présentes à la surface des cellules responsables des interactions cellules-cellules et

cellules-matrice extracellulaire (Bischoff 1997). Le VE-cadhérine est une molécule

spécifique à l’endothélium et essentielle pour le développement de la vasculature

chez l’embryon et pour la néovascularisation chez l’adulte (Carmeliet and Collen

2000). Le domaine extracellulaire du VE-cadhérine initie l’adhésion cellulaire alors

que son domaine cytosolique favorise les interactions avec le cytosquelette et les

cohésions aux jonctions cellulaires (Dejana 1997). Conséquemment, tel qu’observé

en cytométrie, nous pouvons spéculer que la diminution de la capacité des EPCs

isolées de fumeurs à adhérer à la couche de cellules endothéliales activées s’explique

par la diminution de l’expression de certaines molécules d’adhésion, en particulier le
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VE-cadhérine. Cette découverte peut avoir certaines implications cliniques. Tel que

discuté précédemment, les EPCs peuvent adhérer aux sites présentant des lésions

endothéliales, ce qui favorise la réendothélialisation et inhibe le développement de

l’athérosclérose. Le développement accéléré de l’athérosclérose chez le fumeur

pourrait donc être expliqué, du moins en partie, par une incapacité des EPCs à

adhérer à la surface vasculaire lésée afin d’initier le processus de

réendothélialisation.

Une autre observation majeure de ce projet de recherche est la génération

intracellulaire accrue d’espèces radicalaires dérivées de l’oxygène (ROS) dans les

EPCs isolées de fumeurs. Cette découverte pourrait expliquer la dysfonction des

EPCs observée dans cette étude. Une augmentation vasculaire du stress oxydant est

un mécanisme sous-jacent bien établi favorisant la dysfonction endothéliale et la

maladie athérosclérotique (Landmesscr, Homig et al. 2004). Une diminution de la

biodisponibilité NO, qui se manifeste par l’absence de vasodilatation à

l’acétylcholine, est un indice précoce associé à la dysfonction endothéliale

(Landmesser, Hornig et al. 2004) et il contribue au développement de

l’athérosclérose (Badimon, Fuster et al. 1993). La dinrinution du NO dans la

dysfonction endothéliale serait étroitement reliée à une augmentation de la

production d’espèces radicalaires oxygénées (ROS). Les ROS générés par

l’activation des cellules endothéliales en réponse à différents facteurs de risque

inhibent la disponibilité du NO via différentes voies. Premièrement, les superoxydes

réagissent rapidement avec le NO et forment des peroxynitrites, ce qui inactive le

NO (Sorescu and Griendling 2002). Ensuite, il a récemment été démontré qu’une
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augmentation des ROS entraîne l’oxydation et la dégradation du tetrahydrobiopterine

(BH4), un cofacteur majeur de la eNOS, laissant ainsi l’enzyme découplée et

diminuant la production de NO mais augmentant la production de superoxydes

(Tiefenbacher, Bleeke et al. 2000; Laursen, Boesgaard et al. 2001; d’Uscio, Milstien

et al. 2003; Landmesser, Homig et al. 2004). Finalement, de récentes études

suggèrent que les ROS inhibent l’activité enzymatique de la dimethylarginine

dimethylaminohydrolase tDDAH) ce qui favoriserait la synthèse de l’inhibiteur

endogène de la eNOS, 1’ asymmetrique dimethylarginine (ADMA), réduisant ainsi

l’activité de la eNOS (Cooke 2000).

Le NO a également été identifié comme étant un médiateur crucial de la

néovascularisation induite par les EPCs. Premièrement, les souris déficientes pour la

eNOS et présentant des niveaux significativement diminués de NO démontrent une

altération de la néovascularisation corellée à une mobilisation réduite des EPCs

(Murohara, Asahara et al. 1998; Aicher, Heeschen et al. 2003). Ensuite, les statines,

en induisant la relâche de NO dépendante de l’activité de la eNOS via une

stimulation de la voie de signalisation PI3kJAkt, améliorent la mobilisation, la

différenciation et la prolifération des EPCs ainsi que la néovascularisation au niveau

du myocarde (Din]meler, Aicher et al. 2001; Lievadot, Murasawa et al. 2001;

Assmus, Urbich et al. 2003; Landmesser, Engberding et al. 2004). Finalement, les

estrogènes, en favorisant la relâche de NO dérivé de l’endothélium, induisent aussi le

nombre de EPCs et l’angiogenèse (Strehlow, Wemer et al. 2003). Globalement, ces

observations suggèrent donc qu’une diminution de la biodisponibilité du NO par une

production accrue de ROS pourrait être responsable des effets délétères observés sur
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la fonction des EPCs chez les fumeurs. De plus, une récente étude menée par

Dembach et cou, révèle que les EPCs présentent une expression plus élevée

d’enzymes anti-oxydantes et une protection supérieure contre le stress oxydant par

rapport aux cellules endothéliales matures (Dembach, Urbich et al. 2004). De façon

intéressante, les auteurs démontrent qu’une inhibition combinée des enzymes anti-

oxydantes induit la génération intracellulaire de radicaux libres dans les EPCs et

diminue la migration des EPCs en réponse au VEGF, suggérant que la production

excessive de ROS influence la fonction des EPCs. Mises ensemble, ces données nous

indiquent qu’une altération de l’équilibre dans la génération intracellulaire de ROS

puisse être à l’origine de la dysfonction des EPCs et de la diminution de la

néovascularisation. Afin de mieux définir l’importance du stress oxydant sur le

nombre et la fonction des EPCs chez les fumeurs, une nouvelle étude utilisant un

traitement antioxydant pourrait être entreprise.

Nous avons aussi évalué si les niveaux plasmatiques de NO et de vitamines

antioxydantes, deux marqueurs de la dysfonction endothéliale (Tsuchiya, Asada et al.

2002; Landmesser, Homig et al. 2004), correllaient avec le nombre de EPCs et leur

incorporation dans la structure vasculaire. Dans notre étude, comme rapporté par

d’autres groupes de chercheurs (Barua, Ambrose et al. 2001; Alberg 2002; Tsuchiya,

Asada et al. 2002), les niveaux plasmatiques de vitamines antioxydantes et la

concentration de nitrites étaient significativement diminués chez les fumeurs lorsque

comparés aux niveaux plasmatiques provenant du groupe de sujets contrôles. De

façon intéressante nous avons déterminé qu’il existait une relation directe entre ces
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deux marqueurs, le nombre de EPCs et leur incorporation dans la structure

vasculaire. Cette observation est importante et suggère que des marqueurs de la

fonction endothéliale reflètent aussi la fonction des EPCs et/ou que la fonction des

EPCs est directement influencée par des facteurs périphériques associés à la

dysfonction endothéliale.

D’autres groupes de recherches ont aussi tenté d’établir une relation entre la

fonction endothéliale et le nombre de EPCs. Ainsi, Hill et coli., ont premièrement

montré qu’il existait une relation inverse entre le nombre de EPCs dans la circulation

périphérique et les indices de risque cardiovasculaires Framingham (Hill, Zalos et al.

2003). Ils ont aussi démontré que le nombre de EPCs dans la circulation correllait

avec la fonction endothéliale mesurée par la vasodilatation flux-dépendante d’un

vaisseau de l’avant-bras. Réunis, ces résultats et nos observations indiquent que

l’évaluation des EPCs dans la circulation périphérique puisse être un marqueur

potentiel de la fonction endothéliale et/ou un indice de la prévalence du risque

d’événements cardiovasculaires chez un patient. Étant donné la pertinence clinique

croissante de la vasculogenèse chez l’adulte, déterminer les facteurs qui gouvernent

le nombre et la fonction des cellules endothéliales progénitrices s’avère primordial.

Les composés de la fumée de cigarette responsables des effets spécifiques

observés au cours de ces projets de recherche demeurent inconnus. Dans la fumée de

cigarette, plus de 4000 composés et une quantité importante de ROS ont été

identifiés soit sont sous forme de gaz ou sous forme de particules (Smith and Fischer

2001). La phase gazeuse contient entre autre de l’eau, de l’oxygène, de l’azote, de

l’oxyde de carbone, de l’anhydride carbonique, de l’acide cyanhydrique, de
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l’ammoniaque, divers aldéhydes et des cétones. La phase particulaire renferme une

grande variété de substances dont la nicotine, la nicotimine, la nomicotine, la

cotinine, l’anabasine, des quinones et semi-quinones, des hydrocarbures aromatiques,

des acides organiques, des alcools, des terpènes, des composés nitrés, des phénols,

des métaux rares (cadmium), de l’arsenic, des corps radio-actifs, des insecticides et

des éléments fungiques (Church and Pryor 1985).

La nicotine est un élément important de la ffimée de cigarette et elle a fait

l’objet de plusieurs études. L’action de la nicotine vient de sa liaison aux récepteurs

nicotiniques de l’acétylcholine présents aux synapses du cerveau, des ganglions

sympathiques, de la médullosurrénale et de la jonction neuromusculaire. Un effet

majeur lié à l’activation de ces récepteurs par l’acétylcholine est une stimulation

sympathique avec libération massive de catécholamines. Outre l’adrénaline et la

noradrénaline, d’autres neuromédiateurs sont libérés en réponse à la nicotine tels la

dopamine, la sérotonine, le glutamate et certains neuropeptides (Benowitz 198$;

Benowitz 1993; Benowitz, Fitzgerald et al. 1993; Benowitz and Gourlay 1997). Sur

le plan pharmacologique, l’action hémodynamique de la nicotine est caractérisée par

une stimulation sympathique, incluant une vasoconstriction des territoires cutanés et

splanchiques, une vasodilatation musculaire, une action inotrope et chronotrope

positive se manifestant par une augmentation de la pression artérielle et de la

fréquence cardiaque (Cryer, Haymond et al. 1976). Les études expérimentales

donnent des résultats nuancés sur le rôle direct de la nicotine dans le processus

d’athérogenèse. La nicotine aggrave l’athérome du lapin soumis à un régime

hypercholestérolémique (Benowitz and Gourlay 1997). Par ailleurs, elle aggrave
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l’hyperplasie néo-intimale induite par désendothélialisation de la paroi artérielle chez

le rat. Les doses utlisées dans ces modèles animaux semblent cependant éloignées

des concentrations mesurées chez le fumeur. Chez l’homme, la prise chronique de

nicotine semble sans effet sur les concentrations plasmatiques de triglycérides, de

cholestérol HDL ou LDL et sur les apolipoprotéines Al et B. Les études in vitro

donnent des résultats assez variables en ce qui concerne les effets de la nicotine sur

l’induction de l’apoptose et de la nécrose cellulaire, l’activation plaquettaire, la

fonction endothéliale, la synthèse de facteurs de croissance ou de molécules pro-

inflammatoire et de la synthèse de prostaglandines (Totti, McCusker et al. 1984;

Csonka, Somogyi et al. 1985; Clarke 1987; Quensel, Agardh et al. 1989;

Strohschneider, Oberhoff et al. 1994; Benowitz 1996; Carty, Huribal et al. 1997). La

concentration de nicotine utilisée et la durée de la stimulation seraient

vraisemblablement à l’origine des variations observées dans la littérature.

Le rôle de la nicotine dans le processus de néovascularisation a aussi fait

l’objet de plusieurs études. Cooke et son équipe ont montré dans des modèles murins

d’angiogenèse que la nicotine possédait une activité angiogénique puissante. Ils ont

premièrement démontré dans un modèle d’inflammation que la nicotine induisait

l’angiogenèse à l’intérieur d’un disque de polymère implanté sous la peau des souris.

Ils ont aussi montré dans un modèle d’ischémie vasculaire que la nicotine induisait la

densité capillaire et la récupération du flot sanguin. La nicotine favorise également la

vascularisation et la croissance de carcinomes de poumons (un modèle reflétant

l’angiogenèse tumorale). De plus, la nicotine induit la vascularisation et la croissance

de la plaque athérosclérotique chez des souris ApoE’. finalement, la nicotine
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améliore la cicatrisation dans un modèle de souris diabétique (Heeschen, Jang et al.

2001; Jacobi, Jang et al. 2002). L’activité angiogénique de la nicotine serait associée

à une augmentation de la libération de VEGF, PDGF, bfGF, TGF-beta, eNOS et

prostacyclines. Ces données indiquent que la nicotine pourrait d’une part promouvoir

l’angiogenèse tumorale et l’athérogenèse, et d’autre part favoriser le développement

d’un réseau vasculaire en réponse à l’ischémie. Cependant, d’autres groupes de

recherche ont aussi étudié l’effet de la nicotine sur l’angiogenèse. Ainsi, il a été

démontré dans le modèle de membrane chorio-allantoïque de poussin qu’une

solution de nicotine n’affectait pas l’angiogenèse et que des rats sains inhalant de la

nicotine sur une période de deux ans n’avaient pas de différence majeure dans le

nombre et la morphologie de leurs vaisseaux sanguins (Waldum, Nilsen et aÏ. 1996;

Meikonian, Le et al. 2000). De plus, l’administration transdermique de nicotine chez

des patients atteints de maladies cardiovasculaires ischémiques n’a pas induit le

nombre de collatérales ni la survenue d’événements coronaires ischémiques (Joseph,

Norman et al. 1996). Finalement, une récente étude mentionne que la nicotine

augmente la prolifération, la migration, l’adhésion des EPCs et leur capacité à former

une réseau vasculaire in vitro (Wang, Zhu et al. 2004). L’effet de la nicotine sur la

néovascularisation ne semble pas encore complètement élucidé. Quoi qu’il en soit,

aucune étude ne rapporte une diminution de la néovascularisation par la nicotine

seule. Ainsi, l’effet délétère du tabagisme sur la néovascularisation observée dans

nos différents modèles ne semble pas pouvoir être expliqué par une action directe de

la nicotine.
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L’oxyde de carbone (CO) est un autre composé de la fumée de cigarette

impliqué dans la toxicité vasculaire induite par le tabagisme. Le mécanisme invoqué

pour expliquer son effet néfaste est habituellement la concentration élevée de

carboxyhémoglobine circulante, ce qui réduit la capacité de transport de l’oxygène et

induit un effet hypoxémiant. Mais les mécanismes par lesquels le CO agit au niveau

des tissus sont cependant assez complexes. Il a été suggéré que dans des conditions

de stress, notamment de stress hypoxique, le CO inhibe l’expression de médiateurs

comme l’endothéline ou de certains facteurs de croissance comme le PDGF (Monta

and Kourembanas 1995; Monta, Perrella et al. 1995). Cette action n’est pas

clairement élucidée mais une hypothèse générale est que le CO inhiberait

l’expression de gènes sensibles à Ï’hypoxie et ainsi diminuerait le capacité

d’adaptation de l’organisme à l’hypoxie. À cet effet, une étude parue en 1999

indique que le CO inhibe l’activité de liaison de HIF-1 au HRE en entravant

l’accumulation de la protéine HIF-la (Huang, Willmore et al. 1999).

L’augmentation de la dégradation du HIF-lu par l’exposition à la fumée de cigarette

observée dans notre étude pourrait ainsi être expliquée par l’action du CO.

L’arsenic est un autre composé de la fumée de cigarette. Il a été récemment

démontré que l’arsenic inhibe l’angiogenèse en réduisant la production de VEGF et

en induisant une apoptose de l’endothélium (Roboz, Dias et al. 2000). Une

agrégation plaquettaire et une réduction du taux de cAMP ont aussi été observées

(Kumar and Bhattacharya 2000). L’effet puissant anti-vasculaire de certains

composés arsenicaux est actuellement utilisé en oncologie dans le traitement de la

leucémie promyélocytaire aigu et en cours d’évaluation dans certains cas de
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tumeurs solides (Griffin, Lee et al. 2000; Novick and Warrell 2000). L’effet anti

angiogénique de l’exposition à la fumée de cigarette observé dans nos différents

modèles pourrait être en partie le résultat d’un effet délétère de l’arsenic sur les

cellules endothéliales.

Outre l’effet de ces composés sur le développement vasculaire, peu d’études

ont tenté de déterminer l’agent présent dans la fumée de cigarette responsable des

effets néfastes du tabagisme sur la fonction endothéliale. Nous croyons que l’effet

anti-vasculaire observé dans nos modèles est le résultat d’une synergie entre les

différents composants de la fumée de cigarette sur la fonction endothéliale et son

environnement. Certaines de ces substances sont des radicaux libres alors que

d’autres sont cytotoxiques et vont induire l’activation cellulaire, la production de

ROS et une réponse inflammatoire. Ces trois mécanismes sont impliqués dans

l’augmentation de l’expression de plusieurs molécules qui reflètent l’état de stress et

d’inflammation observés chez le fumeur. Le tabagisme est notamment associé à une

augmentation des niveaux de multiples marqueurs de l’inflammation dont la protéine

C réactive, le ligand CD 40, l’interleukine-6 et —8, la protéine inflammatoire dérivée

des macrophages (MTP) et le TNF-a (Tappia, Troughton et al. 1995; Mendali, Patel

et al. 1997; Tracy, Lemaitre et al. 1997; Bermudez, Pifai et al. 2002; Bermudez,

Pifai et al. 2002; Harding, $arma et al. 2004; Harding, $ommerfield et al. 2004). Ces

cytokines ont presque toutes été associées à la dysfonction endothéliale. Ainsi ces

marqueurs pourraient être indirectement responsables de l’effet anti-angiogénique

observé dans nos études. De façon intéressante, l’expression de ces cytokines est

diminuée chez le fumeur par la prise d’antioxydants, ce qui militerait encore en
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faveur d’une altération des mécanismes protecteurs en réponse au stress oxydant et à

l’induction d’un état inflammatoire (Weber, En et al. 1996).
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4.CRITIQUES ET LIMITES

Le présent ouvrage suggère donc que le tabagisme inhibe la néovascularisation.

Au cours des différentes études, les résultats ont été obtenus grâce à différents

modèles. Il n’existe pas de modèle idéal pour étudier l’angiogenèse que ce soit in

vitro ou in vivo. À un extrême se trouvent des configurations expérimentales in vitro

très simplifiées (migration, prolifération, différenciation), à l’opposé se situent les

modèles intégrant la complexité du processus angiogénique en transposant

l’expérimentation chez l’animal. La multiplicité de ces modèles expérimentaux

complique le choix d’une stratégie simple pour identifier avec certitude le caractère

pro-ou anti-angiogénique d’une molécule ou d’un facteur de risque tel que le

tabagisme. Ainsi, certaines failles ou limites à la méthodologie utilisée durant les

différentes études seront brièvement discutées.

Les modèles in vitro renseignent sur certains aspects de l’angiogenèse permettant

de décortiquer le processus angiogénique. Les essais de prolifération, de migration,

de différenciation et d’angiogenèse in vitro sur Matrigel utilisés au cours des études

sont très faciles à exécuter mais revêtent certaines limites. Un problème des modèles

in vitro réside dans le choix des cellules endothéliales à utiliser pour les tests. Les

HUVECs sont des cellules veineuses provenant d’un macrovaisseau mais elles ne

sont pas immortalisées. Certaines difficultés potentielles ont été liées à l’origine

histologique des cellules utilisées. Ainsi, certains travaux montrent l’incapacité des

cellules endothéliales issues de gros vaisseaux à exhiber un phénotype angiogénique

in vitro. Cependant, il est intéressant de noter que la plupart des cellules
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endothéliales en culture ont le même aspect morphologique qu’elles soient issues

d’artère, de veine ou de capillaire (Belloni and Tressler 1990). Si l’utilisation de

cellules endothéliales veineuses est critiquable, cette critique concernant l’aspect non

représentatif du phénotype vasculaire pendant l’angiogenèse s’applique

principalement pour les cellules immortalisées.

Une autre critique légitime des modèles in vitro concerne, dans la majorité des

cas, l’absence de micro-environnement et d’interaction cellulaire rencontrée lors de

l’angiogenèse. L’angiogenêse est un processus résultant de la participation d’une

multitude de facteurs (cytokines, chémokines, métalloprotéinases, facteurs de

croissance etc.) sécrétés par différents types cellulaires. Nos études utilisant un type

cellulaire unique ne permettent pas d’évaluer l’influence du micro-environnement et

de l’interaction cellulaire. Les résultats obtenus pourraient ne pas représenter la

réalité in vivo.

Ensuite, la culture de cellules endothéliales sur Matrigel permet d’accélérer de

façon drastique la formation de structures pseudo-vasculaires organisées en cordons

reliés les uns atix autres. Cependant, bien que l’aspect des structures obtenues fasse

penser à une formation capillaire, les mécanismes sous-jacents diffèrent sans doute

quelque peu de ceux impliqués dans la néovascularisation. De plus, nous pouvons

nous demander s’il s’agit vraiment de développement de vaisseaux ou simplement

d’un réarrangement purement mécanique suite à l’implantation des cellules sur la

matrice.
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Le modèle in vivo d’ischémie du membre inférieur présente aussi certaines

limites. Premièrement, l’acte chirurgical dans ce modèle est associé à une réaction

inflammatoire représentant un important stimulus angiogénique. Ainsi, il peut parfois

s’avérer difficile de dissocier l’effet de notre traitement sur la récupération du flux

sanguin. De plus, ce modèle présente certaines difficultés d’analyse notamment à

cause de problème de reproductibilité et de quantification causé par la présence de

vaisseaux préexistants.

L’étude in vitro et in vivo des effets du tabagisme sur la néovascularisation

possède plusieurs limites. In vitro, l’incubation des HUVECs avec un milieu

conditionné à la fumée de cigarette (CSE) n’est pas entièrement représentative des

complications systémiques retrouvées chez le fumeur. Toute la complexité

physiologique des affections entraînées par l’usage du tabac est très difficile voire

impossible à représenter in vitro. Les résultats obtenus ne sont sans doute pas garants

de la réalité in vivo. De plus, la composition du CSE ne reflète pas exactement toutes

les composantes et leurs concentrations respectives de la fumée de cigarette. Il est

difficile d’estimer la concentration appropriée de CSE à utiliser in vitro. Ce

paramètre est important car des concentrations élevées s’avèrent toxiques/létales

pour les cellules. Les effets obtenus pourraient alors être le résultat d’une toxicité

excessive et non représentative des effets physiologiques du tabagisme. Cependant,

afin de limiter au minimum les effets toxiques du CSE dans notre modèle, une

concentration de 10% a été choisie en fonction d’un taux de viabilité cellulaire de

90%. Finalement, in vivo les cellules ne sont pas directement exposées à la fumée de

cigarettes. La fumée est inhalée et filtrée par les poumons. Certaines composantes
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seront retenues par ceux-ci et n’entreront pas dans la circulation sanguine. Les

poumons semblent ainsi jouer un rôle protecteur. Cependant plusieurs molécules

seront rapidement absorbées et transportées dans différents organes où elles subiront

certaines modifications avant d’interagir avec les cellules endothéliales. C’est le cas

notamment de la nicotine et du benzo(a)pyrène qui sont modifiés en

nitrosonomicotine et en quinones, respectivement, des molécules hautement

toxiques, mutagènes et carcinogènes. À cet égard, une fois de plus, l’incubation de

cellules en présence de CSE n’est pas pleinement représentative de la réalité in vivo

car les composantes du CSE n’ont pas subit les modifications métaboliques avant

d’interagir avec les cellules.

Néanmoins, quoi que très criticable, le modèle utilisant le CSE semble prédicateur

de la réalité in vivo. Plusieurs équipes de recherche utilisant ce modèle et ayant

comparé leurs résultats à des résultats obtenus in vivo supportent la fiabilité de ce

modèle (Carnevali, Nakamura et al. 199$ ; Koethe, Kuhnmuench et al. 2000; Wang,

Wilcken et al. 2001). Une alternative au CSE, serait d’incuber les cellules en

présence de plasma isolé de fumeurs. Ainsi, les paramètres physiologiques modifiés

chez les fumeurs pourraient interagir avec les cellules et mieux représenter la réalité

in vivo. Cependant, la quantité de cigarettes fumées par jour, la présence d’autres

facteurs de risque, les habitudes de vie (exercice, alimentation, prise d’antioxydants)

des donneurs doivent être examinées consciencieusement afin de s’assurer d’une

certaine homogénéité des composantes du plasma des donneurs.
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In vivo, l’évaluation de l’exposition à la fumée de cigarette est aussi complexe.

Lors de notre première étude, nous avons exposé des souris à la fumée de cigarette

dans un système ouvert (deux fois 10 minutes, matin et soir). La principale limite de

ce modèle est d’évaluer si cette exposition représente adéquatement la réalité. Pour

ce faire, les niveaux de carboxyhémoglobines dans le sang sont habituellement

mesurés. Bien que nous n’ayions pas mesuré ce paramètre, certains groupes de

recherche utilisant ce même modèle soutiennent que les niveaux de

carboxyhémoglobines sont de l’ordre de 8 à 14% et reflètent les niveaux observés

chez les fumeurs chroniques.

En ce qui a trait au troisième projet, la principale limite de l’étude concerne

l’origine et la caractérisation des cellules endothéliales progénitrices. Tel qu’illustré

à la figure 2 dans l’introduction, les cellules dérivées de la moelle osseuse expriment

différents marqueurs de surface qui se retrouvent à la fois sur les cellules

endothéliales progénitrices circulantes, sur les cellules endothéliales matures

circulantes et sur les monocytes. Ainsi, il peut sembler difficile d’identifier la nature

exacte ou la spécificité des cellules isolées durant nos expériences. Cependant, les

marqueurs utilisés afin d’identifier le phénotype endothélial des cellules isolées

durant notre projet de recherche semblent généralement reconnus dans la littérature

(Hill, Zalos et al. 2003; Dimmeler, Aicher et al. 2001; Llevadot, Murasawa et al.

2001; Assmus, Urbich et al. 2003; Landmesser, Engberding et al. 2004).
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5.CONCLUSION

Les maladies cardiovasculaires représentent la principale cause de morbidité

et de mortalité dans les pays industrialisés. Le tabagisme demeure un facteur de

risque considérable qui contribue au développement et aux manifestations cliniques

de l’athérosclérose. L’occlusion d’une artère par la plaque athérosclérotique entraîne

une perfusion tissulaire insuffisante, créant ainsi une condition d’hypoxie. Dans une

situation d’ischémie, l’organisme s’adapte en développant un nouveau réseau

vasculaire afin d’irriguer le tissu en nutriments et en oxygène et ainsi maintenir son

intégrité. Chez l’adulte cette néovascularisation survient par angiogenèse,

vasculogenèse et artériogenèse. Ainsi, l’ensemble de mes travaux de doctorat

portaient sur l’impact du tabagisme sur la néovascularisation. Nos résultats

démontrent que:

• L’exposition à la fumée de cigarette inhibe la réponse angiogénique

induite par l’hypoxie in vitro et in vivo.

• Cette altération de la réponse angiogénique par le tabagisme est associée à

une diminution de l’expression du HIF-1c et du VEGF dans des conditions

d’hypoxie.

• L’ administration d’un vecteur adénovirus codant pour une forme stable du

HIF- 1 a restaure la réponse angiogénique.

• Outre une diminution de la réponse angiogénique induite par l’hypoxie, le

tabagisme altère aussi la néovascularisation induite par le VEGF.

• La migration des cellules endothéliales par le VEGF est l’étape de

l’angiogenèse qui est principalement affectée par l’exposition à la fumée de cigarette.
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• Les mécanismes impliqués dans la diminution de la migration des cellules

endothéliales par le tabagisme sont: une augmentation de la production d’espèces

radicalaires dérivées de l’oxygène, une diminution des intégrines Œv/33 et Œvt35 et une

altération de la voie de signalisation AktIeNOSINO.

• Un traitement aux antioxydants préserve la réponse angiogénique induite

par le VEGF.

• Le tabagisme est associé à une diminution du nombre de cellules

endothéliales progénitrices et à une altération de leur fonction.

• La diminution du nombre de cellules endothéliales progénitrices et

l’altération de leur fonction chez le fumeur sont associées à une diminution de

l’expression de marqueur des cellules endothéliales, une augmentation de la

génération intracellulaire d’espèces radicalaires dérivées de l’oxygène, ainsi qu’une

diminution des niveaux plasmatiques de NO et de vitamines antioxydantes.

Globalement, nos études suggèrent que le tabagisme pourrait contribuer au

développement des maladies cardiovasculaires de deux façons:

1) En diminuant la guérison artérielle suite à une lésion vasculaire, favorisant

ainsi le développement de l’athérosclérose et la survenue d’évenements

cardiovasculaires iscliémiques aïgus (figure 24).
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Figure 24. Le tabagisme diminue la guérison vasculaire et favorise le développement
de l’athérosclérose. D’une part, le tabagisme augmente la génération intracellulaire
de ROS ce qui interfère avec la voie de signalisation VEGF/Akt/eNOS, diminue la
relâche de NO et la migration des cellules endothéliales (CE). De plus, le tabagisme
diminue l’expression endothéliale des intégrines Œv/33 et Œv/35 ce qui compromet
aussi la migration des CE. D’autre part, le tabagisme affecte le nombre de EPCs en
circulation et altère leur fonction ce qui empêche la participation des EPCs à la
réendothélialisation.

2) En compromettant la néovascularisation compensatrice suite à une

/
VEGFlumière

vasculatre

Migrafion des CE

4—Tabtgisme

EPC
•nombre
•prolifération
•migration
•adhésion
•différenciadon

NO

ischémie tissulaire (figure 25).
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Ces données améliorent l’état des connaissances concernant l’impact du

tabagisme sur la biologie des vaisseaux et contribuent à la compréhension des

mécanismes impliqués dans la néovascularisation post-ischémie. Ultimement, nos

résultats pourraient contribuer à l’élaboration de thérapies novatrices pour le

traitement des maladies cardiovasculaires ischémiques. Toutefois, il est important de

souligner que le sevrage tabagique est probablement la mesure de prévention

cardiovasculaire (primaire et secondaire) la plus efficace. Il permet de rapidement

freiner la progression de la maladie athérosclérotique et de prévenir ses

complications. Nos travaux permettent de proposer de nouvelles voies par lesquelles

Angiogenèse
•formation de néo-vaisseaux
partir du réseau vasculaire
existant

CE matures

I’

Vasculogenèse
•formation de néo-vaisse
partir de EPCs

HIF-1/VEGF

_______

•ligradon des cellules endothéliales EP

matures •nombre
•prolifération
.migradon
•adhésion
•différenciation

Figure 25. Les résultats de nos études nous indiquent que le tabagisme inhibe la
néovascularisation post-ischémie en diminuant la réponse angiogénique et la
vasculogenèse.
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le sevrage tabagique pourrait être bénéfique pour la guérison artérielle et la réponse à

l’ischémie.
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