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Résumé

Les vaisseaux sanguins sont composés de cellules enchédssées dans la matrice
extracellulaire (MEC). Certaines interactions entre les cellules et les composés de la MEC
sont impliquées dans plusieurs changements pathologiques et physiologiques au niveau de

la paroi artérielle.

L’hypertension systolo-diastolique provoque deux formes de remodelage
vasculaire : hypertrophique dans les arteéres de conductance et eutrophique dans les arteres
de résistance. Les mécanismes régissant le remodelage eutrophique ne sont pas encore bien
éclaircis. Afin de les étudier, nous avons utilis¢ un modéele d’hypertension systolo-
diastolique induite par I’inhibition de la syntheése de monoxyde d’azote. Nous avons
démontré que la contribution des protéines de désadhésion semblait différer d’un type de
remodelage a I’autre et que les métalloprotéinases matricielles (MMPs) ne jouaient pas un
rdle crucial dans le développement du remodelage eutrophique, contrairement au

remodelage hypertrophique.

Au cours du vieillissement, on observe des modifications de la paroi vasculaire des
artéres de conductance, augmentant leur rigidité : une fragmentation des fibres élastiques,
leur calcification (élastocalcinose), une augmentation des liens covalents entre les protéines
de la MEC et une fibrose. Cette rigidité conduit au développement de [’hypertension
systolique isolée. Afin d’évaluer I’implication des MMPs dans la fragmentation de
I’élastine et leur role dans le développement de 1’élastocalcinose, nous avons utilisé un
modeéle animal d’élastocalcinose basé sur I’inhibition de la maturation de la matrix Gla
protein (MGP), une protéine anti-calcifiante, par la warfarine. Nous avons observé une
augmentation rapide et transitoire de ’activité de la MMP-9, suivie de I’activation du
transforming growth factor- (TGF-8). L’inhibition de I’activité des métalloprotéinases et

de TGF-B a permis de prévenir I’¢lastocalcinose.

Par ailleurs, I’élastocalcinose est accélérée par le diabete. Cette accélération est
reliée a la durée et a la sévérité du diabéte. Or, ce dernier est associé a une augmentation de

la synthése des produits avancés de glycation (AGEs) pouvant former des liens covalents
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entre les protéines de la MEC. Ne disposant pas de modele animal pour étudier
I’implication des AGEs dans 1’élastocalcinose associée au diabéte, nous en avons créé un.
Dans ce modele, le diabéte est induit par une diete riche en lipides et une injection de
streptozotocine (30 mg/kg/jr). L’élastocalcinose est provoquée par I’inhibition de la
maturation de la MGP. Nous avons observé une accélération de I’élastocalcinose, liée a la
durée du diabéte, et une accumulation de AGEs dans la paroi des artéres fémorales.
L’utilisation de pyridoxamine, un inhibiteur de la formation des AGEs, et de I’ALT711, un
briseur des liaisons covalentes formées par les AGEs, a permis de prévenir et de limiter,
respectivement, la calcification dans ce modé¢le. En outre, nous avons montré que la
stimulation du récepteur des AGEs (RAGE), pouvait étre impliquée dans 1’élastocalcinose

et élucidé certains €léments de signalisation dans ce processus.

Ces travaux ont fait émerger le réle des MMPs, de TGF-8 et des produits avancés de
glycation dans le remodelage hypertrophique et 1’élastocalcinose associée ou non au
diabéte. Ceux-ci sont reliés a I’apparition de I’hypertension systolo-diastolique et systolique
isolée, respectivement. L’inhibition de ces acteurs pourrait constituer de nouvelles thérapies

anti-hypertensives.

Mots-clés : remodelage hypertrophique, remodelage eutrophique, MMPs, matrice

extracellulaire, elastocalcinose, TGF-B, diabéte, produits avancés de glycation, RAGE.



Abstract

The vascular wall is constituted of cells inserted in the extracellular matrix.
Interactions between cells and extracellular matrix components are implicated in

pathological and physiological changes of the vascular wall.

Systolo-diastolic hypertension can produce two types of vascular remodeling :
hypertropic in large arteries and eutrophic in resistance arteries. Mechanisms directing the
eutrophic remodeling are still unclear. In order to clarify them, we used an animal model of
systolo-diastolic hypertension induced by the inhibition of nitric oxide. We demonstrated
that the contribution of proteins of de-adhesion was different from one to another type of
remodeling. Moreover, matrix metalloproteinases (MMPs) did not play a crucial role in the

development of eutrophic remodeling, unlike in hypertrophic remodeling.

During aging, vascular wall of large arteries is modified, inducing arterial stiffness.
These modifications include fragmentation of elastic fibers, elastocalcinosis, increased
cross-links in the extracellular matrix and fibrosis. This stiffness promotes the development
of isolated systolic hypertension. In order to study the implication of MMPs in the
fragmentation of elastic fibers and elastocalcinosis, we used an animal model of
elastocalcinosis induced by the inhibition of matrix Gla protein’s maturation with warfarin.
We observed a fast and transient augmentation of MMP-9 activity followed by the
activation of TGF-§ during elastocalcinosis development. Inhibition of metalloproteinase

and TGF-B activities prevented elastocalcinosis.

Elastocalcinosis is accelerated by diabetes, and linked to its duration and severity.
Diabetes is associated with increase of advanced glycation endproducts (AGEs) synthesis
that can create cross-links. Because we had no animal model to study the involvement of
AGE:s in elastocalcinosis associated with diabetes, we created one. In this model, diabetes
was induced by a high fat diet and a single injection of streptozotocin (30 mg/kg/d).
Elastocalcinosis was provoked with warfarin. We observed an acceleration of

elastocalcinosis, associated with the duration of diabetes, and an accumulation of AGEs in
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the vascular wall of femoral arteries. Pyridoxamine, an inhibitor of AGEs, and ALT711, a
breaker of cross-links formed by AGEs, prevented and limited -elastocalcinosis,
respectively. Moreover, we demonstrated that AGEs receptor (RAGE) stimulation was
involved in elastocalcinosis and provided results regarding the signaling pathways for this

response.

The work presented in this thesis, highlights the roles of MMPs, TGF- and AGEs
in hypertrophic remodeling and elastocalcinosis with or without diabetes. These
modification of the vascular wall are linked with to different form of hypertension.
Inhibition of these newly identified players could become novel therapeutic avenues to treat

and limit the consequences of hypertension.

Keywords : hypertrophic remodeling, eutrophic remodeling, MMPs, elastocalcinosis,
TGF-B, diabetes, AGEs, RAGE.
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1. Introduction

1.1. Paroi vasculaire

Les vaisseaux sanguins acheminent les nutriments comme [’oxygene & tous les
tissus de ’organisme et les métabolites toxiques hors de ces tissus vers le foie. Puis, ils
permettent I’élimination des déchets via le rein. Ces vaisseaux sanguins ne sont pas des
tubulures inertes servant uniquement de conduits au sang. Il s’agit de structures complexes,
hiérarchisées tout au long de [’arbre vasculaire et composées de cellules et de
macromolécules de nature protéique et glucidique : la matrice extracellulaire. Les cellules
sont intégrées dans la matrice extracellulaire et les interactions cellule-matrice sont tres
étroites. Les cellules synthétisent les composés de la matrice extracellulaire et en retour la

matrice détermine le phénotype des cellules.

1.1.1. Composition

a. Cellules

Les cellules « normales » de la paroi vasculaire sont les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses vasculaires et les fibroblastes. Elles présentent des phénotypes
différents pour répondre a des réles différents. D’autres cellules comme des cellules
inflammatoires peuvent s’infiltrer dans la paroi vasculaire mais elles ne feront pas 1’objet

des paragraphes suivants.

i Cellules endothéliales '

Les cellules endothéliales (CE) sont des cellules polygonales aplaties qui couvrent
la totalit¢é du systéme circulatoire. Elles forment une monocouche semi-perméable
délimitant la lumiére du vaisseau : I’endothélium. Elles sont recouvertes de glycocalyx. Le
glycocalyx est une couche de biopolyméres chargés négativement (le hyaluronane,
I’héparan sulfate protéoglycane) qui limite le passage des grosses molécules dont les

lipoprotéines, les protéines plasmatiques. Mais, il existe des espaces intercellulaires (15 a
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20 nm) permettant le passage de ’eau et des petites molécules hydrosolubles comme le
glucose ou les acides aminés. Dans ces espaces, on trouve un complexe protéique relié aux
filaments d’actine et de myosine du cytosquelette et assurant la jonction entre les CEs.
L’endothélium artériel comporte aussi des jonctions communicantes (gap junction) qui
rendent possible la transmission de signaux vasomoteurs d’une cellule a I’autre grice a des
ions, de petits messagers ou des potentiels membranaires. Enfin, les CEs sont attachées a la
membrane basale par des intégrines. Ces intégrines sont liées au niveau cytoplasmique au
cytosquelette par un complexe vinculine-taline-actine. Ces zones de contact permettent a la
CE de résister aux forces de cisaillement produites par le flux sanguin. Donc I’endothélium

présente plusieurs fonctions :

. régir les échanges sang-tissu

. participer a la défense contre les pathogénes

i initier I’angiogénese

. sécréter des substances impliquées dans I’hémostase (le facteur de von Willebrand,
le monoxyde d’azote NO et la prostacycline PGI,)

. sécréter des substances vasoactives (NO, PGI; et ’endothéline).

Le NO est produit grace a la NO synthase endothéliale (eNOS). L’activité de cette
enzyme est stimulée par des agonistes ou par les forces de cisaillement. Elle génére le NO a
partir de la L-arginine. Cette réaction dépend de plusieurs co-facteurs dont la
tétrahydrobioptérine et est hautement régulée par la calmoduline. Le NO est une substance
vasodilatatrice et anti-aggrégante plaquettaire, tout comme PGI,. Cette derniére est le
produit de I’action de la prostacycline synthase sur le prostaglandine H,, lui-méme le
résultat de I’action d’une cyclo-oxygénase et d’une péroxydase sur I’acide arachidonique.
Les CEs sécrétent aussi, a partir de 1’acide arachidonique, un vasoconstricteur, le
thromboxane A;. L’endothélium peut aussi induire une vasodilatation grice a
I’endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). Comme son nom !’indique, EDHF
produit une hyperpolarisation au niveau de la cellule musculaire lisse vasculaire ce qui
empéche I’entrée du calcium dans la cellule et donc bloque la contraction. La nature de
IPEDHF reste controversée. Enfin, les CEs synthétisent un autre vasoconstricteur :
I’endothéline. En fait, il existe trois isoformes de I’endothéline (ET) : ET-1, ET-2 et ET-3.

L’endothéline est synthétisée par les CEs sous forme de préproendothéline. La dégradation



4
de ce peptide par la furine produit la big-endothéline qui est finalement convertie, de
fagon enzymatique, en endothéline active. Une fois libérée par I’endothélium, 1’endothéline
produit ses effets grace a des récepteurs ETa et ETp présents sur tous les types cellulaires

de la paroi vasculaire.

Tableau 1. Effets physiologiques de 1’endothéline sur les cellules de la paroi vasculaire

Cellule endothéliale Cellule musculaire lisse Fibroblaste
vasculaire
ETg: ETA et ETg : ETasetETg:
* Production de * Vasoconstriction e Prolifération
NO et de PGI, e Prolifération ¢ Synthése de la matrice
extracellulaire
ii Cellules musculaires lisses "2

Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV) sont des cellules fusiformes
avec des extrémités pointues. Contrairement aux cellules du muscle squelettique, elles sont
mononuclées. Dans la paroi vasculaire, elles sont organisées en feuillets superposés et
paralléles. Elles sont liées a la MEC grace a différents récepteurs, les plus nombreux étant
les intégrines. Les CMLV contiennent des filaments d’actine et de myosine organisés en
pseudo-sarcomeére. En fait, I’organisation est moins structurée que dans les sarcoméres du
myocyte cardiaque. Les filaments de myosine s’intercalent entre les filaments d’actine.
Mais, les CMLVs ne possedent pas de ligne Z. On observe, par contre, des sites d’adhésion
focale dans le cytoplasme et des jontions d’adhérence, du c6té cytosolique de la membrane
plasmique, ou les filaments d’actine viennent s’enchasser. On trouve aussi des filaments
intermédiaires (desmine et vimentine) qui relient les parties denses pour que la cellule se

contracte uniformément.

Pour que les CMLVs se contractent, il faut une augmentation de la concentration
intracellulaire en ion calcique Ca*". Il existe deux sources de Ca’" : le milieu extacellulaire

et le réticulum sarcoplasmique. L’augmentation de Ca>* peut étre due 4 une modification du
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potentiel de membrane qui induit I’ouverture des canaux calciques voltage dépendants et
ainsi I’entrée de Ca’" extracellulaire dans la CMLV. Elle peut aussi étre le résultat de la
liaison d’un ligand & son récepteur. La membrane plasmique des CMLVs comprend
différents récepteurs pour des substances vasoconstrictrices comme la noradrénaline (-
adrénergiques), I’angiotensine II (AT;), I’endothéline (ETA et ETg). La hausse de la
concentration du Ca®" intracellulaire est due surtout a I’activation la phospholipase C qui
génére de I’inositol triphosphate (IP3) et du diacyl glycérol (DAG). On observe alors un
relargage du calcium par le réticulum sarcoplasmique via les récepteurs canaux sensibles a
I’IPs. Par ailleurs, la hausse du Ca®" intracellulaire et du diacylglycérol permet d’activer des
protéines kinases C (PKC) impliquées dans la contraction via les canaux calciques voltage
dépendants et via une sensibilisation de 1’appareil contractile. Cette sensibilisation ferait
intervenir la phosphorylation de protein kinase C-potentiated inhibitor protein of 17 kDa
(CPI-17) ** et la phosphorylation de la MLCP par Rho kinase ce qui inhiberait I’activité de
la MLCP *¢. Cette sensibilisation permet une contraction de la CMLV & des concentrations
de Ca®* intracellulaire inférieures. Suite a I’augmentation du Ca** intracytosolique, un
complexe Ca**/calmoduline, qui active la myosine light chain kinase (MLCK), se forme. La
contraction se produit grace a la phosphorylation des chaines légeres de la myosine par la
MLCK. Cette phosphorylation permet ensuite a la myosine ATPase de fonctionner. La
myosine se déplace le long du filament d’actine et forme des ponts. Ceci permet le
raccourcissement du pseudo-sarcomére et produit une contraction. La phosphorylation est
contrée par la myosine light chain phosphatase (MLCP). En déphosphorylant les chaines
légéres de myosine, elle inhibe la contraction. La MLCP est trés active dans les CMLVs.
Dés que I’activité de la MLCK diminue suite 4 une diminution de le Ca** intracellulaire, la
MLCP prend le dessus et produit une relaxation. Pour diminuer le Ca’* intracellulaire,

plusieurs mécanismes peuvent étre mis en ceuvre :

. empécher son entrée par une hyperpolarisation qui bloque les canaux calciques
voltage dépendants ou par une inhibition des récepteurs canaux sensibles a I’[P;.

. I’expulser hors de la cellule, en activant la pompe Ca’*-ATPase ou I’échangeur
Na'/Ca®*

. le recapter, en activant la pompe Ca’*-ATPase au niveau du réticulum

sarcoplasmique.



Plusieurs voies de signalisation induisent une relaxation des CMLVs. Le schéma suivant les

répertorie.

Figure 1. Voies de signalisation impliquées dans la diminution du Ca®" intracellulaire.
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CMLV : cellule musculaire lisse vasculaire, RS : réticulum sarcoplasmique, R : récepteur,
G : protéine G, AC : adenylate cyclase, ATP : adénosine triphosphate, AMPc¢ : adénosine
monophosphate cyclique, GCs : guanylate cyclase soluble, GTP : guanosine triphosphate,
GMPc : guanosine monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase A, PKG : protéine
kinase G, K¢, : canaux potassiques calcium dépendants, CCVD : canaux calciques voltage

dépendants, R-IP3 : récepteurs canaux sensibles a I’IP3, .

En plus de diminuer le Ca®* intracellulaire, I’activation de la PKG provoque une
désensibilisation de 1’appareil contractile de la CMLV. Cette désensibilisation fait

intervenir la phosphorylation de la Rho kinase et de la heat-shock protein 20 (HSP20) *°
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Les CMLV ne sont pas que les cellules du tonus vasculaire. Comme la paroi
vasculaire est soumise & beaucoup d’étirement, elles sécrétent des composés de la matrice
extra-cellulaire qui contribuent a 1’élasticité du vaisseau. Elles sécrétent également des
facteurs de croissance et des enzymes protéolytiques favorisant les remodelages

vasculaires.

iii Fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules allongées avec de nombreux prolongements. Ils
sont responsables du dépdt, du maintien, de la dégradation et du réarrangement de la MEC
dans la paroi vasculaire. Ils synthétisent des macromolécules protéiques et des
glycoprotéines de la MEC. Ils peuvent aussi sécréter des facteurs de croissance qui
stimulent la prolifération cellulaire ou la synthése de macromolécules par les CMLVs et des
enzymes dégradant les composés de la MEC. Le phénotype des fibroblastes est modulable
en fonction de leur degré d’activation. Ainsi, on trouve des fibrocytes, des fibroblastes, des
proto-myofibroblastes et des myofibroblastes. Les fibrocytes sont des fibroblastes dont
I’activité synthétique est diminuée. Un fibrocyte peut devenir un fibroblaste s’il est stimulé.
Les proto-moyofibroblastes et les myofibroblastes sont des fibroblastes qui expriment des
fibres d’o-actine, de la fibronectine ED-A et des sites d’adhésion focale. Ces cellules
produisent une tension mécanique. En fait, il s’agit de fibroblastes différentié€s sous I’action
d’une tension mécanique et du fransforming growth factor-beta (TGF-B). On les retrouve

dans les tissus en cours de cicatrisation '°.

b. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) offre aux cellules de la paroi vasculaire un
ancrage. Elle les protége et elle participe a leurs modifications comme les changements
phénotypiques. C’est un assemblage de macromolécules regoupées en quatre catégories :
les collagénes, les fibres élastiques, les protéoglycanes et les glycoprotéines de structure.
En fait, les protéoglycans et les glycoprotéines de structure participent a la formation des

fibres de collagenes et des fibres élastiques.



i Les fibres de collagéne '™

Les fibres de collagéne sont les principales fibres impliquées dans la résistance a
I’étirement. Elles sont constituées en majeur partie de collagéne. Il existe 27 différents
types de collagénes qui sont classés en deux groupes : les collagénes fibrillaires et les
collagénes non-fibrillaires. Une molécule de collagéne est une protéine structurelle qui
contient un ou plusieurs domaines présentant la conformation en triple hélice typique des
collagénes fibrillaires. Une unit¢é de collagéne est composée de trois chaines
polypeptidiques appelées chaines a. La structure ainsi formée peut-étre homo ou
hétérotrimérique (un ou plusieurs génes). La maturation des chaines a pour former les
fibrilles nécessite un ensemble complexe de modifications post-traductionnelles. Les
enzymes et chaperons nécessaires a ces modifications ne sont bien déterminées que pour les

collagenes de type I, IT et I11.

¢ Collagénes fibrillaires

Les collagénes fibrillaires sont les collagénes de type I, II, III, V, XI, XXIV et
XXVII. Les collagénes V, XI, XXIV et XXVII sont considérés comme des collagénes
mineurs car ils sont moins abondants que les trois autres types. L’association en triple
hélice des chaines o de collagéne se déroule dans le réticulum endoplasmique.
L’hydroxylation de résidus proline (prolyl-4-hydroxylase) et lysine et la glycosylation de
résidus hydroxyproline permettent la formation de I’hélice. Cette association commence

apres le propeptide C et s’arréte avant le propeptide N (Figure 2).



Figure 2. Assemblage de la triple hélice de collagéne.
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Ceci se déroule aussi en présence de chaperons dont la heat-shock protein 47 (HSP47) ' et
probablement ’ostéonectine ou SPARC (secreted protein, acidic and rich in cystein) .
Contrairement a I’HSP47, SPARC serait transporté du réticulum sarcoplasmique dans
I’appareil de Golgi et ensuite sécrété avec les fibrilles de collagéne. Des liens disulfures
sont formés entre les propeptides C de chaque chaine a afin de stabiliser la structure. La
triple hélice flanquée de ses extrémités globulaires amino- et carboxy-terminales est

sécrétée dans ’espace extra-cellulaire. Une fois débarassées de leurs extrémités par des
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métalloprotéinases (adamalysines et astacines), les triples hélices s’agencent de facon
paralléle et décalée, avec des zones de superposition et des trous. Elles s’associent pour
former des fibrilles hétérotypiques (composées de plusieurs types de collagéne). Au niveau
vasculaire, on retrouve les collagénes de types I, III et V associés dans la méme fibrille. Les
hélices des différents collagénes sont liées les unes aux autres griace a des liaisons
covalentes catalysées en partie par la lysyl-oxydase '%. Par ailleurs, la partie N-terminale du
collagéne V persistante est projetée a travers les trous et se retrouve a la surface de la
fibrilles ''. Elle est responsable de la majeur partie de I’activité régulatoire du collagéne

type V sur le diamétre de la fibrille ' (Figure 3).

Figure 3. Structure de la fibrille de collagéne au niveau vasculaire.
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¢ Collagénes non-fibrillaires

Les collagénes non-fibrillaires sont appelés ainsi car les triples hélices ne
s’associent pas de fagon paralléle et décalée, comme les collageénes vus dans le paragraphe
précédent. Ils sont au nombre de 22, mais nous n’aborderons que les collagénes non-

fibrillaires présents dans la paroi vasculaire.

Les collagénes de type XII et XIV font partie des collagénes associés aux fibrilles
avec des triples hélices interrompues ou FACITs (fibril-associated collagens with
interrupted triple helices). Ces collagénes sont constitués de trois régions :

. une région comprenant une ou deux triples hélices qui permet |’interaction et
’adhésion avec les fibrilles
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. une seconde région avec une triple hélice séparée de la premiére par un domaine
différent d’une triple hélice qui sert de bras rigide

. une région sans triple hélice qui forme une protubérance hors de la fibrille grace a la
région précédent et interagit avec d’autres éléments de la matrice ou des récepteurs
membranaires.

D’aprés les structures observées dans le cartilage, les collagénes XII et XIV pourraient se
loger dans les trous des fibrilles grice a la premiére région et permettraient grace a la
troisiéme région une stabilisation des fibrilles et/ou une modulation par les cellules

environnantes '¢.

Les collagénes de type IV, VI et VIII se trouvent dans la membrane basale
synthétisée par les cellules endothéliales. Ces collagénes ne forment pas de fibrilles mais
des feuillets ou des réseaux. Le collagéne de type IV contient plusieurs domaines de triples
hélices interrompus. Ces molécules s’aggrégent en feuillets grace a 1’interaction de leur
région N-terminale, le domaine 7S. Ce domaine présente une structure de triple hélice. Les
chaines a s’assemblent en tétramére par leur 7S ce qui donne une structure d’araignée

(Figure 4).

Figure 4. Association tétramérique de collagénes de type [V.

7S assemblés

l

En raison des nombreuses interruptions dans la structure en hélice, le tétramére est flexible.
Par ailleurs, les régions C-terminales du tétramére peuvent interagir avec d’autres
tétrameéres pour créer un réseau ou s’associent la laminine et le perlécane. C’est la structure

de base de la membrane basale du vaisseau sanguin.
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Le collagéne VI est un composé¢ ubiquitaire de la matrice extracellulaire. Il interagit avec
de nombreuses molécules de la MEC incluant les collageénes I, IV, des protéoglycanes, des
glycoprotéines de structure et des intégrines. Le collagéne VI est un hétérotrimeére. Cette
molécule de base comprend une triple hélice avec des domaines terminaux globulaires.
Dans un permier temps, deux molécules de base vont s’assembler de fagon anti-parallele
pour former un dimére. Les interactions sont stabilisées par des liens disulfures. Puis, deux
diméres forment un tétramere (Figure 5). C’est a partir de ces tétraméres et grice a des
intéractions N-terminal/N-terminal entre les tétraméres que se forment les réseaux de
collagéne VI. On observe trois structures possibles: des microfibrilles & boules, des

fibrilles larges et des hexagones.

Figure 5. Assemblage du collagéne de type VI.

Monomére Dimére anti-parallére Tétramere
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Les protéoglycanes associés au collagéne VI déterminent la structure de la supramolécule.
La fonction du collagéne VI n’est pas encore clairement établie. Notons que le monomere
de collageéne VI présente 11 séquences Arg-Glyc-Asp ce qui expliquerait ses interactions
avec les intégrines. Il pourrait donc jouer un réle d’interface entre les fibrilles de collagénes

I, I11, V et les cellules ' 13

Le collagéne de type VIII s’assemble en tétrahedrons puis forme un réseau hexagonal

(Figure 6). On le retrouve dans les vaisseaux sanguins au niveau subendothélial.
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Figure 6. Réseau hexagonal de collagéne de type VIII.

Les collagénes de type XV et XVIII, appelés multiplexines, sont des homotrimeéres.
Ils contiennent plusieurs domaines de triple hélice, un domaine N-terminal similaire & un
domaine de la thrombospondine 1, des chaines de glycosaminoglycanes, une chaine
chondroitine sulfate pour le collagéne XV et un héparan sulfate pour le collagéne XVIII.
Dong, ils sont a la fois considérés comme des collagénes et des protéoglycanes. Ils sont
exprimés au niveau de la membrane basale endothéliale. Le collagéne XV serait nécessaire
a la stabilisation de la structure du vaisseau tandis que le collagéne XVIII serait impliqué
dans 1’assemblage de la membrane basale. Ce role est supporté par la liaison de
I’endostatine (fragment du domaine C-terminal du collagéne XVIII) a différents composés

de la membrane basale : laminine, fibuline, nidogen .

¢ Fibrillogénése et organisation des fibres de

collagéne

La fibrillogénése et le role des différentes molécules associées aux fibres de
collagene sont source de nombreuses d’incertitudes. La plupart des connaissances sur la
fibrillogénése provient d’expériences in vitro. Ces expériences ont montré que la formation

des fibres de collagéne dépend de l’assemblage de la fibronectine en fribrilles. La
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fibronectine est une protéine extracellulaire qui interagit avec de nombreuses molécules
de la MEC et avec la surface des cellules '®. L’assemblage du collagéne se déroule a la
surface des cellules et fait intervenir les intégrines a8, et asB;. Cette derniére intervient
également dans 1’assemblage de la fibronectine. Cependant, le role de la fibronectine dans
la fibrillogénése du collagéne n’est pas encore démontré in vivo 2. Par ailleurs, des
protéoglycanes sont impliqués dans I’assemblage des fibres de collagéne. Plusieurs
membres de la famille des small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) comme la décorine o
le biglycane, la fibromoduline et le lumicane affectent la fibrillogénése in vitro et
intéragissent avec plusieurs types de collagene in vivo 2 Notons que la liaison des
protéoglycanes aux fibrilles (collagéne et élastine) permet de limiter les mouvements
aléatoires des fibrilles sous I’effet des forces d’étirement. Le hyaluronan et les autres

glycosaminoglycanes de la MEC participent aussi au maintien de la structure du vaisseau
21

La composition de la membrane basale est différente du reste de la MEC. En fait, la
plupart de ces composés ne se retrouve pas ailleurs dans la MEC. Comme nous ’avons vu
précédemment, la membrane basale ne présente pas de réseau collagéne de type I mais de
collagéne de type IV associé a un réseau de laminines. Il est associé aux collagénes de type
VIII, XV et XVIII qui participent a |’assemblage et au maintien de la structure de la
matrice. Ils seraient secondés dans ces rdles par des protéoglycanes comme le perlécane,
par les nidogens/entactins (Figure 7). Cette section de la MEC présente donc une structure
moins dense. En fait, la membrane basale fournit un support structural aux cellules

endothéliales. Elle n’est pas la zone d’étirement et de contraction du vaisseau.
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Figure 7. Composés de la membrane basale et interactions supposées.
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ii Les fibres élastiques

Les fibres élastiques représentent 2 4 4 % du poids de tissu sec des artérioles et
jusqu’a 50% de I’aorte. Elles forment des lamelles concentriques séparées par des couches
de CMLVs. Les fibres élastiques sont composées d’un noyau amorphe constitué
exclusivement d’élastine, représentant 90 % de la fibre élastique mature, et d’un ensemble
de microfibrilles entourant ce premier composé. Ces fibrilles contiennent la lysyl oxydase,
des glycoprotéines de structure et des protéoglycans. Le tableau suivant présente les
protéines, glycoprotéines et protéoglycanes présent au niveau des fibres élastiques et leur

localisation.
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Tableau 2. Molécules associées aux fibres élastiques

Molécule Localisation
Noyau Microfibrilles Interface
Tropoélastine +
Lysyloxydase + +
Glycoprotéines
* Fibrillines +
* MAGPs +

e Fibuline-1 +

* Fibuline-2 ¢lastine/microfibrille

* Fibuline-5 fibre élastique/cellule

* EMILINs élastine/microfibrille
Protéoglycanes

* Décorine +

¢ Biglycane +

e Versicane +

MAGPs : microfibril-associated glycoproteins, EMILINs : elastin microfibril

interface located proteins. D’aprés >
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¢ Fibrillogéneése

La fibrillogénése des fibres élastiques commence & la fin du premier trimestre du
développement et continue durant la croissance de 1’individu. Elle débute par la synthése de
microfibrilles & proximité des cellules. Cette étape est probablement modulée par les
intégrines et certains protéoglycans. On observe ensuite la synthése de la tropoélastine. La
tropoélastine est le précurseur soluble de ’¢lastine. 11 s’agit d’une protéine non-glycosylée
qui requiert un chaperon, I’elastin binding protein (EBP), pour sa migration intracellulaire.
L’EBP la protége d’une aggrégation prématurée et d’une dégradation par les sérine-
protéases. Une fois a la surface de la cellule, ’'EBP interagit avec des B-galactosides
présents dans les microfibrilles et libére la tropoélastine 2% Les microfibrilles synthétisées
auparavant forment la charpente sur laquelle se déposent les molécules de tropoélastine.
Les tropoélastines s’aggrégent ensemble de fagon ordonnée, c’est la coascervation. Les
résidus lysine des tropoélastine se trouvent & proximité les uns des autres. Ils subissent alors
une désamination oxydative catalysée par la lysyl oxydase ce qui permet la formation de

liaisons covalentes. Ceci rend I’élastine insoluble (Figure 8) ».

Figure 8. Fibrillogénese des fibres élastiques.
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Le role biologique de la plupart des molécules associées aux fibres élastiques
(voir tableau) est incertain. Dans les prochains paragraphes, nous détaillerons les roles

connus et supposés de ces différents composés.

L Glycoprotéines de structure

Les fibrillines sont des glycoprotéines de structure. Fibrilline-1 et -2 sont les
principaux composants structuraux des microfibrilles des fibres élastiques. Les deux
fibrillines ne sont pas exprimées de la méme fagon. La fibrilline-2 apparait plus tot dans le
développement que la fibrilline-1 **. En raison de nombreux domaines calcium-binding-
epidermal-growth-factor-like (cbEGF) et en présence de calcium, la protéine adopte une
structure en béitonnet. L’assemblage des molécules de fibrillines en microfibrilles se
déroule a proximité de la cellule. D’ailleurs, les fibrillines comportent des s€équences Arg-
Glyc-Asp qui pourraient interagir avec des intégrines. La maturation des fibrilles nécessite
la formation de liaisons covalentes grice aux transglutaminases. De plus, certains
protéoglycanes semblent intervenir dans la formation de la structure en chapelet des
microfibrilles. Au niveau de la formation de la fibre élastique, les fibrillines régulent

I’organisation du dépdt de la tropoélastine %,

Les glycoprotéines associées aux microfibrilles (MAGP) sont de petites protéines
microfibrillaires. Au niveau de la MEC, on trouve MAGP-1 et MAGP-2. MAGP-1 est
localisée sur les microfibrilles. En outre, elle forme des complexes avec des protéoglycanes
comme le décorine ou le biglycane et avec la fibrilline-1 ou la tropoélastine. Il semble donc
que MAGP-1 intervienne dans 1’assemblage de la microfibrille (complexe décorine-
fibrilline-MAGP-1) et durant la formation du noyau d’élastine de la fibre élastique
(complexe biglycane-tropoélastine-MAGP-1) 2. MAGP-1 participe 4 toutes les étapes de la
formation de la fibre élastique. La MAGP-2 s’associe aussi avec la fibrilline-1 et stimule
I’assemblage de la fibre élastique. Cependant, en raison de sa localisation et de son
expression réduites dans le temps, elle ne jouerait pas le méme role que MAGP-1. Son réle

serait plus transitoire et pourrait étre associé a une signalisation cellulaire. Lemaire et al.
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ont suggéré que MAGP-2 interviendrait en ciblant la libération de la tropoélastine par la

cellule 7.

Les emilins (elastin microfibril interface located protein) sont des glycoprotéines
distribuées a I’interface entre I’élastine amorphe et les microfibrilles 28 Elles ont été
détectées au niveau des fibrilles durant des stades précoces du développement de 1’aorte 2
En outre, EMILIN-1 se dépose en méme temps que la fibrilline-1 et la présence d’anticorps
anti-EMILIN-1 perturbe le dépdt de la tropoélastine 2*. Donc, EMILIN-1 est associée a la

fibrillogénése des microfibrilles et facilite la coascervation de la tropoélastine.

La famille des fibulines compte 5 membres. Seules trois fibulines sont associées a la
biologie des fibres élastiques : fibuline-1, -2 et -5 2 Les fibulines possédent un domaine
EGF-like (epidermal growth factor) qui permettrait une liaison calcium-dépendante avec
’élastine. Les fibulines possédent aussi des motifs Arg-Gly-Asp interagissant avec les
intégrines. Ce sont des molécules de liaison entre les fibres élastiques et les cellules. La
fibuline-5, par exemple, interagit uniquement avec 1’élastine au sein des fibres €lastiques et
avec les intégrines ayB3 et ayBs au niveau des cellules. L étude des souris déficientes en
fibuline-5 a permis de montrer son implication dans I’organisation tri-dimensionnelle des
cellules dans la MEC. En effet, en I’absence de fibuline-5, les CMLVs proliférent de fagon
incontrolée dans les artéres jusqu’a une compléte obstruction 30 Les souris déficientes pour
les autres fibulines démontrent des troubles dans 1’élastogénése et la formation des

vaisseaux sanguins '

* Protéoglycanes

Plusieurs protéoglycanes interagissent avec les microfibrilles et les fibres élastiques.
Parmi les SLRPs, la décorine et le biglycane sont associ€s aux microfibrilles et au noyau
amorphe d’élastine, respectivement. Ils participent a la fibrillogénese avec MAGP-1. Par
ailleurs, d’autres protéoglycans comme le versican semble influencer ’intégration de la

microfibrille dans la MEC.
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iii SPARC, ténascine et thrombospondine.

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, la MEC sert d’ancrage aux cellules
de la paroi vasculaire. Les macromolécules adhésives les plus importantes comprennent la
fibronectine, la laminine, les collagénes fibrillaires, le collagéne de type IV. Elles
interagissent avec les cellules grace a des récepteurs tels que les intégrines. Cependant, les
cellules doivent se détacher afin de migrer ou de se diviser. Pour cela il faut diminuer
I’adhésivité entre les macromolécules et les cellules. A cette fin, il existe des glycoprotéines
appelées protéines anti-adhésives. On compte parmi ces protéines: 1’ostéonectine ou
SPARC (secreted protein acidic rich in cystein), les ténascines et les thrombospondines.
Leur mécanisme d’action n’est pas encore bien connu. Toutefois, ces protéines semblent
altérer la polymérisation de I’actine (cytosquelette) et provoquer la dissociation des
complexes d’adhésion focale. De plus, ces glycoprotéines modifient la signalisation des
intégrines et affectent certaines kinases telles que la focal adhesion kinase (FAK) et la

mitogen-activated protein kinase (MAPK)*> .

iv Forme latente de TGF-f

Il existe trois isoformes du transforming growth factor-f§ (TGF-B) chez les
mammiféres, TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3. TGF-B1 est exprimé par les CEs, les CMLVs et
les fibroblastes dans la paroi vasculaire **. Il est synthétisé, comme les autres TGF-B, sous
forme de pré-pro-TGF-B1 et est hydrolysé au niveau de I’appareil de Golgi pour former un
petit complexe de latence contenant TGF-B1 associ¢ de fagon non-covalente avec deux
peptides de latence LAP (latency-associated peptide). Suite & la liaison covalente d’une
autre protéine de latence, le latent TGF-f binding protein (LTBP), ce complexe est sécrété
et il s’associe a des composés de la MEC. 11 s’agit d’une forme de stockage qui ne peut se
lier aux récepteurs de TGF-B. L’activation finale de TGF-1 nécessite la dégradation du
complexe. Cette procédure implique une protéolyse de la LTBP par des sérine protéases ou
des métalloprotéinases. S’en suit des changements conformationnels qui peuvent étre

induits grace a certaines intégrines (ayf3 ou oyBg) 33 La liaison de TGF-B a son récepteur
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TBRII induit le recrutement de TBRI. Ce complexe de deux récepteurs couplés a une
sérine/thréonine kinase génére un signal intracellulaire par une phosphorylation en cascade
de protéines de la famille des Smads. Les Smads, sous forme de complexe, interagissent
avec des facteurs de transcription afin d’influencer des génes cibles. Au niveau vasculaire,
TGF-B1 est impliqué dans la régulation de la synthése de la MEC. Il induit une
augmentation de la synthése de composés de la MEC comme le collagéne de type I et la
fibronectine et diminue leur dégradation en augmentant 1’expression d’inhibiteurs des
protéases comme les plasminogen activator inhibitors (PAls) et les tissue inhibitors of

metalloproteinases (TIMPs) .

c. Formation des liaisons covalentes de la matrice

extracellulaire

La formation des liaisons covalentes transversales ou pontages entre des protéines
permet de stabiliser ces derniéres. Le pontage des triples hélices de collagéne ou des

molécules de tropoélastine rend les fibrilles et microfibrilles insolubles et résistantes.

i Lysyl oxydase

La lysyl oxydase (LOX) est une amine oxydase exprimée et sécrétée par les cellules
fibrogéniques comme les CMLVs ou les fibroblastes. Elle est synthétisée sous forme de
préproenzyme et libérée dans la MEC sous forme de proenzyme. Son activation requiert
une protéolyse par une métalloprotéinase : la bone morphogenic protein-1 (BMP-1). En
outre, son activité dépend de la présence d’un atome de cuivre a son site actif et d’un
groupement lysyl-tyrosyl-quinone. Ce groupement est le résultat d’un pontage

intramoléculaire entre la lysine 314 et la tyrosine 349 (Figure 9).
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Figure 9. Le groupement lysyl-tyrosyl-quinone de la lysyl-oxydase.
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Comme son nom I’indique, la LOX catalyse 1’oxydation de résidus lysine. Dans un premier
temps, il se produit, au niveau de la lysyl-tyrosyl-quinone, une oxydation du groupement
amine de ’acide aminé en un aldéhyde réactif. Dans un second temps, I’enzyme réduite est

oxydée afin de régénérer la forme active de la LOX *”-** (Figure 10).

Figure 10. Réaction d’oxydation par la lysyl-oxydase.
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L’aldéhyde réactif peut ensuite condenser spontanément avec une autre aldéhyde ou une

amine d’une autre protéine. Cette réaction forme un pontage.

Les substrats les plus connus de la LOX sont le collagéne et I’élastine. Toutefois, les
séquences entourant les lysines oxydables grace a la LOX sont trés différentes. Il semble
que la LOX ne reconnaisse pas une séquence spécifique mais un environnement favorable.
En effet, la LOX est sensible a la longueur du peptide, a la présence d’acides aminés
dicarboxyliques (acides aspartique et glutamique), a la présence d’un grand nombre de
résidus glycine et & la charge ionique du substrat *%. La LOX initie la formation de liaisons
covalentes ou pontage au niveau du collagéne et de 1’élastine, en oxydant les résidus lysine
et hydroxylysine en aldéhydes. Ces derniers réagissent avec les aldéhydes formés ou les
groupements amines des lysines et hydroxylysines avoisinants ce qui produit des pontages
inter- et intra-peptidiques. Les acides aminés de pontage desmosine et isodesmosine sont
spécifiques de 1’élastine. Kagan et al a aussi démontré que I’activité de la LOX n’était pas

limitée a I’élastine et au collagéne *°.

Notons qu’il existe quatre protéines de structure similaire a celle de la LOX, les lysyl
oxidase-like ou LOXL (LOXL, LOXL2, LOXL3, LOXL4). Toutefois, leur activation, leur

localisation et leur intérét sont peu connus *°.

i Transglutaminases

Les transglutaminases sont au nombre de neuf dans le génome humain. Elles
présentent toutes une triade catalytique Cys-His-Asp/Asn et catalysent la formation de
pontages entre les protéines. La liaison d’ions calcium est essentielle a leur activité. Le pont
inter-peptide est une Ne(y-glutamyl)lysine entre le résidu lysine (donneur) d’une protéine et

le résidu glutamine (accepteur) d’une autre protéine *'.
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Figure 11. Formation de la liaison covalente Ne(y-glutamyl)lysine par la

transglutaminase.
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Malgré une faible spécificité pour la protéine porteuse du résidu lysine, les
transglutaminases n’ont pas beaucoup de substrats répertoriés. En fait, la limite semble se
situer au niveau de la protéine acceptrice. En effet, il existe relativement peu de protéines
contenant des résidus glutamine qui peuvent former un intermédiaire avec une
transglutaminase. La séquence d’acides aminés voisine de la glutamine, la charge et la
structure secondaire semble influencer la réaction. Toutefois, ces critéres sont encore assez

mal définis +.

Seules deux des huit transglutaminases humaines sont sécrétées : le facteur XIII, et
la transglutaminase 2 (T'G2). Donc, seules ces deux enzymes pourraient intervenir dans la
formation des pontages entre les protéines de la MEC. Le facteur XIII est surtout impliqué
dans la coagulation et la croissance osseuse. Toutefois, la présence du facteur XIII a été
mise en évidence dans la paroi vasculaire au cours du remodelage flux-dépendant ® TG2,
aussi appelée transglutaminase tissulaire ou endothéliale, est ubiquitaire. Elle est exprimée
entre autres au niveau des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses d’artéres
et de veines **. Plusieurs protéines de la MEC comme la fibronectine, le collagéne, peuvent
servir de substrats a la formation de liaisons covalentes transversales catalysées par TG2.
En outre, TG2 semble favoriser le stockage de TGF-f} sous sa forme latente dans la MEC,
grice a la formation de pontages entre cette derniére, les microfibrilles et les fibrilles. Par
ailleurs, indépendemment de la formation des ponts inter-peptides, TG2 peut intervenir
dans les interactions cellule-matrice. Par exemple, TG2 lie la fibronectine et forme un
complexe avec le collagéne et des intégrines. Ceci permet une communication entre le

cytosquelette et les fibrilles de collagéne *'.



25
Notons que les transglutaminases peuvent intervenir dans des pontages non-
covalents. Dans ce cas, elles contribuent a la stabilisation de liaisons non-covalentes déja

formées en ajoutant quelques ponts Ne(y-glutamyl)lysine au niveau d’une chaine latérale.

Cette soudure ponctuelle est réalisée par le facteur XIII sur la fibrine par exemple *'.

d. Les récepteurs membranaires des composés de la

matrice extracellulaire

i Intégrines

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques composés d’une sous-unité o et
d’une sous-unité B liées de fagon non-covalente. Les domaines extracellulaires sont les

portions N-terminales des deux sous-unités (Figure 12).

Figure 12. Schéma d’une intégrine.

sous-unité a sous-unité R

Membrane cytoplasmique

milieu intracellulaire

[1 existe 18 sous-unités a et 8 sous-unités B qui forment 24 récepteurs différents. Sur ces 24

intégrines connues, on ne rapporte des implications dans la biologie vasculaire que pour 16

d’entre elles (voir tableau).



Tableau 3. Intégrines exprimées dans la paroi vasculaire.
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Intégrines Exprimée par Récepteur du

CE CMLV collagene laminine Motif RGD
o, B3, + + +
a,B, + + + +
a,B, + + +
a,B, + +
o3, + + +
agB, + + +
a-B, + +
ogh, + +
B, +
ayB, + +
oy, + + +
aBs + + +
B, + + +
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Le domaine extracellulaire des intégrines forme une téte globulaire qui lient des

séquences spécifiques d’acides aminés du ligand de facon cation-dépendente *’. On
dénombre plusieurs sites de liaison au niveau des sous-unités o et 3. [Is permettent aussi
bien une adhésion et une communication cellule-cellule que cellule-MEC. La séquence
Arginine-Glycine-Aspartate (RGD) est le site d’attachement d’un grand nombre de
protéines de la MEC. Environ un tiers des intégrines exprimées dans la paroi vasculaire
reconnait cette séquence comme site de liaison. Cette séquence a été découverte sur la
fibronectine *®. La fibronectine n’est pas le seul composé de la MEC présentant une
séquence RGD comme site d’adhésion. Cette séquence se retrouve au niveau de la
vitronectine, la thrombospondine, la laminine, la tenascine, I’entactine, la forme latente de
TGF-B et, sous certaines conditions, du collagéne *°. Cependant, ce ne sont pas toutes les
protéines comprenant la séquence RGD qui peuvent &tre liées a une intégrine. La séquence
RGD doit étre présente a la surface de la protéine et sous une certaine conformation. Par
ailleurs, il existe d’autres séquences d’acides aminés propices a I’adhésion des protéines a
une intégrine. Les travaux de Underwood et al ont montré que les séquence Tyr-Gly-Tyr-
Tyr-Gly-Asp-Ala-Leu-Arg et Phe-Tyr-Phe-Asp-Leu-Arg étaient impliquées dans la liaison
de la laminine 1 et du collagéne de type IV a I’intégrine auB; *°. L’intégrine o B; reconnait
une séquence contenant une arginine et un aspartate sur le collagéne type I différente de la
séquence RGD °'. Notons que I’aspartate semble important dans la séquence de liaison du
ligand a I’intégrine. En effet, cet acide aminé pourrait améliorer la liaison du cation divalent

au site de liaison ligand-intégrine *.

Les parties C-terminales des sous-unités a et B constituent la portion intracellulaire
des intégrines et elles ne possédent aucune activité tyrosine kinase intrinséque. Cependant,
les intégrines sont associées a de nombreuses protéines intracellulaires dont des kinases,
comme la FAK, et des protéines du cytosquelette comme I’a-actine **. La liaison d’un
ligand extra-cellulaire modifie les intéractions entre les deux sous-unités et provoque une
agglutination de !’intégrine. Ces changements induisent des signaux intracellulaires. Les

intégrines ne transmettent pas que des signaux de lintérieur vers l’extérieur. Des



28
modifications intracellulaires rejaillissent aussi sur la MEC ou sur d’autres cellules via
les intégrines. Les intégrines sont donc impliquées dans de nombreux processus. L’étude de
souris déficientes ou de souris chimérique a permis de montrer leur role essentiel dans la
vasculogénése et I’angiogéneése, dans la cicatrisation vasculaire, la migration, la survie

cellulaires. La sous-unité B, est méme indispensable 4 la survie de I’embryon .

i Récepteur de l’élastine et de la laminine

Les intéractions cellule-matrice sont possibles grace a la liaison des composés de la
MEC et de leur produits de dégradations sur plusieurs récepteurs. Les mieux étudiés et les
plus nombreux sont les intégrines. Cependant, 1’élastine et la laminine, qui se lient aux

intégrines grice 4 des motifs différents du motif RGD ** ¥

, peuvent aussi adhérer aux
cellules grace a un autre récepteur transmembranaire, ’elastin-laminin receptor (ELR). Ce
récepteur a été identifié entre autres sur les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses et les fibroblastes *°. ELR est composé de trois sous-unités de poids moléculaires
différents 67, 61 et 55 kDa. La plus grosse protéine transmembranaire de ce complexe (67
kDa) a été identifiée comme !’elastin-binding protein (EBP). Comme nous ’avons vu
précédemment, EBP est impliqué dans le transport intracellulaire de la tropoélastine jusqu’a
la surface cellulaire. Une fois cette tiche accomplie, une partie des EBP n’est pas recyclée
par la cellule via une endocytose, mais reste au niveau de la membrane plasmique. EBP
forme alors un complexe avec deux protéines transmembranaires citées précédemment,
pour former ELR. En plus de lier 1’élastine, la tropoélastine, les peptides dérivés de
I’élastine et la laminine, ELR est capable de lier des B3-galactosides comme le lactose. Cette
liaison a lieu au niveau d’un site de liaison différent de celui de 1’élastine *’. Elle réduit
I’affinité de ’ELR pour I’élastine. De nombreuses activités biologiques peuvent passer par
ELR comme I’adhésion des cellules aux fibres élastiques, la synthése et la libération
d’élastases, la modulation des flux d’ions, la vasorelaxation des CMLVs par le NO, la
migration cellulaire, ’apoptose *®. Elles sont le résultat de I’activation de différentes voies
de signalisation. L’activation de protéines G, de tyrosine kinases comme FAK et des

MAPK a déja été mise en évidence *.
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iii Récepteurs a domaine discoidine

Les récepteurs a domaine discoidine ou DDR (pour discoidin-domain receptor) sont
des récepteurs a activité tyrosine-kinase. On trouve deux membres de cette famille chez
I’homme : DDR1 et DDR2. Ces deux récepteurs sont exprimés par les cellules musculaires
lisses % ®!. Plusieurs types de collagénes agissent comme ligand sur les DDRs. Cependant,
le site exact de liaison du collagéne sur le DDR n’est pas connu. DDRI est activé par tous
les types de collagénes testés jusqu’a présent dont les collagénes type I & VI et le collagene
type VIII, tandis que DDR2 n’est activé que par les collagénes fibrillaires et
particuliérement par les collagénes type I et III ®2. La configuration en triple hélice du
collagéne est indispendable a I’activation des DDRs mais sa glycosylation n’est importante
que pour la stimulation de DDR2 ®2. DDR1 ne semble pas impliqué dans la liaison d’autres
composés de la MEC comme la fibronectine ou la vitronectine ®. La liaison du collagéne
sur un DDR produit la phosphorylation de résidus tyrosine. Ce processus est trés lent.
L’activité tyrosine kinase maximale est généralement atteinte en quelques minutes mais elle

survient aprés plusieurs heures pour DDRI1

. On dénombre 15 résidus tyrosine
susceptibles d’étre phosphorylés dans la région cytosolique de DDRI1 contre 13 pour
DDR2. Leur phosphorylation permettrait la liaison de différents molécules présentant des
domaines Src-homology-2 (SH2) et phosphotyrosine binding (PTB). Les souris déficientes
en DDR1 et DDR2 et la culture cellulaire ont permis d’appréhender I’implication des
DDRs au niveau de la cicatrisation vasculaire. Les DDRs jouent un rdle dans
I’accumulation du collagéne tout en activant certaines métalloprotéinases matricielles 8 1Is
participent aussi a la prolifération et a la migration des CMLVs et de fibroblastes 63.64 On
peut donc extrapoler un réle des DDRs dans la formation et I’organisation des fibres de

collagéne dans la MEC par la régulation de la synthése du collageéne et des enzymes

responsables de sa dégradation.

e. La protéolyse de la matrice extracellulaire

La MEC n’est pas statique ; elle subit une constante dégradation par des protéases.

La protéolyse des composants de la MEC présente plusieurs fonctions : I’assemblage de la
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MEC et son remodelage structurel. Ce sont des fonctions clés dans la formation, la
croissance et la cicatrisation de la MEC. Elles sont également impliquées dans des
processus pathologiques comme la croissance tumorale, I’arthrite ou [’hypertension

artérielle.

Les protéases sont des enzymes capables de catalyser I’hydrolyse les chaines
peptidiques. Elles sont classées en deux catégories: les exopeptidases et les
endopeptidases. Les exopeptidases dégradent les sections terminales de la protéine, libérant
ainsi quelques acides aminés, tandis que les endopeptidases s’attaquent a des régions
internes de la protéine. Les endopeptidases sont les principales enzymes dégradant les
protéines de la MEC. Elles sont classées en fonction de leur mécanisme de dégradation et
de leur site d’activité. La dégradation de la liaison covalente entre les acides aminés est due
a une réaction acide-base hydrolytique. Les endopeptidases présentent différentes stratégies
pour générer un nucléophile nécessaire a la dégradation et pour rapprocher le nucléophile

de la cible. On dénombre quatre familles d’endopeptidases 63. 86,

* Les aspartate-endopeptidases

* Les métalloprotéinases

* Les sérine-protéases

* Les cystéine-protéases.
Nous ne nous intéresserons, dans les paragraphes suivants, qu’aux meétallo-, sérine- et
cystéine-protéinases. En effet, seules ces endopeptidases peuvent agir de fagon

extracellulaire et donc dégrader la MEC.

i Meétallo-protéinases

Les métalloprotéinases utilisent un ion métallique a fin d’immobiliser et de polariser
une moléculer d’eau. Le nucléophile nécessaire a la protéolyse est I’atome d’oxygéne de la
molécule d’eau. Les métalloprotéinases sont séparées en cinq familles, selon les séquences
d’acides aminés qui composent le site catalytique ¢’. La fonction catalytique de la plupart

des métalloprotéinases dépend d’un ion zinc au niveau de leur site actif. Cet ion est
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fréquemment associé a une séquence d’acides aminés conservée (4 familles sur 5):
Histidine-Glutamate-X-X-Histidine (HEXXH). Les deux histidines sont impliquées dans la
liaison du zinc tandis que le glutamate permet la polarisation d’une molécule d’eau par le
zinc ®®. Parmi les 5 familles de métalloprotéinases, on compte les metzincines. Ces enzymes
contiennent une séquence d’acides aminés plus importante : HEXXHXXGXXHZ (G étant

la glycine). Les metzincines sont subdivisées en cinq familles :

¢ Les serralysines

* Les pappalysines

* Les astacines

* Les adamalysines

* Les métalloprotéinases matricielles.
Cette division a été établie suivant la nature de I’acide aminé Z. Il s’agit d’une proline pour
les serralysines, d’une valine pour les pappalysines, d’un glutamate pour les astacines, d’un
aspartate pour les adamalysines et d’une sérine ou d’une thréonine pour les
métalloprotéinases matricielles 6869 En plus de partager une séquence catalytique similaire,
les metzincines présentent un résidu méthionine, partie intégrante d’une boucle située sous
le domaine catalytique. Cette méthionine semble essentielle a la structure du site de liaison

du zinc %.
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Figure 13. Séquence catalytique des metzincines.

Boucle contenant méthionine

Les serralysines sont des enzymes bactériennes qui jouent un rdle dans la virulence

et la pathogénicité de la bactérie d’origine.

La famille des pappalysines comporte, jusqu’a présent, deux membres :
pappalysine-1 et -2 aussi appelées PAPP-A et PAPP-A2 pour pregnancy-associated plasma
protein-A et A2. Ces enzymes ont été répertoriées comme metzincines en 2001 grace aux
travaux de Boldt et al ®. Elles sont impliquées dans la cicatrisation, le développement
folliculaire et I’implantation de I’embryon. Par ailleurs, elles sont fortement exprimées au
niveau des plaques athéromateuses dans I’insuffisance coronarienne aigiie '°. Leurs
substrats connus sont des insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) "', Les
IGFBPs antagonisent la liaison des insulin-like growth factors (1GFs), des facteurs de
croissance, a leur récepteur en raison de leur affinité plus importante. En outre, ces
protéines sont des transporteurs et des réservoirs a IGFs. Les IGFs sont libérés suite a la
dégradation des IGFBPs par des protéases parmi lesquelles on trouve des sérine-, des

cystéine- et des métallo-protéinases. Ils sont impliqués dans la prolifération des cellules
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endothéliales, musculaires lisses vasculaires et des fibroblastes. En outre, IGF-I controle

I’expression de I’élastine au niveau transcriptionnel 7.

Les astacines regroupent de nombreuses enzymes. Toutefois, seules cinq sont
exprimées chez I’homme : la meprine A et les bone morphogenic protein-1 (BMP-
1)/Tolloid (TLD)-like métalloprotéinases. La meprine A est exprimée par les cellules
épithéliales rénales et intestinales. On la retrouve également dans les macrophages et les
cellules cancéreuses sous certaines conditions . Toutefois, aucune preuve ne montre son
expression par les cellules de la paroi vasculaire ou son implication dans le remodelage
vasculaire. BMP-1/TLD métalloprotéinases regroupent quatre métalloprotéinases chez les
mammiféres soit BMP-1, mammalian Tolloid (mTLD) et mammalian Tolloid-like 1 et 2
(mTLL1 et mTLL2) ™. Comme nous I’avons vu précédemment, de nombreuses protéines
de la MEC sont synthétisées sous forme de précurseurs. Une protéolyse est nécessaire pour
que les protéines deviennent mattires. BMP-1 et les TLD métalloprotéinases sont
responsables de la maturation de nombreuses protéines extracellulaires impliquées dans la

formation de la MEC " 7. Ces protéines sont détaillées dans le tableau suivant :
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Tableau 4. Protéines de la MEC dont la maturation est assurée par BMP-1/TLD

métalloprotéinases.

Collagenes
* Collagenes fibrillaires (types I-11I, V et IX)

* Collagenes non-fibrillaires (type VII)

Protéoglycanes
* Perlecan

e Certaines small leucine-rich proteoglycans (SLRPs)

Glycoprotéines de structure
* [Laminine 5

e Protéines de la matrice extracellulaire de la dentine

Lysyl oxidases

Facteurs de croissance

* Tissue growth factor-beta (TGF-B) latent et membres de la superfamille de TGF-3

La protéolyse de ces éléments de la MEC est indispensable & la formation d’une matrice

cohérente et, pour certaines protéines, a la viabilité de 1’organisme.

Les adamalysines comprennent les ADAMSs pour g disintegrin and metalloprotease.
Actuellement, 23 ADAMs ont été identifiées chez I’homme °. Ces enzymes particuliéres
combinent les caractéristiques des molécules d’adhésion cellulaire avec un domaine
désintégrine et des protéases avec un domaine métalloprotéinase. Ceci leur permettrait

d’étre, a la fois, impliquées dans les changements d’adhésion cellulaire et dans le
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remodelage de la MEC. En effet, les ADAMs interagissent avec de nombreuses
intégrines ce qui module (inhibe ou supporte) la fonction de 1’intégrine. Ainsi, I’adhésion
cellulaire est modifiée. En outre, les ADAMs, grace au domaine métalloprotéinase, peuvent
libérer le domaine extracellulaire de certaines protéines transmembranaires. Il s’agit d’une
activité physiologique, mais elle serait impliquée dans certaines pathologies. Enfin, les
ADAMs dégradent des protéines de la MEC : le collagéne type IV, le nidogen, la
fibronectine, la laminine ** °®. Dans la famille des adamalysines, on trouve aussi les
ADAMTS (ADAM with thrombospondin domain). Ces enzymes interviennent dans la
dégradation de certains protéoglycanes comme la fibronectine, la décorine ” et dans la
maturation des collagénes types I-IIT 7.

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) représentent un groupe majeur
d’enzymes qui influencent la composition de la MEC. Il s’agit d’une famille homogéne
d’enzymes qui présentent un pro-peptide et un domaine catalytique. Cependant, on observe
des variations dans la structure du pro-peptide et du domaine catalytique. Les variations au
niveau du domaine catalytique favorisent une meilleure interaction ou liaison avec un
substrat particulier comme pour les gélatinases A et B (MMP-2 et -9) qui possédent un
domaine de liaison pour la gélatine. De plus, certaines MMPs possédent une sous-unité
régulatrice, le domaine hémopexine auquel peut s’ajouter un domaine transmembranaire.
Dans ce cas, on parle de MT-MMPs pour membrane-type matrix metalloproteinases. Ces
MMPs sont localisées a la surface de la cellule. L’expression des MMPs est régulée au
niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. Mais, une fois que la protéine est
synthétisée, son activité aussi est controlée. Premiérement, tout comme la majorité des
metzincines, les MMPs sont synthétisées et sécrétées sous forme de pro-MMPs. Leur
activation est ainsi controlée. Ceci fait intervenir d’autres protéases parmi lesquelles des
sérine-protéases (voir le paragraphe suivant) et méme des MMPs (voir tableau).
Deuxi¢émement, il existe des régulateurs endogénes de I’activité des MMPs, les inhibiteurs
tissulaires des MMPs (TIMPs) et les inhibiteurs des métalloprotéinases comme les a2-
macroglobulines. On dénombre quatre TIMPs (de -1 a -4). Toutes les formes actives de

MMPs sont inhibées par des TIMPs. Ces derniers forment des complexes en interagissant
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au niveau du site catalytique et de la région C-terminale de I’enzyme. Les a2-
macroglobulines, quant a elles, n’inhibent pas directement I’activité catalytique des MMPs.
En fait, elles piégent les MMPs ce qui les isole de leurs substrats 7879 80 1 es substrats des
MMPs sont trés nombreux. Le tableau suivant présente les principaux substrats de la MEC

dégradés par les familles de MMPs.
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Tableau 5. Métalloprotéinases matricielles : principaux substrats et activateurs.

MMP Nom commun Substrats Activés par
MMP-1, -8, Collagenases Collagénes fibrillaires surtout, MMP-3
-13,-18 ténascine-C, SPARC, protéoglycanes MMP-10
plasmine
MMP-2, -9 Gélatinases Collagénes I, IV, V, VII, X et XIV Nombreuses
élastine, fibronectine, ténascine-C, MMPs pour MMP-
SPARC, protéoglycanes 2
MMP-2, -3, -13,
plasmine pour
MMP-9
MMP-3, - Stromelysines  Collagenes III, IV, V, fibronectine, =~ Plasmine (MMP-3)
10, -11 laminine, élastine (MMP-10), Cathepsine G
ténascine-C, SPARC, protéoglycanes (MMP-10)
Furine (MMP-11)
MMP-7, -26  Matrilysines  Collagénes I,V fibronectine, laminine, MMP-3, -10,
élastine (MMP-7), ténascine-C, plasmine (MMP-7
intégrine (MMP-7), SPARC, seulement)
protéoglycanes
MMP-12 Métallo- Collagéne IV, élastine, laminine,
élastase fibronectine, entactine
MMP-19
MMP-20 Enamélysine
MMP-23
MMP-14, - MT-MMPs Trés variables d’une MT-MMP a Plasmine, furine
15, -16, -17, ’autre (MMP-14
-24,-25 seulement)
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i Sérine-protéases

L’activité protéolytique des sérine-protéases dépend d’une triade catalytique
comprenant : un résidu sérine et plus particuliecrement son groupement hydroxyle

65 81 [ es sérine-

(nucléophile), une histidine (base) et un acide aspartique (électrophile)
protéases représentent une famille diversifiée. En effet, on y dénombre aussi bien des
enzymes digestives (comme la trypsine ou les élastases pancréatiques) que des facteurs de
coagulations (comme la thrombine, la kallikréine). Cette famille compte aussi parmi ses
membres la plasmine, impliquée dans la fibrinolyse. Cette sérine-protéase est sécrétée sous
forme de plasminogéne et est activée par d’autres sérine-protéases: les activateurs du
plasminogéne de type urokinase (uPA) et tissulaire (tPA). Le systeme comprend également
des inhibiteurs qui interviennent au niveau des activateurs du plasminogéne (inhibiteurs de
Pactivateur du plasminogéne ou PAI) ou au niveau de la plasmine grice a la o;-
antiplasmine (Figure 14). Hormis la fibrinolyse, la plasmine est impliquée dans la
dégradation de protéines de la MEC directement ou indirectement. /n vitro, Bonnefoy et al.
ont démontré que la plasmine permettait une dégradation péricellulaire de la fibronectine et
de la thrombospondine ** et de la forme latente de TGF-B. Cette sérine-protéase peut aussi
dégrader la laminine mais ne peut dégrader le collagéne 8 Indirectement, la plasmine peut
dégrader le collagéne et d’autres composants de la MEC, en activant certaines MMPs, sous
forme de zymogénes (pro-MMPs). In vitro, la plasmine active directement les pro-MMP-1,
-3, -9, -10 et -13. Elle participe également a I’activation de la pro-MMP-2 8 Cependant, in
vivo, ces résultats ne sont pas tous reproduits. En effet, plusieurs expériences réalisées sur
des souris présentant une déficience de u-PA, t-PA, PAI-1 ou du plasminogéne démontrent
que Pactivation de la pro-MMP-2 est indépendante du plasminogéne et que I’intervention
de u-PA ou de t-PA revét une importance physiologique minime. Toutefois, I’activation de
la pro-MMP-9 se déroule via des mécanismes dépendant et indépendant de la plasmine (via
d’autres MMPs) %°. Donc, les éléments du sytéme fibrinolytique jouent un rble dans
’activation de certaines pro-MMPs. Toutefois, leur importance physiologique reste encore

incertaine.
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Figure 14. Schéma de I’activation de la plasmine et son effet sur certaines ProMMPs.
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Procollagénase P Collagénase
iii Cystéine-protéases

Les cystéine-protéases utilisent la cystéine et plus particulierement le groupement
thiol pour générer le nucléophile actif. On note, tout comme pour les sérine-protéases, la
présence d’une histine impliquée dans le site catalytique *° P! Les cystéine-protéases sont
divisées en deux superfamilles: les enzymes reliées a 1’enzyme de convertion de
I’interleukine B1 et la superfamille des papaines. Cette derniére regroupe les cathepsins B,
H, L et S qui constituent les plus abondantes enzymes lysosomales. Ces enzymes
fonctionnent de préférence a pH acide ce qui semble limiter leur activité aux vésicules
intra-cellulaires ou a la région péri-cellulaire de cellules capables de créer
physiologiquement un pH acide comme les ostéoclastes. L’importance des cathepsines dans
le remodelage de la MEC a été mise en évidence par la découverte de mutations de la
cathepsine K chez les individus atteints de pycnodysostose, une maladie caractérisée par
une ostéosclérose, une taille réduite des membres et une déformation du crane *. Toutefois,

I’'implication de cathepsines dans la dégradation de la MEC ne se limite pas a I’os. En effet,
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méme si les cathepsines sont instables a pH neutre, elles présentent un potentiel élevé de
dégradation de la MEC. Méme a pH 7,4, la cathepsine K est plus efficace que la MMP-9

pour dégrader 1’élastine *'.

Tableau 6. Efficacité élastolytique de différentes protéases.

Enzymes Rang
Cathepsine K

* pHS5,5 10

e pH74 6
Cathepsine L

* pHS5,5 5
Cathepsine S

e pHS,S 7

* pH74 2,5
MMP-2 2,5
MMP-9 1

La valeur de 10 a été attribuée a la cathepsine K, 1’élastase la plus efficace. Adapté de *’

Les cathepsines S et L sont aussi des collagénases 8 En outre, on observe chez
I’homme une augmentation de I’expression et de la sécrétion de la cathepsine S dans des

89

contextes de dégradation de la MEC, comme 1’athérosclérose ou [’insuffisancce

cardiaque *°.

La dégradation des macromolécules comme 1’élastine ou le collagéne produit des
peptides qui peuvent avoir des propriétés biologiques propres. Ce sont les matrikines. Elles
modulent la prolifération et la migration cellulaires, la production de protéases. De plus,

elles sont impliquées dans certaines pathologies °'.



41
1.1.2. Organisation et Roles

La paroi vasculaire est organisée en trois couches : I’intima, la média et I’adventice
(Figure 15), & I’exception des capillaires qui présentent seulement la couche intimale.
L’intima est une couche de cellules endothéliales en contact direct avec le flux sanguin ce
qui permet d’initier la réponse du vaisseau aux variations de flux et de composition du
sang. En outre, les cellules endothéliales laissent passer des nutriments. Elles sont posées
sur une fine couche de MEC, la membrane basale. La membrane basale a une composition
beaucoup plus simple que la MEC de la média. En résumé, on y retrouve du collagéne de

type IV qui crée une charpente ou adhérent la laminine et le perlécane (voir Figure 7).

Figure 15. Paroi vasculaire type.
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Section transversale d’aorte de rat Wistar.

La média, quant a elle, est constituée de plusieures couches de cellules musculaires

lisses entourées d’une MEC complexe. Cette MEC est composée de collagénes et
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d’élastine, de protéoglycans et de glycoprotéines de structure. La média confére au
vaisseau ses propriétés mécaniques d’étirement et de contraction. Elle est séparée de

I’intima par la lamelle élastique interne et de I’adventice par la lamelle €lastique externe.

Enfin, ’adventice est composée de fibroblastes enchassés dans une MEC. Cette
couche est un réservoir de facteurs de régulation de la paroi vasculaire et synthétise, grace
aux fibroblastes, des composés de la MEC. Elle ne présente pas de limite externe comme la
média. Par ailleurs, I’adventice des grosses artéres contient de petits vaisseaux sanguins
appelés vasa vasorum qui nourrissent la média. Malgré une structure similaire (a
I’exception des capillaires), les vaisseaux sanguins changent tout au long de I’arbre
vasculaire. En fait, on observe des modifications dans le diameétre et la composition des
vaisseaux qui reflétent la fonction du vaisseau a un endroit particulier. Le tableau suivant

présente le type et la composition des différents vaisseaux sanguins :
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Tableau 7. Taille et composition des différents vaisseaux sanguins.

Type de Composition
vaisseau Cellules Matrice extracellulaire
Artéres Cellules endothéliales 5% Fibres élastiques : 48%
élastiques Cellules musculaires lisses 20% Fibres de collagéne : 27%
Fibroblastes protéoglycanes
Arteéres Cellules endothéliales 5% Fibres élastiques :35%
musculaires Cellules musculaires lisses 40% Fibres de collagéne :20%
Fibroblastes protéoglycanes
Artéres de Cellules endothéliales 5% Fibres élastiques : 25%
résistance Cellules musculaires lisses 45- Fibres de collagéne : 20%
50% protéoglycanes
Fibroblastes
Artérioles Cellules endothéliales 10% Fibres élastiques : 10%
Cellules musculaires lisses 60% Fibres de collagéne : 20%
collagenes I et III seulement
protéoglycanes
Capillaires Cellules endothéliales 95% Collagene type IV,
laminine, fibronectine,
HSPG 5%
Vénules Cellules endothéliales 20% Collagene type IV,
Cellules musculaires lisses 20%  laminine, fibronectine 60%
Veines Cellules endothéliales 5-10% Fibres élastiques : 15%

Cellules musculaires lisses 40%

Fibres de collagene : 40-
45%

protéoglycanes

HSPG heparan sulfate proteoglycan

1,92,93
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Ces variations de composition correspondent a des roles spécifiques des

vaisseaux. Quels sont-ils ?

A la sortie du ventricule gauche, la pression sanguine et la vitesse du flux sanguin
varient beaucoup au cours du cycle cardiaque. Au niveau des capillaires, la pression et le
flux sanguins sont relativement stables et réduits. Ceci est rendu possible grace aux

variations de composition de tout le réseau artériel.

Dans les artéres de gros calibre, aussi appelées artéres élastiques, les fibres
élastiques représentent 40% de la composition totale de la paroi vasculaire. En raison des
propriétés extensibles conférées surtout par 1’élastine, ces artéres se distendent a chaque
systole puis elles retournent lentement a leur diameétre d’origine pendant la diastole. Ceci
permet de convertir un flux sanguin discontinu dans la partie proximale de I’aorte en flux
continu au niveau des artérioles et des capillaires. En outre, la compliance (capacité d’un
vaisseau a augmenter son volume par unité d’augmentation de pression artérielle) des
artéres élastiques prévient une chute trop importante de la pression et de débit sanguins,
suite a la fermeture de la valve aortique. Notons que la présence du collagéne (27% de la

composition totale de la paroi vasculaire) permet de limiter la distensibilité du vaisseau.

Les artéres musculaires de gros calibre permettent la distribution du sang vers les
différents organes. Elles permettent d’augmenter ou de diminuer le flux sanguin au niveau
d’un membre, d’une section du corps. Toutefois, ces variations ne sont pas dles a leur
compliance. En effet, la quantité d’élastine dans ces artéres est nettement diminuée par
rapport aux artéres élastiques (10 a 20% contre 40 %). En fait, une présence importante de
CMLVs dans la paroi vasculaire (environ 60% de la composition totale) permet aux artéres

de se contracter et se dilater afin de s’adapter a différentes conditions.

Les artéres de résistance sont des artéres d’un diamétre < 300 um. Elles regroupent
donc des artéres musculaires de petit calibre et les artérioles. Ces artéres offrent une
résistance a I’écoulement du sang, en raison de leur faible rayon. En effet, le débit obéit a la

loi suivante :
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Q=AP/R
Q étant le débit volumique et AP la différence de pression amont-aval dans le vaisseau.
Selon la loi de Poiseuille (écoulement laminaire),

R=8nL/mr*
r étant le rayon du vaisseau, 1 la viscosité du sang et L la longueur du vaisseau.
De plus, en faisant varier leur rayon (vasodilatation ou vasoconstriction), ces artéres
peuvent augmenter ou diminuer le flux sanguin pour accommoder une demande locale.
Notons que les artérioles représentent le segment vasculaire ou la chute de pression est la
plus importante. Au niveau des capillaires, la pression est d’environ 20 mmHg alors qu’en
amont des artérioles elle est de 80 mmHg. Cette faible pression permet de préserver les
capillaires qui irrigent les tissus. Par ailleurs, au cours de son passage dans les artérioles, la
pression sanguine perd sa pulsatilité, réduisant ainsi les variations de débit. Plus on avance
dans I’arbre vasculaire, plus il est ramifié, pour atteindre un maximum au niveau des
capillaires. Mais & quoi sert cette ramification? En fait, elle permet d’irriguer plus de
cellules et de ralentir un peu plus le flux sanguin. Ceci facilite les échanges de gaz et de
métabolites au niveau des capillaires, entre le sang et le tissu, d’autant plus que les
capillaires présentent une structure propice aux échanges. En effet, leur paroi est constituée
d’une seule couche de cellules qui dans certains cas est fenestrée voire discontinue. La

paroi des capillaires est donc tres facile a traverser.

Passés les capillaires, les vaisseaux convergent en augmentant progressivement leur
diamétre. Les veinules et les petites veines sont beaucoup plus nombreuses que les artéres
de méme diamétre. Elles permettent le retour du sang de la périphérie vers le cceur. Les
veines sont aussi appelées vaisseaux de capacitance. En effet, elles contiennent environ les
2/3 du sang circulant. Ceci est possible grace a une fine paroi vasculaire (plus fine que celle
des artéres pour un méme diamétre), facilement étirable. A faible pression, les veines sont
plus compliantes que les artéres. Or, les veines sont généralement soumises a des pressions
de 5 a 20 mmHg. Mais les veines ne sont pas seulement des ballons extensibles, elles
possédent assez de cellules musculaires lisses pour présenter un tonus. Ceci permet aux

veines de réguler le volume sanguin et la pré-charge **.
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Les vaisseaux ne sont pas des structures fixes, elles peuvent se modifier sous
I’influence de stimuli mécaniques, neuronaux ou humoraux, physiologiques ou

pathologiques, phénomeéne généralement nommé remodelage.

1.2. Remodelage vasculaire dans D’hypertension

essentielle

Dans des conditions normales, les forces de cisaillement et la tension pariétale
s’exer¢ant sur la paroi vasculaire restent a peu prés constantes tout le long de ’arbre
vasculaire *. Toutefois, lorsqu’une perturbation physiologique, telle que I’exercice
physique qui provoque une augmentation du flux sanguin, ou pathologique, comme
I’hypertension artérielle qui induit une augmentation de pression, apparait, le vaisseau
réagit. Tandis que le remodelage associé aux variations de flux & pour but de normaliser les
forces de cisaillement s’exergant sur la paroi vasculaire, le remodelage ou plutdt les
remodelages associés a I’hypertension artérielle permettent de normaliser la tension
pariétale. Ces deux modifications mécaniques ne se traduisent pas par le méme changement
architectural au niveau de la paroi vasculaire. La premiére provoque un accroissement du
diamétre vasculaire tandis que la seconde induit une augmentation de I’épaisseur de la paroi

vasculaire.

Quels sont les types de remodelage vasculaire associés a 1’hypertension artérielle ?
Avant de répondre a cette question, il faut définir les différents types d’hypertension
artérielle. En effet, le remodelage vasculaire n’est pas le méme dans tous les types

d’hypertension.

1.2.1. Types d’hypertension artérielle

L’hypertension peut étre systolo-diastolique ou systolique isolée (associée au
vieillissement). L’hypertension systolique isolée sera détaillée dans la partie suivante.

L’hypertension systolo-diastolique se traduit par une augmentation des valeurs de pression
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systolique et diastolique. Cette hypertension peut étre secondaire, c’est-a-dire qu’elle
apparait suite a une autre pathologie ou a la grossesse. On compte parmi les causes de

I’hypertension secondaire :

. I’hyperaldostéronisme qui provoque une rétention excessive d’eau et de sel

d la sténose de I’artére rénale induisant une augmentation de I’activité du systéme
rénine-angiotensine

. le phaeochromocytome sécrétant des catécholamines qui activent les récepteurs
adrénergiques

. la pré-éclampsie qui est la forme la plus courante d’hypertension secondaire. En

raison d’une ischémie placentaire, on observe un relargage d’agents provoquant une
dysfonction endothéliale et une vasoconstriction.

L’hypertension systolo-diastolique peut aussi étre essentielle, c’est-a-dire qu’on ne connait
pas la cause de son apparition. Comme la pression artérielle moyenne (PAM) dépend du
débit cardiaque et de la résistance périphérique totale, son augmentation est due a
I’accroissement de I’un et/ou de I’autre. Dans la phase de développement de I’hypertension
artérielle essentielle, le débit cardiaque est augmenté tandis que la résistance est légérement
sous la normale. A un stade plus avancé, le débit cardiaque est normal mais, la résistance
est accrue. Ces variations provoquent des remodelages vasculaires différents dans les

artéres de résistance et les artéres de conductance.

1.2.2. Types de remodelage

a. Structure

i Arteres de résistance

L’augmentation de pression intraluminale, au cours de |’hypertension essentielle,
s’accompagne d’une diminution du diameétre des arteres de résistance, d’un accroissement
de I’épaisseur de la média sans changement de 1’aire de section du vaisseau. On parle de
remodelage eutrophique. La premiére observation de ce type de remodelage dans les artéres
mésentériques de patients hypertendus a été réalisée par Short en 1959 % Ceci a été

’ . . y 9 . .
confirmé par la suite sur des artéres sous-cutanées 7. La modification de structure des



48
artéres mésentériques permet de normaliser l’augmentation de tension pariétale
provoquée par ’accroissement de pression interne s’exer¢ant sur la paroi vasculaire. En
effet, la loi de Laplace montre que la tension pariétale (T) dépend de la pression
transmurale (Pyqns) déterminée par la pression s’exercant a ’intérieur du vaisseau et celle

s’exercant a I’extérieur, du rayon vasculaire (r) et de I’épaisseur de la paroi () :

T= (P trans I')/e.

ii Arteres de conductance

Suite 4 une augmentation de pression intraluminale soutenue, la structure des artéres
de conductance changent leur structure pour une lumiére diminuée et une média
augmentée. On observe donc une augmentation du rapport média/lumiére accompagnée
cette fois d’un accroissement de I’aire de section de 1’artére. L’épaississement de la média
est dii 4 une augmentation du nombre ou de la taille des CMLVs et de la quantité de MEC.
C’est un remodelage hypertrophique. Tout comme la diminution du rayon vasculaire,
’augmentation de 1’épaisseur de la paroi permet de normaliser la tension pariétale % Ces
modifications des artéres de gros calibre ont été rapportées chez les patients hypertendus 9
190 &t dans des modéles animaux d’hypertension '°'"'®>. Notons qu’on peut retrouver ce type
de remodelage au niveau des artéres de résistance chez des patients présentant une

1% On retrouve aussi ce remodelage dans des modéles

hypertension réno-vasculaire
animaux d’hypertension artérielle comme le rat hypertendu DOCA-sel 195 5u le modéle

“one kidney one clip” Goldblatt 106,
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Figure 16. Remodelages vasculaires associés a I’hypertension essentielle.

Hypertension

Remodelage hypertrophique

f aire de section

¥ lumiére

? meédia/lumiére

Remodelage eutrophique

méme aire de section

La ligne pointillée représente 1’aire de section du vaisseau d’origine.

b. Mécanismes

Au niveau des artéres de résistance, I’augmentation de pression sanguine produit un
accroissement de la tension pariétale suite a I’étirement de la paroi vasculaire. Cet étirement
entraine une augmentation du tonus myogénique et donc une vasoconstriction. Ainsi, la
tension parétiale est normalisée. Cette vasoconstriction semble évoluer vers un remodelage

. 107 . , . , .
eutrophique . Toutefois, les mécanismes exacts de cette évolution ne sont pas tous
déterminés. Le remodelage des artéres de gros calibre est mieux décrit. Au niveau de ces
artéres, 1’augmentation de pression sanguine produit aussi un étirement de la paroi artérielle

et une augmentation de la tension pariétale. Cependant, la réponse de I’arteére est tres



50
différente. Le tonus myogénique est pratiquement imperceptible au niveau des artéres de
conductance. Donc, ces artéres ne peuvent normaliser la tension en se contractant. A la
place, les CMLVs synthétisent des composés de la MEC et peuvent aussi se multiplier
jusqu’a ce que la tension pariétale revienne a la normale, en raison de 1’épaississement de la

paroi artérielle. C’est le remodelage hypertrophique.

i Artéres de résistance

En 1902, W. Bayliss fut le premier a montrer, sur une artére de chien, qu’une
augmentation de pression intravasculaire aigue provoquait une vasoconstriction %%, Cette
réponse fut confirmée plusieurs années plus tard avec des expériences utilisant des artéres
de résistance isolées & partir de différents lits vasculaires '°* ''°. La réduction de diamétre
s’accompagnait alors d’une dépolarisation et d’un potentiel d’action au niveau des CMLVs.
C’est le tonus myogénique. Il s’agit d’une propriété intrinseéque du muscle lisse vasculaire
qui se contracte suite a un étirement. Le tonus myogénique se produit suite a une
augmentation de I’influx de calcium et une sensibilisation de I’appareil contractile au
calcium '''. Cette sensibilisation dépendrait de la RhoA/Rho kinase et de la protéine kinase
C (PKC) '". De plus, la réponse myogénique ferait intervenir la protéine kinase régulatrice
du signal extracellulaire (extracellular-signal-regulated protein kinase) ERK 1/2 et p38 '*.
Enfin, le tonus myogénique est potentialisé par les catécholamines, I’angiotensine II et
I’endothéline. Notons que I’hypertension artérielle est associée & une augmentation du
tonus myogénique en partie en raison d’une augmentation de la sensibilité au calcium de la

4 En outre, une diminution de la vasodilatation

104, 115

phosphorylation de la myosine
dépendante de I’endothélium est observée en présence d’hypertension . Ceci
favoriserait la vasoconstriction en augmentant 1’influence des substances vasoconstrictrices.
En fait, en présence d’une augmentation de pression intraluminale, I’inhibition transitoire
du NO sur des artéres saines provoque une vasoconstriction permettant une normalisation
de la tension pariétale. Cette réponse fait intervenir ERK 1/2, tout comme la réponse

myogénique ''°.



51

Suite au remodelage eutrophique, les CMLVs sont alignées de fagon plus
contigue et encerclent plus étroitement la lumiére du vaisseau. Il y a donc une mobilisation
des CMLVs, sous entendant des modifications des interactions cellule-matrice. Quel est le
lien entre la modification de la pression, le tonus myogénique et le remodelage

eutrophique ?

Le candidat le plus vraissemblable pour cette fonction est I’intégrine ou plutot les
intégrines. Les intégrines sont reconnues pour transmettre les signaux de I’intérieur vers
I’extérieur de la cellule et inversement. Plusieurs expériences montrent 1’implication des
intégrines dans la réponse (aigiie ou chronique) aux changements de flux sanguin (forces de

cisaillement) 717,

Les intégrines peuvent aussi intervenir dans la réponse aux
changements de pression. En effet, les canaux calciques de type-L qui permettent I’entrée
de calcium dans la CMLV pour la contraction sont régulés par trois intégrines: o,f3;
120(inhibitrice), adB et ashB |20(activatrices). En fait, asB; est responsable de I’influx
initial de calcium (canaux calciques de type-L) établissant le tonus vasculaire. Méme si
o33 et asB; ont des effets opposés sur les canaux calciques de type L, il semble que ces
deux intégrines soient impliquées dans le tonus myogénique '?. En outre, la stimulation des
intégrines provoque ’activation de la voie des MAPkinases comprenant ERK 1/2 et p38.
Ceci contribuerait, tout comme I’influx de calcium, au tonus myogénique. Par ailleurs,
Heekens et al. ont montré une augmentation de la sous-unité a,, dimérisée avec les sous-
unités B; et B, dans la média des artéres présentant un remodelage eutrophique suite & une
augmentation de pression. Ils ont également observé un accroissement non-significatif de
as. Ces observations ont aussi été faites dans le modéle SHR ou I’expression des intégrines
aB; et asB; augmente avec ’4ge et I’hypertension des rats '**. De plus, dans I’étude de
Heerkens, I’intégrine a,,B; était localisée au niveau des sites de contact durant la migration
des cellules. Enfin, I’antagonisme de cette intégrine a permis I’inhibition du remodelage
eutrophique '**. Donc, les intégrines, ou au moins o83, sont impliquées dans le remodelage
eutrophique li€ a I’hypertension artérielle. Comment les intégrines agissent sur le

remodelage ? En fait, Dinteraction ligand-intégrine provoque I’augmentation de
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I’expression de la ténascine C '2. Cette protéine est impliquée dans la désadhésion des
cellules, la modification de leur cytosquelette et la synthése de MMPs %, 1l semble que
I’étirement mécanique augmenterait I’expression de MMP-2 et MMP-9 dans les CMLVs et
dans des artéres ex vivo 2 '*®. Donc I’augmentation de ténascine C et des MMPs pourrait
favoriser la migration des CMLVs a I’intérieur de la MEC, en diminuant leur adhésion aux
macromolécules qui les entourent et en dégradant ces derniéres. Comme nous ’avons
mentionné précédemment, la stimulation des intégrines active la voie MAPK. En plus de
favoriser le tonus myogénique, cette activation pourrait jouer un réle dans I’accumulation
de composés de la MEC, comme le collagéne, au niveau des artéres de résistance des
patients hypertendus '*°. Cette voie de signalisation peut aussi induire une prolifération
cellulaire. Une question se pose alors, comment se fait-il qu’on observe un remodelage

eutrophique et non hypertrophique dans les artéres de résistance ?

La conservation de I’aire de section de I’artére pourrait s’expliquer par un équilibre
entre une croissance et une apoptose des CMLVs. Tandis que 1’apoptose surviendrait au
niveau du diamétre externe du vaisseau, les CMLVs au niveau de la lumiére se
multiplieraient. Ceci provoquerait le maintien de 1’aire de section tout en diminuant la
lumiére vasculaire. Toutefois, aucune preuve n’étaye cette hypothése. En effet, des
expériences chez des rats hypertendus montrent que I’apoptose est augmentée dans des

130. B Les seules expériences s’attachant a 1’étude des artéres de

résistance montrent 1’augmentation d’une protéine diminuant 1’apoptose '*? ou une

artéres de gros calibre

diminution de 1’apoptose '**. Dans ce dernier cas, les artéres étudiées ne présentaient pas

encore de remodelage eutrophique en raison du jeune dge des rats.

Une autre hypothése est également soulevée : la présence de tonus myogénique
empécherait le développement du remodelage hypertrophique. En effet, il semble que la
présence de tonus myogénique inhiberait 1’expression de génes impliqués dans la synthése
protéique et la prolifération cellulaire '**. Des travaux du laboratoire de Pierre Moreau
montrent que la phosphorylation de ERK1/2, suite a I’inhibition du NO et a 1’augmentation

de la pression, produit une vasoconstriction dans les artéres de résistance et une
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hypertrophie dans les artéres de conductance '*. L’inhibition de ERK 1/2 bloque la
vasoconstriction dans les artéres de résistance et provoque une augmentation de la synthése
protéique ''®. Ceci confirmerait donc que le tonus myogénique préviendrait le remodelage
hypertrophique. Notons aussi que I’inhibition de ’intégrine a,B; qui stimule ERK1/2 et
participe au tonus myogénique empéche le remodelage eutrophique d’artéres de résistance.

L’inhibition de cette intégrine provoque I’apparition d’un remodelage hypertrophique '*.

i Artéres de conductance

Le remodelage