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Résumé

La paroi vasculaire est composée de cellules endothéliales, de cellules musculaires
lisses vasculaires et de fibroblastes qui sont entourés d’un réseau structuré et complexe de
protéines, la matrice extracellulaire. Les interactions réciproques entre la matrice et les
cellules sont nécessaires a la croissance, au développement et au remodelage. Or, différents
contextes pathologiques entrainent la perturbation de ces interactions et sont la cause de

différentes maladies.

Au cours du vieillissement, la matrice extracellulaire des grosses arteéres €lastiques
est modifiée. Ainsi, les lamelles élastiques de la paroi vasculaire se fragmentent ou sont
dégradées, en plus de calcifier. De méme, 1I’accumulation de protéines plus rigides, comme
le collagéne, entraine le développement de la fibrose. Ces modulations vont mener a
I’augmentation de la rigidité artérielle et au développement de 1’hypertension systolique

isolée.

En utilisant un mode¢le animal de calcification basé sur 1’inhibition d’une protéine
anti-calcifiante, la matrix Gla protein, avec la warfarine, nous avons étudié la séquence des
événements impliqués dans le développement de I’hypertension systolique isolée. Nous
avons observé 1’activation précoce et transitoire de MMP-9, puis du TGF-8, précédant la
modulation phénotypique des cellules musculaires lisses vasculaires, la calcification et les
changements hémodynamiques. L’inhibition des métalloprotéinases et du TGF-8 a permis

de prévenir la calcification vasculaire.

Nous avons également étudi¢ le role joué¢ par une enzyme de la matrice
extracellulaire, la transglutaminase 2, dans le développement de la calcification associée a
I’hypertension systolique isolée. A 1’aide d’un nouvel inhibiteur de cette enzyme, qui a
permis de prévenir la calcification, nous avons établi que la transglutaminase était un

¢lément clé dans le processus pathologique.
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Ces travaux ont permis de démontré I’intérét de nouvelles avenues thérapeutiques
ciblant directement la matrice extracellulaire, particulicrement la MMP-9, le TGF-8 et la

transglutaminase 2, dans la pathologie de I’hypertension systolique isolée.

Mots-clés : hypertension systolique isolée, rigidité artérielle, calcification, MMP-9, TGF-B,

transglutaminase, matrice extracellulaire.
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Abstract

Within the vascular wall, endothelial cells, vascular smooth muscle cells and
fibroblasts are surrounded by a complex and structured network of secreted
macromolecules and proteins, the extracellular matrix. Reciprocal interactions between
matrix and cells are essential to growth, development and remodeling. However, in
pathological situations, the alteration of these interactions can lead to the development of

different disease states.

With aging, the extracellular matrix of large elastic arteries undergoes several
modifications. The elastic lamellae are fragmented or degraded and calcify, whereas more
rigid proteins, such as collagen, accumulate and cause fibrosis. These alterations are
associated with the stiffening of arteries, which results in the development of isolated

systolic hypertension.

In order to study the sequence of events occuring in the development of this
pathology, we used an animal model of calcification based on the inhibition of a matrix Gla
protein, which physiologically prevents calcification, with warfarin. We observed an acute
and transient activation of MMP-9 and TGF-B3, which preceded the phenotypic modulation
of vascular smooth muscle cells, calcification and changes to hemodynamic parameters.

Moreover, the inhibition of MMPs and TGF-8 prevented vascular calcification.

We also studied the role of an extracellular matrix enzyme, transglutaminase 2, in
the development of vascular calcification associated with isolated systolic hypertension.
Using a novel inhibitor of this enzyme, we established a key role for transglutaminase 2 in

this pathological process.

This thesis demonstrates the relevance of directly targeting the extracellular matrix,
particularly MMP-9, TGF-B and transglutaminase 2, as a novel therapeutic avenue in the

treatment of isolated systolic hypertension.

Keywords : Isolated systolic hypertension, MMP-9, TGF-8, transglutaminase,

calcification, extracellular matrix vascular stiffness.
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Introduction

L’introduction de cette thése abordera la composition de la paroi vasculaire, sa
structure, son organisation et ses principales fonctions. Ensuite, elle traitera des
changements subits par la paroi vasculaire au cours du vieillissement. Une attention
particuliere sera portée aux modifications de la matrice extracellulaire, comme Ila
calcification et la fibrose, qui entrainent une augmentation de la rigidité artérielle et menent
au développement de I’hypertension systolique isolée. L’introduction se terminera par la
présentation des objectifs de mon projet de doctorat. Par la suite seront présentés les
résultats de mes travaux, sous forme d’articles. Ces résultats méneront a une discussion
abordant I’intérét de cibler directement les modifications de la matrice extracellulaire pour

traiter ’hypertension systolique isolée.



1. Paroi vasculaire

Le réseau vasculaire est un embranchement hiérarchisé et hautement organisé de
vaisseaux sanguins, permettant I’acces a tous les organes de I’organisme. Les vaisseaux qui
le composent peuvent ainsi assurer un apport optimal en oxygene aux tissus, exporter les
métabolites toxiques vers le foie et ¢liminer les déchets via les reins. Pour se faire, ils
régulent le flot sanguin de fagon autonome. Finalement, les vaisseaux servent également
d’autoroutes aux cellules immunitaires, qui assurent une surveillance en sillonnant
I’organisme a la recherche de pathogenes. La localisation et la fonction des vaisseaux au
sein de DI’arbre vasculaire dictent les caractéristiques structurelles spécialisées qu’on y
trouve. De fagon générale, les composantes primaires demeurent les mémes, bien que leur
organisation et leur abondance relatives soient uniques a chaque type de vaisseaux. Ces
composantes sont un amalgame de cellules et de matrice extracellulaire, un réseau de

macromolécules sécrétées et d’enzymes protéolytiques.



1.1. Composition

1.1.1. Cellules

Les cellules qui composent la paroi vasculaire sont les cellules endothéliales, les

cellules musculaires lisses vasculaires et les fibroblastes.

A. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont typiquement aplaties et polygonales', bien qu’elles
puissent étres rondes ou cubiques dans certaines veinules™ . Elles forment une monocouche
cellulaire a I’interface entre le sang et le reste de la paroi vasculaire : 1’endothélium.
Constitué de plus de 1,6 x 10" cellules, I’endothélium d’un adulte a une surface estimée a
350m” et pése prés de lkg* °. Cette membrane semi-perméable recouvre la totalité du
systeme vasculaire et controle 1’échange de petites et de grosses molécules entre le sang et
les tissus’ via le glycocalyx et différents complexes jonctionnels. L’attachement des
cellules endothéliales a la matrice extracellulaire sous-jacente se fait via un groupe de
récepteurs d’adhésion présents a la surface cellulaire, les intégrines. Celles-ci assurent
I’adhésion et la signalisation entre les cellules endothéliales et la matrice, en plus de
maintenir I’alignement et la polarité des cellules tout au long du systéme vasculaire’.
Longtemps percu comme une structure inerte, 1’endothélium est aujourd’hui considéré
comme un organe’~ dynamique ayant des fonctions cruciales, autant dans un contexte

physiologique que pathologique.



Ainsi, les cellules endothéliales':

- jouent les roles de barricre et de perméabilité

- synthétisent du collagene et des protéoglycans pour assurer le maintien de la
membrane basale

- synthétisent et sécretent des molécules provoquant la formation normale d’un
thrombus (Facteur von Willebrand)

- synthétisent et sécretent des molécules qui inhibent 1’agrégation plaquettaire
(prostacycline, thrombomoduline, monoxyde d’azote)

- sécretent des substances vasoactives qui contrlent le débit sanguin (monoxyde
d’azote, endothéline, prostacycline)

- produisent des molécules qui modulent la réaction inflammatoire aigué (IL-1, IL-6,
IL-8) et les molécules d’adhésion cellulaire

- produisent certains facteurs de croissance comme le FGF (fibroblast growth factor),

PDGF (platelet derived growth factor) et CSF (colony stimulating factor)

B. Cellules musculaires lisses

Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) sont des cellules allongées,
organisées de facon concentrique autour de la lumiére du vaisseau, a I’exception de
certaines veines et veinules ou I’arrangement est plutot longitudinal. Elles sont encapsulées
individuellement par une membrane basale'’, qui, en plus d’agir comme barriére, préserve
leur phénotype contractile dans des tissus intacts''. Les CMLVs sont reliées a la matrice
extracellulaire (MEC) environnante grace a différents récepteurs, principalement les
intégrines'”. Le phénotype des CMLVs varie de « fibroblastique » durant les étapes du
développement embryonnaire vers un phénotype « contractile » chez 1’adulte. Le phénotype
« fibroblastique », €galement nommé « synthétique » ou « sécrétoire », est caractérisé par
I’absence d’une membrane basale, une synthese protéique élevée et I’absence d’un appareil
contractile au niveau du cytoplasme. De plus, on associe a ce phénotype un taux ¢€levé de
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prolifération et de migration cellulaires ™ . De I’autre c6té, les CMLVs « contractiles » ont

une membrane basale, une capacité réduite a synthétiser des protéines, une augmentation de



myofilaments (actine et myosine) et une expression ¢élevée d’a-actine. Ces cellules sont
associées 4 un taux de prolifération extrémement faible'>. De plus, les CMLVs peuvent
produire des cytokines, des facteurs de croissance, des protéines de la matrice

. . .. .1
extracellulaire et sont essentielles au maintien du tonus vasculaire'®.

La contraction des CMLVs est associée a une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium (Ca®"). Celle-ci peut étre initiée suite 4 une stimulation
mécanique, ¢lectrique ou chimique. Dans le cas d’une stimulation chimique, un agoniste
vasoconstricteur (endothéline, angiotensine II, noradrénaline) se lie a son récepteur a sept
passages transmembranaires couplé a une protéine G (G,q, Gyq/11, G,i213)' " '® pour activer
la phospholipase C (PLC) (Figure 1). Cette dernicre entraine la formation d’inositol
triphosphate (IP3) et de diacylglycerol (DAG). L’IPs se lie a des récepteurs du réticulum
endoplasmique lisse, ce qui induit le relargage de Ca®" activateur vers le cytosol. D’autre
part, le DAG, de méme que le Ca”" lui-méme, activent la protéine kinase C (a, B, €)' "%,
capable de phosphoryler certaines cibles impliquées dans la contraction, dont les canaux
calciques voltage dépendants (CCVD). Au niveau du cytosol, le Ca>* va ensuite se lier a la
calmoduline pour former un complexe capable d’activer la myosin light chain kinase
(MLCK). Cette dernicre phosphoryle la chaine légeére de la myosine, ce qui permet
I’interaction avec 1’actine qui produira la contraction. La contraction prend fin lorsque la
concentration de Ca®" intracellulaire diminue. La myosin light chain phosphatase (MLCP)
prend alors le dessus et induit la déphosphorylation de la chaine 1égére de myosine. Puisque
’élévation de Ca®" intracellulaire est seulement transitoire, la cellule utilise un mécanisme
de sensibilisation permettant de prolonger la contraction. Ce mécanisme implique
I’inhibition de la MLCP par la RhoA kinase et est activé en méme temps que la PLC. Les
mécanismes électriques de contraction provoquant I’augmentation de Ca®" intracellulaire
impliquent I’ouverture de canaux calciques voltage dépendant par 1’augmentation du
potentiel de membrane'. Un stress mécanique peut également induire I’augmentation de

Ca’" intracellulaire et la contraction des CMLVs®.



Figure 1 : Mécanismes de contraction des CMLVs.
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Les mécanismes associés a la diminution de la concentration intracellulaire de Ca2+,
donc a la relaxation des CMLVs, sont nombreux. Ils impliquent le réticulum
endoplasmique lisse (REL) et la membrane plasmique. Le recaptage du Ca>" au niveau du
REL se fait via des Ca*"-ATPases, les SERCA (Sarco/Endoplasmic Calcium ATPase).
Elles nécessitent la présence de Mg®" pour leur activation et permettent la translocation de
deux Ca”" vers la lumiére du REL pour chaque ATP hydrolysé*'. Au niveau des CMLVs,

ce recaptage implique les SERCA2b et 2a*’. La membrane plasmique posséde également



une Ca’, Mg*-ATPase. Elle dispose en plus d’échangeurs Na/Ca®". La relaxation peut
aussi se produire lorsqu’on empéche I’entrée du calcium dans la cellule soit en bloquant les

canaux calciques voltage dépendants ou en inhibant les récepteurs & I'IPs" (Figure 2).

Figure 2 : Mécanismes de relaxation des CMLVs
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AMPc : adénosine monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase A, PKG : protéine kinase G, NO :

monoxyde d’azote, GCs : guanylate cyclase soluble, GTP : guanosine triphosphate.

Par ces mécanismes de contraction-relaxation, les CMLVs peuvent réguler le débit

sanguin local et la pression artérielle.



C. Fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes avec de longues et fines expansions
qui vont rejoindre celles des fibroblastes voisins. Ils sont responsables de la synthese
d’une grande partie de la matrice extracellulaire pendant le développement. Ils sont
¢galement essentiels au maintien de 1’intégrité des tissus de soutien par le
renouvellement lent mais permanent des constituants de la matrice extracellulaire. Ils
sont impliqués dans 1’apoptose et la prolifération de méme que la migration vers
I’espace sous-endothélial lors de lésions vasculaires. Ils sont donc essentiels a la
cicatrisation des tissus" '® >, Les fibroblastes se différencient en proto-myofibroblastes
au site de la 1ésion dans le processus de cicatrisation. Ce sont les forces de traction entre
les fibroblastes et la matrice extracellulaire environnante visant a refermer la 1ésion qui
induisent ce changement phénotypique. Les proto-myofibroblastes sont capables de se
contracter et expriment ’a-actine. Ces cellules vont ensuite se différencier en
myofibroblastes en réponse a différents facteurs comme le TGF-B1 (transforming
growth factor beta), la fibronectine (FN) et la tension mécanique. Les myofibroblastes,
qui expriment également 1’a-actine, vont générer de plus grandes forces de contraction
et €tre présents dans la phase tardive de la fermeture de la 1ésion, avant de disparaitre

24,2
par apoptose”® .

1.1.2. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau structuré et complexe de
macromolécules sécrétées et d’enzymes protéolytiques. Elle fournit une charpente
struturale et protectrice qui rend possible 1’organisation et les propriétés physiques des
vaisseaux. Elle régule la disponibilité¢ de facteurs de croissance qui, en interagissant avec
des récepteurs de la surface cellulaire, vont influencer I’activit¢ des cellules de facon a
gérer les événevements tant développementaux qu’homéostatiques™®2*. C’est donc dire

qu’elle entoure les cellules qui la synthétisent et module leur phénotype. La synthése de la
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MEC est élevée durant le développement. A 1’age adulte la synthése est plus lente, voire

inexistante.

A. Composantes structurales

a. Collagéne

Le collageéne est la protéine la plus abondante du régne animal et représente 30%
des protéines totales chez I’humain. Il s’agit d’une molécule trimérique composée de trois
chaines polypeptidiques a, contenant typiquement la séquence répétée (G-X-Y)n, X étant
plus souvent qu’autrement la proline et Y I’hydroxyproline. Ce sont ces séquences répétées
qui permettent I’organisation en triple hélices du collageéne, qui lui confére non seulement
une structure, mais également d’importantes interactions biologiques®. Le collagéne est
une composante majeure de la matrice extracellulaire des vaisseaux sanguins, ou il est
responsable de I’intégrité et de la résilience, soit la robustesse et la résistance a 1’étirement.
Ces propriétés dépendent a leur tour de la composition, ainsi que du diametre de la fibre de
collagéne® (Figure 3). Par ailleurs, le collagéne est également impliqué dans la
différenciation, ’adhésion, la migration, la prolifération et 1’apoptose cellulaires. On
compte aujourd’hui 27 types de collagéne, dont 90% sont représentés par les types I, 11 et
I Le précurseur du collagéne est le pro-collagéne™, synthétisé par les CMLVs, les
cellules endothéliales, les fibroblastes et les macrophages. Des 27 types de collagéne, 13
sont retrouvés dans les vaisseaux sanguins, soit les collagenes I, III, IV, V, VI, VII, VIII,
XIII, XTIV, XV, XVI, XVIII et XIX. La synthese des différents types de collagéne est
affectée par une multitude de facteurs. Parmi ceux-ci, on dénombre 1’acide ascorbique, les
protéoglycans, le glucose, les facteurs de croissance, le calcium et I’estrogéne’’. De plus, ils
peuvent €tre subdivisés en trois groupes : les collageénes fibrillaires, les collagenes non-

fibrillaires et les collagénes fabriquant des réseaux".
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Figure 3 : Représentation d’une fibre de collagéne
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i. Collagenes fibrillaires

Les collagenes 1 et III, synthétisés par les CMLVs, les cellules endothéliales et les
fibroblastes®> > *® sont les collagenes fibrillaires les plus abondants au niveau vasculaire,
représentant respectivement 60% et 30% des collagénes vasculaires. Ce sont eux qui sont
responsables de la force de tension et de la résilience élastique des fibres de collagéne™.
Les 10% restant sont représentés par le collagéne de type V. Le role exact du collagene V
n’est pas connu, mais il pourrait agir comme noyau de structure des fibrilles’’. Les
collagenes fibrillaires sont caractéris€és par un domaine a triple hélice et des domaines
terminaux globuleux, les propeptides N et C. Ces derniers ne possedent pas de séquence
répétée Gly-X-Y>*. Ils sont d’abord synthétisés sous forme de précurseur, le pro-collagéne,
qui est assisté par différentes chaperones, dont HSP27°?, BiP*’, GRP94*! et SPARC™, pour
permettre un repliage et une trimérisation appropriés, au niveau du réticulum
endoplasmique rugueux. Les interventions d’enzymes, notamment la peptidylproline cis-
trans isomerase et la prolyl-4-hydrolase, sont également nécessaires au repliage et a la

propagation de la triple hélice. Une fois sécrétée dans 1’espace extracellulaire, la triple
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hélice de collageéne subit le clivage de ces extrémités globulaires propeptidiques N et C par
des procallagen-N et —C protéinases”. Par la suite, les triple hélices s’assemblent
spontanément de fagon paralléle en fibrilles striées recoupées ou chaque molécule est
décalée environ du quart de la longueur de son voisin le plus rapproché®. Ce phénoméne se
manifeste pas [’alternance de chevauchements et d’interstices de triple hélices et est
dépendant de la fibronectine™. Les fibrilles ainsi formées sont hétérotypiques, c’est-a-dire
constituées de différents types de collagene. Au fur et & mesure que d’autres fibres de
collagene sont ajoutées a la fibrille, celle-ci augmente de diamétre et se renforcie. La
matrice de collagéne est également solidifiée par la formation de liaisons covalentes intra-

et inter-moléculaires par une enzyme appelée lysyl oxydase™.

ii. Collagenes non-fibrillaires

Les collagenes non-fibrillaires sont moins abondants dans la paroi vasculaire. IIs ne
forment pas de fibrilles eux-mémes, d’ou leur nom, mais participeraient néanmoins a la
formation des fibrilles de collagéne®. Pour se faire, ils vont se lier a la surface des fibrilles
en formation. Ils comprennent les collagénes FACIT (fibril-associated collagens with
interrupted triple helices). Ces derniers sont représentés, au niveau de la paroi, par les
collagénes de type XIV et XVI. Les collagenes non-fibrillaires sont constitués de trois
régions fonctionnelles. La premieére comprend une ou deux triple hélice(s) permettant
I’interaction et I’adhésion aux fibrilles. La seconde, qui posséde une autre triple hélice, sert
de bras rigide se projetant a I’extérieur de la fibrille. La troisiéme région, qui ne contient
pas de triple hélice, interagit avec d’autres molécules de la matrice et avec les cellules™.
Les collagénes XIV et XVI sont associés aux fibrilles de collagéne de type I''. Le collagéne
de type VII, présent au niveau de la membrane basale, dans 1’espace sous-endothélial, agit
comme molécule d’ancrage. Il permet de renforcer 1’attachement entre les cellules
endothéliales et la matrice sous-jacente®. Le collagéne de type XIII, exprimé au niveau de
la membrane plasmique des cellules endothéliales, ferait 1’adhésion entre les cellules et la

matrice environnante et pourrait ¢galement agir comme récepteur de ligands solubles dans
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la matrice®. Les collagénes de type XV, XVIII et XIX sont des éléments structuraux de la

membrane basale des vaisseaux sanguins. Leurs rdles précis demeurent a ce jour inconnus.

iii. Collagénes formant des réseaux

Les collagenes 1V, VI et VIII sont les collagénes formant des réseaux présents au
niveau de la paroi vasculaire. Ces collagenes s’assemblent de facon spontanée en formant
des structures s’apparentant a des filets, ou les monomeres s’associent en C-terminal pour
former des diméres et en N-terminal pour former des tétraméres™ . Le collagéne de type IV
est la composante structurale la plus importante de la membrane basale. Il comporte trois
domaines. Un domaine N-terminal 7S, un domaine C-terminal globulaire et une triple
hélice centrale contenant des interruptions aux motifs répétés Gly-X-Y, ce qui la rend
flexible. Son assemblage nécessite des interactions latérales entre les triple hélices. Ainsi,
dans le domaine 7S en N-terminal, quatre triple hélices de quatre molécules différentes
s’assemblent en conformation téte-béche, ce qui engendre une structure dite « araignée »*.
En plus d’agir comme principal élément de structure, d’autres fonctions sont prétées au
collageéne de type IV. Entre autres, il est impliqué dans I’activation des plaquettes et dans

I’adhésion cellulaire®® ',

Le collagene de type VI est constitu¢ de trois chaines
polypeptidiques assemblées en hétérotrimere. Il contient une courte triple hélice et des
domaines terminaux globulaires. Il contient également 11 séquences arginine-glycine-
aspartate (RGD), suggérant une liaison avec des récepteurs de type intégrines. Les
molécules de collagene VI s’assemblent en dimeres dans I’orientation téte-beche. Deux
dimeres s’assemblent en tétrameres qui forment ensuite des agrégats qui sont décrits
comme des filaments en « perles ». Ces agrégats sont stabilisés par des ponts disulfures®.
Bien qu’il soit ubiquitaire, on le retrouve principalement dans 1’espace sous-endothélial. Le
collagene VI peut lier les collagénes I et IV, I’héparine et le facteur von-Willebrand. De
plus, il est impliqué dans I’adhésion des plaquettes et des CMLVs de méme que 1’activation

des plaquettes. Il joue également un role dans les interactions entre 1’¢lastine et les CMLVs

2 o ey \
en formant un pont entre les deux’". Le troisiétme membre de ce groupe de collagénes est
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celui de type VIIL. Il contient un domaine collagéneux de 454 acides aminés, une région
carboxy-terminale sans triple hélice NC1 et une région N-terminale sans triple hélice NC2.
Il contient également une courte triple hélice. Il est sécrété par les cellules endothéliales™.
Il possede une structure en batonnet, avec deux extrémités en forme de minuscules globes.
Dans la paroi vasculaire, il est exprimé par les cellules endothéliales, les CMLVs et les
macrophages. Son expression est augmentée par le PDGF** (platelet derived growth
factor), Iangiotensine 1I°°, bFGF (basic fibroblast growth factor) et le TGF-B° et est

diminuée par I’interferon-y>’.

b. Fibres ¢lastiques

Les fibres ¢lastiques constituent un assemblage insoluble de molécules de la matrice
extracellulaire, organisées en lamelles concentriques dans la paroi des vaisseaux. Elles
procurent 1’€lasticité aux vaisseaux sanguins, ¢’est-a-dire une flexibilité et une extensibilité,
tout en permettant leur rétraction’®. Cette propriété des vaisseaux les rend capables de
tamponner les variations de pressions engendrées par le cycle cardiaque pour générer un
débit relativement constant. D’autre part, les fibres élastiques contrdlent 1’activité du TGF-
3 et régulent la migration, la survie et la différenciation cellulaires. L’¢lastine représente
90% de la composition des fibres ¢lastiques, les autres étant des glycoprotéines

. . . 1q- L. ., . . 2
microfibrillaires comme les fibrillines et les glycoprotéines associées au microfibrilles®’.

i. Elastine

Il s’agit d’une protéine insoluble, amorphe, hydrophobe et fortement réticulée. Le
précurseur de 1’¢lastine est la tropoélastine, une protéine soluble de 72-kDa synthétisée
principalement par les CMLVs, mais également par les fibroblastes et les cellules
endothéliales™. La tropoélastine est encodée par un seul géne localisé sur le chromosome 7
chez ’humain. Aprés épissage alternatif, I’ARNm est traduit en plusieurs isoformes, qui

ont toutes des régions hydrophobes alternant avec des domaines réticulaires hydrophiles.
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Les séquences hydrophobes sont responsables de 1’¢lasticité et sont formées de séquences
répétitives riches en valine et en glycine®. L’élastine mature est formée de plusieurs
molécules de tropoé¢lastine liées de facon covalente par des réticulations de nature bi-
(lysinonorleucine), tri- (merodesmosine) ou tétra-fonctionnelles (desmosine et
isodesmosine)6]. L’expression de 1’¢lastine est contrdlée, entre autres, au niveau
transcriptionnel par I’insulin-like growth factor (IGF), et au niveau post-transcriptionnel par
le TGF-B (Tableau 1). L’¢lastine mature a une demie-vie de 40 ans, ce qui en fait la
protéine la plus durable de la matrice extracellulaire et lui permet de subsister, dans des

conditions optimales, pendant toute la vie de son hote®™ .

Tableau 1 : Facteurs régulant la synthese d’élastine in vitro

Inhibiteurs

Stimuli

5-Bromodeoxyuridine

Acide ascorbique

Basic fibroblast growth factor
AMP cyclique

Hydrocortisone (cellule adulte)
Vieillissement in vitro
Monensine

Adapté de @

TGF-8

Insulin-like growth factor 1
Fetal calf serum

Etirement mécanique
Hydrocortisone (cellule foetale)
GMP cyclique

5-Deoxyazacytidine
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ii. Fibrilline

Les microfibrilles sont des filaments facilitant 1’assemblage de 1’¢lastine et
procurant la structure aux fibres élastiques en formation. Les fibrillines constituent les
principaux €léments des microfibrilles associées aux fibres élastiques. Ce sont de grosses
protéines d’environ 350kDa en forme de batonnet. Leur structure primaire comporte
plusieurs domaines calcium binding epidermal growth factor like (cbEGF) intercalés entre
sept domaines 8-cystéine®. La fibrilline-1 posséde un patron d’expression semblable a
I’¢lastine dans 1’aorte, et constitue I’isoforme la plus abondante tout au long de la vie. De
son coté, la fibrilline-2 est fortement exprimée dans les tissus en développement, puis
décline de fagon linéaire une fois la maturation atteinte®. L’expression de la fibrilline-2,
méme a son niveau le plus élevé, est largement inférieure a celle de 1’¢lastine et de la
fibrilline-1. Les fibrillines seraient essentielles a 1’assemblage des fibres élastiques, méme
si on ignore toujours le moment précis de leur participation au processus®® ¢’. Cependant,
I’apparition de la fibrilline des millions d’années avant 1’¢lastine dans I’évolution suggere
fortement que son role ne soit pas limité a I’assemblage de cette derniére®. En effet, la
fibrilline posséde entre autres des séquences RGD (Arg-Glyc-Asp) interagissant avec les
intégrines, ce qui suggere qu’elle pourrait étre impliquée directement dans la signalisation
cellulaire via ces récepteurs®™ . La fibrilline peut également réguler activité et la
signalisation du TGF-B. D’ailleurs, une suractivation du TGF-8 est associée a des mutations
de la fibrilline, et entraine certaines fibrillinopathies, telle que le Syndrome de Marfan’'. Ce
dernier se caractérise par un assemblage défectueux des microfibrilles, et donc des fibres
¢lastiques, qui peu mener a 1’anévrisme et a la dissection aortiques et entrainer la mort. Par
ailleurs, des mutations du géne de la fibrilline-1 sont également associées a d’autres
pathologies vasculaires qui s’apparentent au Syndrome de Marfan, notamment :
I’anévrisme et la dissection de 1’aorte ascendante, le phénotype MASS (mitral valve
proplapse, aortic valve delation without dissection, skeletal and skin abnormalities) et le
Syndrome de Shprintzen-Goldberg (prolapsus de la valve mitrale, insuffisance mitrale et

insuffisance aortique)®.
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iii.  Glycoprotéines associées aux microfibrilles

Les glycoprotéines associ¢es aux microfibrilles (MAGPs) sont de petites protéines
microfibrillaires de 20kDa. On retrouve deux membres des MAGP, soit MAGP-1 et
MAGP-2. Les deux participeraient a I’assemblage de 1’¢lastine, bien que leur role précis
demeure incertain. MAGP-1 est également la seule protéine, avec la fibrilline, a étre une
composante constitutive des microfibrilles. Elle peut se lier a la tropoélastine, la fibrilline-1
et la fibrilline-2". 11 a donc été suggéré qu’elle pourrait faire le pont entre la fibrilline et la
tropoélastine dans 1’assemblage des fibres ¢élastiques. Cependant, I’inactivation de MAGP-
1 chez la souris n’a pas produit d’effet sur la structure ou la quantité d’élastine présente au
niveau des vaisseaux ou d’autres tissus comportant de I’élastine”>. MAGP-2 peut également
se lier aux fibrillines -1 et -2 et est spécifiquement associée aux microfibrilles contenant la
fibrilline. Elle posseéde un motif RGD permettant de se lier a I'intégrine o3, mais ce
dernier ne serait pas impliqué dans 1’assemblage des fibres élastiques. MAGP-2 ciblerait
plutot le transfert de la tropoélastine de la membrane cellulaire vers les fibres €lastiques en

développement’.

iv. Fibulines

La famille des fibulines comporte 7 membres. Elles se retrouvent toutes, a
I’exception des fibulines -6 et -7, dans les tissus ¢élastiques. Les fibulines sont des protéines
de 50-200kDa qui comportent une série de domaines EGF-like suivis par un domaine
carboxy-terminal fibulin-like'> '®. La fibuline-5, exprimée par les CMLVs et les cellules
endothéliales, induit 1’adhésion cellulaire via sa liaison avec des intégrines. Elle est
également impliquée dans la prolifération et la migration des CMLVs, en plus de réguler la
fibrillogénese de 1’¢lastine. La fibuline-4 est également requise pour la formation des fibres
¢lastiques. L’inactivation des fibulines -4 et -5 chez la souris entraine la formation de fibres
¢lastiques désorganisées au niveau des vaisseaux sanguins et est méme létale dans le cas de

la fibuline-4"" ™®. L’inactivation des fibulines -1, -2 et -3 est sans conséquence sur les gros
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vaisseaux ¢lastiques. Cependant, la perte de la fibuline-1 est 1étale chez la souris, entrainant
des saignements associés a une perte de I'intégrit¢ de la membrane basale dans les petits

: -81
ValSSGaLlX79 8 .

v. EMILIN-1

L’EMILIN-1 (elastin microfibril interface located protein) se trouve a I’interface
entre le noyau amorphe de 1’¢élastine et les microfibrilles. Son role dans 1’assemblage des
fibres €lastiques est encore méconnu, mais sa capacité a lier la tropoélastine et la fibuline-5
suggére qu’elle pourrait faire le pont entre ces deux molécules®. L’absence d’EMILIN-1
chez la souris est associée a une hypertension et a des lamelles ¢élastiques irrégulieres, de
méme qu’a des parois vasculaires amincies et des diamétres réduits au niveau des artéres® .

Elle est également associée a une augmentation de ’activité¢ de TGF-8.

vi. Elastogénése

L’¢lastogénese débute par I’assemblage des microfibrilles (Figure 4). Les molécules
de fibrillines sécrétées sont clivées en C- et N- terminal par des enzymes de la famille des
furine/PACE®. 11 s’agit d’un prérequis a I’alignement directionnel de I’accrétion
moléculaire et aux interactions latérales. Les monomeéres de fibrilline s’amalgament a
proximité des cellules pour former des microfibrilles avec la participation d’intégrines et de
protéoglycans héparan sulfate. Les microfibrilles sont ensuite stabilisées par la
transglutaminase® et vont s’empaqueter et former une charpente pour supporter la
déposition de tropoélastine. Cette derniere nécessite une chaperone, 1’elastin binding
protein (EBP) pour migrer a travers les différentes voies sécrétoires intracellulaires®. Cette
chaperone prévient 1’agrégation prématurée de la tropoélastine. Une fois sur les
microfibrilles, ’EBP relache la tropoélastine qui se liera de fagon ordonnée a ces dernieres.
Les molécules de tropoélastine vont alors s’assembler et s’orienter de fagon ordonnée,
processus appeler coascervation®. Par la suite, la lysyl oxydase, une enzyme Cu’'-

dépendante, va stabiliser et polymériser la tropoélastine en produit insoluble, 1’¢lastine. Des
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agrégats d’¢lastine sont ainsi formés sur les microfibrilles, les fibuline-4 et -5 facilitant ce
processus. La réticulation subséquente des agrégats par la lysyl oxydase permet de former
une fibre élastique compléte’’. La synthése de fibres élastiques est limitée 4 la vie foetale et
a la période néonatale. L’expression des protéines associées a la formation de fibres

¢lastiques diminue ensuite & des niveaux trés bas, qui persisteront durant la vie adulte®.

Figure 4 : Représentation de 1’élastogenese

NN Fibriline sécrétée

ﬂ Clivage et réticulation

ﬂ Formation des microfibrilles

Formation fibres élastiques matures

Cellule

'Tropoélastine I Lysyl oxydase [ Fibulines4et5 [ Intégrines

Adapté de 672
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B. Autres composantes

i. Protéoglycans

Les protéoglycans représentent des protéines provenant de différentes familles de
genes contenant des chaines de glycosaminoglycans (GAG) liées de fagon covalente. Les
chaines sont généralement attachées par des liens O-glycosidiques aux résidus sérines
présents au cceur de la protéine protéoglycane. Le type de GAG attachés aux protéoglycans
permet de catégoriser ces derniers. Il y a d’abord le chondroitin sulfate et le dermatan
sulfate, qui consistent en une répétition d’un disaccharide de galactosamine et d’un acide
glucuronique ou iduronique. Ensuite, I’héparine et 1’heparan sulfate, constitués d’une
répétition d’un disaccharide de glucosamine et d’un acide glucuronique ou iduronique.
Finalement, le keratan sulfate, qui consiste en une répétition d’un disaccharide de
glucosamine et de galactose®. Les protéoglycans sont capables d’interagir avec d’autres
molécules de la matrice extracellulaire, en plus de participer a son assemblage. De plus, ils
conferent différentes propriétés aux tissus, comme [’hydradation et la filtration.
L’hydratation est due aux glycosaminoglycans, qui, étant chargés négativement, sont
capables de lier plusieurs molécules d’eau. Au niveau cellulaire, ils peuvent réguler
différentes activités, telles que la prolifération, la différenciation, 1’adhésion et la migration.
Ils sont également impliqués dans la rétention lipidique et le développement de
I’athérosclérose® ™. Par ailleurs, ’expression de certains protéoglycans serait accrue chez
les rats hypertendus’™°. Finalement, ils contrlent la biodisponibilité et la stabilité¢ de

. . 2
certaines cytokines”’.

Le versican, plus gros protéoglycan de la paroi vasculaire, est localis¢ dans les
régions endothéliale et mediale. Ce protéoglycan induit I’adhésion cellulaire, la
prolifération et module la migration cellulaire™. Son niveau d’expression est inversement
proportionnel a celui de I’¢lastine. En effet, ’assemblage de 1’¢lastine serait inhibé par le
chondroitin sulfate du GAG de la molécule de versican. Par ailleurs, le versican serait

également impliqué dans ’athérosclérose’”.
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L’aggrecan est exprim¢é dans la partie externe de I’aorte en développement. Son
niveau d’expression est largement inférieur a celui du versican. Sa fonction dans la paroi

vasculaire n’a pas été élucidée a ce jour’®.

Les SLRPs (small leucine-rich proteoglycans) sont une famille de protéoglycans qui
lient certaines molécules de la matrice extracellulaire, dont le collageéne, la tropoélastine, la
fibronectine, le TGF-B et les microfibrilles contenant la fibrilline. Parmi les SLRPs, on
retrouve le biglycan et la décorine, qui lient le collagéne et régulent sa fibrillogénése. La
décorine se retrouve dans 1’adventice de la paroi vasculaire, tandis que le biglycan est
présent dans toutes les régions de la paroi et joue un rdle important dans la rétention
lipidique”’, en plus d’induire la production de cytokine inflammatoire en se liant aux
récepteur Toll-like 2 et 4°%. I participe également 4 la sténose aortique®’. Les autres SLRPs

de la paroi vasculaire sont la fibromoduline, I’ostéoglycine et le lumican”.

Les syndecans sont une famille de protéoglycans transmembranaires comprenant 4
membres : syndecan-1, -2 (fibroglycan), -3 et -4. Ils contiennent un court domaine
extracellulaire qui lie 3 a 5 chaines d’heparan sulfate ou de chondroitin sulfate. Ils ont
également un court domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique comportant
deux régions invariables (C1 et C2) et une région variable (V)'%. Les chaines de GAG
médient I’interaction entre certains facteurs de croissance et leurs récepteurs. Elles régulent
¢galement la liaison a différentes protéines extracellulaires, comme la fibronectine et la
laminine. Le domaine cytoplasmique serait impliqué dans la migration des cellules
endothéliales'”'. Par ailleurs, les syndecans-1, -3 et -4 seraient impliquées dans

. PN |
I’angiogenese 0,

Le perlecan, localisé¢ dans la membrane basale, est un gros protéoglycan liant 3 a 4
chaines d’heparan sulfate. Le cceur de la molécule comporte 5 modules, la rendant capable
de lier plusieurs protéines de la matrice extracellulaire, notamment la laminine-1, le
collagéne de type IV, le nidogéne et la fibronectine, ainsi que plusieurs facteurs de
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croissance tel que le PDGF ™. Il peut également se lier aux LDL et contribuerait a

’athérosclérose'.
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ii. Fibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine sécrétée en dimere, dont les chaines de 230-
270kDa sont jointes par des ponts disulfures en C terminal. Elle contient trois types de
modules répétitifs : type I, type II et type III. On compte 12 modules de type I, 2 modules
de types 2, et 15 a 17 de type III, qui constituent ensemble 90% de la séquence de la
fibronectine. Les différentes séries de modules forment a leur tour les domaines de la
protéine. Ce sont ces différents domaines qui sont responsables de la liaison au collagene,
aux cellules, a I’héparine, aux intégrines, aux GAGs, a la fibrine et a la fibronectine elle-
méme'”. Le module de type III contient également la séquence RGD permettant la liaison
aux intégrines. La fibronectine participe a de nombreuses interactions avec différents
constituants de la matrice extracellulaire, en plus de jouer un role dans la migration, la

104

croissance et la différenciation cellulaires ~ . Elle joue aussi le role de matrice provisoire

. . R
dans le processus de cicatrisation'®”.

La fibronectine est organisée en réseau fibrillaire via I’interaction avec des
récepteurs de surface cellulaire. L’assemblage de la fibronectine est un processus cellule-
dépendant qui nécessite son activation. Une fois sécrétés, les dimeres de la fibronectine se
lient a des intégrines, principalement I’asf;, qui vont 1’associer au cytosquelette d’actine et
entrainer son activation en induisant un changement de conformation. La fibronectine passe
ainsi d’une conformation compacte a une conformation étendue, ou les domaines de liaison
a la fibronectine sont exposés. Cette activation permet d’induire 1’association FN-FN et la
formation de fibrilles. Initialement courtes et solubles, les fibrilles se prolongent de la
cellule aux substrats a proximité ou entre les cellules adjacentes. Cependant, davantage de
FN s’accumule a la surface, rendant les fibrilles graduellement insolubles aux détergents et
formant des molécules multimériques a haut poids moléculaire. Ceci implique la formation
de ponts disulfures induits par I’isomérase disulfure intrinseque de la FN et par des

. . /e L N 1 1
interactions protéine-protéine trés stables'®* ',
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iii. Laminines

Les laminines constituent une famille de 12 glycoprotéines hétérotrimériques,
principalement localisées au niveau de la membrane basale. Elles y ont d’importantes
fonctions dans le développement et le maintien de I’organisation cellulaire et de la structure
supramoléculaire. Elles sont impliquées dans 1’adhésion et la migration cellulaires, en plus
de posséder certaines fonctions de signalisation. Dans la membrane basale, les laminines
forment la base architecturale, avec le collagéne de type IV, les nidogenes (entactines) et
les protéoglycans. Les intégrines B; et B4, le dystroglycan et I’héparan sulfate agissent
comme les principaux récepteurs aux laminines'”’. Leur structure comporte trois chaines
polypeptidiques : a, B et y. Ensemble, elles forment la structure en forme de croix des
laminines, avec trois bras courts et un long. Jusqu’a maintenant, cinq chaines a, trois
chaines B et trois chaines y ont été décrites. Leurs différentes combinaisons constituent les
différentes isoformes de laminines'®. Les vaisseaux sanguins expriment les chaines o4,
a5, B1 et yl, ce qui correspond aux laminines 8§ et 10. De plus, ces isoformes sont produites
par les cellules endothéliales'” ''°. Elles ont également un domaine globulaire & I’extrémité

de chacun des bras qui permet les interactions avec d’autres molécules ou laminines.

iv. Nidogenes

Les nidogénes, ou entactines, forment, tel que mentionné dans la section précédente,
une des quatres composantes majeures de la membrane basale. Ce sont des glycoprotéines
de 150kDa comportant une chaine sulfatée, avec trois domaines globulaires séparés par un
domaine en forme de batonnet contenant des séquences EGF répétées. Elles peuvent ainsi
former des complexes serrés avec les laminines, le collagéne de type IV et le perlecan''.

On retrouve deux isoformes de nidogene (1 et 2), encodés par des genes distincts.
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v. Thrombospondines

Les thrombospondines (TSP) sont une famille de glycoprotéines modulaires
sécrétées. La famille est divisée en deux sous-groupes. TSP1 et TSP2, qui forment un
premier sous-groupe, ont un poids moléculaire de 145kDa. TSP3, TSP4 et TSPS5

112
. Nous

représentent le deuxiéme sous-groupe, et ont un poids moléculaire de 100kDa
discuterons principalement de TSP1 et TSP2. Ce sont des molécules qui ne contribuent pas
directement a I’intégrité d’une entité physique, telle qu’une fibre. Elles agissent plut6t de
facon contextuelle pour influencer la fonction cellulaire en modulant les interactions
cellule-matrice. Les TSP font partie d’un groupe de protéines dites « matricellulaires ».
Elles sont définies comme des protéines extracellulaires dont les fonctions sont atteintes en
se liant a des protéines matricielles, des récepteurs a la surface cellulaire, des cytokines ou
des protéases qui interagissent a leur tour avec la surface cellulaire'"”. Les autres membres
de ce groupe sont la famille des tenascines, SPARC/ostéonectine et 1’ostéopontine. Elles
ont également été appelées protéines anti-adhésives par le passé''®. Les fonctions anti-
adhésives de ces protéines entraineraient le détachement des cellules pour faciliter la
migration. Cependant, les mécanismes associé€s a ces fonctions sont encore nébuleux. Par
ailleurs, les protéines matricellulaires sont principalement exprimées durant le
développement, la croissance et en réponse a une lésion. Chez ’adulte, leur expression est
faible, sauf dans les tissus qui sont en renouvellement constant, comme les os. Dans le cas
des TSP, clles réduisent les adhésions focales des cellules endothéliales et des
fibroblastes''>. TSP1 et TSP2 sont également impliquées dans le processus de cicatrisation.
En effet, en bloquant TSPl dans un mod¢le de cicatrisation, il a ét¢é montré que la
réparation de la 1ésion et la réorganisation du tissu étaient retardées''®. De plus, chez la
souris TSP1 KO, il y a une déficience dans la conversion du TGF-B1 latent en TGF-81
actif, suggérant que TSP1 active TGF-B1'"". Les TSP peuvent également réguler certaines

protéines qui contrdlent 1’activation de 1’angiogénése''®, notamment le collagéne de type I,

et participent a ’agrégation plaquettaire''”.
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vi. SPARC/ostéonectine

SPARC (secreted protein acidic rich in cystein), aussi appelée ostéonectine, est une
composante acide et riche en cystéines de la matrice extracellulaire. Elle est modulée a la
hausse par la fibronectine et le TGF-B'*’. Sa capacité a lier le collagéne de type I,
I’hydroxyapatite et le Ca’" suggére un role dans la minéralisation'”'. Or, bien que les
CMLVs expriment fortement SPARC dans les tissus sains, 1’expression est réduite, voir

absente dans la sclérose de Monckerberg'*

. Il semblerait donc que SPARC protege contre
la calcification vasculaire. En tant que protéine matricellulaire, SPARC a des propriétés
anti-adhésives au niveau d’interactions cellule-matrice, en plus de réguler les
métalloprotéinases matricielles et D’interaction de facteurs de croissance avec leur
récepteur. Elle peut également inhiber la progression du cycle cellulaire en phases G1 et S.
Par ailleurs, la dégradation de SPARC par certaines protéases, notamment MMP-3,

produirait des peptides qui stimulent I’angionénése'>'*. Finalement, tel que mentionné

auparavant, SPARC agirait comme protéine chaperone dans la synthése du collagéne™®.

vii. Tenascines

Les ténascines sont une famille de glycoprotéines qui comporte quatre membres :
ténascine C, ténascine R, ténascine X et ténascine W. Elles sont synthétisées par les cellules
de la matrice extracellulaire. Les ténascines ont des séquences répétées heptad et EGF-like,
des domaines de fibronectine de type III et un domaine C-terminal globulaire. En N-
terminal se trouve un domaine d’oligomérisation qui mene a la formation d’hexameres dans
le cas des ténascines C et W et de trimeres pour la ténascine R. La ténascine X forme
également des oligoméres'”®. En tant que protéines matricellulaires, les ténascines vont
réguler 1’adhésion et la migration cellulaires. La ténascine C peut également inhiber
Pactivité de la focal adhesion kinase (FAK) et de RhoA, deux molécules capables

d’influencer le cytosquelette d’actine'”’.
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viii. Vitronectine

La vitronectine est une glycoprotéine d’adhésion multifonctionnelle retrouvée dans
la circulation et différents tissus, notamment dans la peau, les reins et les vaisseaux
sanguins. Les CMLVs synthétisent la vitronectine'**. Elle posséde des sites de liaison aux
intégrines, collageénes, a I’héparine et aux composantes du systetme du complément. Elle
contient trois sites de glycosylation, des sites potentiels de sulfatation et de phosphorylation
post-traductionnels et un site de réticulation par la transglutaminase. Elle possede
également la séquence RGD lui permettant de se lier aux intégrines. La vitronectine est
impliquée dans 1’adhésion cellulaire ou elle sert, entre autres, de lien moléculaire entre les
fibres €lastiques et la charpente de collagene environnante. Elle participe aussi a la défense

. .. ’ 12
immunitaire et I’hémostase'>.

ix. TGF-B

Les cytokines de la superfamille du TGF-8 incluent pres de 30 protéines, dont les
TGF-B, les activines et les inhibines, la myostatine, les bone morphogenic proteins (BMPs),
les growth/differentiation factors (GDFs), nodal et I’hormone anti-Miillerian. Tous les
membres de cette superfamille sont des protéines dimériques avec des structures conservées
et impliquées dans une pléthore de fonctions'*. Cependant, pour les fins de cette thése,

nous nous limiterons aux TGF-8.

La famille du TGF-B comprend trois isoformes: TGF-81, -82 et -B3, qui sont
encodées par différents génes ayant 60-80% d’homologie. Le TGF-B1 est exprimé au
niveau vasculaire par les cellules endothéliales, les CMLVs et les fibroblastes. Le TGF-32
est exprimé par les cellules épithéliales et les neurones alors que le TGFB3 est exprimé par
les cellules mésenchymateuses''. Les TGF-B sont synthétisés sous forme de précurseurs
latents liés de facon non covalente a un propeptide, le /atent-associated peptide (LAP),
pour former un complexe nommeé le small latent complex (SLC). Ce dernier se lie ensuite a
une des trois latent TGF-fs binding proteins (LTBP-1, -3 et -4) pour former le large latent

complex (LLC). Le LLC est ensuite sécrété¢ dans la matrice ou il est stocké, en s’associant
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de fagon covalente via son extrémité N terminale, a des protéines. L’ activation du TGF-f3
nécessite le clivage de sa région N terminale, laquelle est lice a la LTBP. Différentes
protéines peuvent activer le TGF-B, notamment les métalloprotéinases matricielles (MMP)
2 et 9, la thrombospondine-1 et I’intégrine a,B¢. D’autres stimuli, comme un pH extréme, la
chaleur, I’interaction avec des stéroides ou les dérivés réactifs de 1’oxygene sont également

impliqués dans I’activation du TGF-8""-1*%,

Une fois activé, il peut se lier a des intégrines ou a son récepteur a la surface
cellulaire. Il existe trois récepteurs au TGF-B : TGFBRI, TGFBRII et TGFBRIII. Le TGF-
se lie d’abord au TGFBRII, qui est soit seul ou associ¢ au TGFBRIIL. Suite a la liaison,
TGFBRII recrute TGFBRI pour former un complexe dont I’activité sérine-thréonine kinase
intracellulaire initie la cascade de signalisation des Smads. Il s’agit de la voie de
signalisation canonique du TGFB. Les Smads sont une famille de 8 activateurs
transcriptionnels subdivisée en 3 groupes : les Smads activées par le récepteur (R-Smads :
Smadl, 2, 3, 5 et 8), le médiateur commun Smad (Co-Smad: Smad4) et les Smads
inhibitrices (I-Smads : Smad6 et 7). Une fois complexé avec le TGFBRII, TGFBRI induit la
phosphorylation des R-Smads. Les R-Smads phosphorylées interagissent avec Smad4, ce
qui entraine leur translocation au noyau, et I’induction de la transcription de génes cibles'*.
Au niveau vasculaire, TGF-1 induit ainsi I’expression d’intégrines, de la fibronectine, des
collagénes type I, IV et V et du plasminogen activator inhibitor (PAI)"** (Figure 5). Les
Smads inhibitrices viennent contrecarrer [’activation de TGF-B en prévenant la
phosphorylation des R-Smads'®>. D’autres facteurs, comme le connective tissue growth

factor (CTGF), peuvent amplifier la réponse au TGF-B'.

Le TGF-B peut également induire une signalisation indépendante des Smads. C’est
de cette fagon que TGF-B peut activer Erk, JINK/p38, les GTPases Rho-/ike et PI3K/Akt".

Il s’agit de voies non canoniques de signalisation du TGF-B.
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ique du TGF-

Figure 5 : Signalisation canon




Tableau 2 :
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Principales composantes structurales de la matrice extracellulaire

Composantes structurales

Role(s)

Collagéne

Intégrité et résilience (robustesse et résistance a 1’étirement) des
vaisseaux, différenciation, adhésion, migration, prolifération et
apoptose cellulaires

Collagenes fibrillaires

I et IIT : force de tension et résilience des fibres de collagéne
V : r6le inconnu

Collagenes non-fibrillaires

XIV et XVI (FACIT) : association et formation des fibrilles de
collagene de type I

VII : Molécule d’ancrage dans la membrane basale

XIIT: Adhésion entre les cellules endothéliales et matrice
environnante

XV, XVIII et XIX : éléments structuraux de la membrane basale,
role précis inconnu

Collagenes formant des réseaux

IV : Principal élément de structure de la membrane basale,
activation plaquettaire, adhésion cellulaire

VI: Impliqué dans 1’adhésion des plaquettes de des CMLVs,
activation plaquettaire

VIII : Composante de la membrane basale

Fibres ¢élastiques

Elasticit¢ (flexion et extension) et rétraction des vaisseaux
sanguins, régulent D’activit¢ du TGF-b, migration, survie et
différenciation cellulaires

Elastine  Composante majeure (90%) des fibres élastiques
Fibrilline Assemblage des fibres €lastiques, régulation du TGF-b
Glycoprotéines associées aux ~ Assemblage de 1’élastine
microfibrilles
Adhésion, prolifération, migration cellulaires, formation des fibres
Fibulines élastiques, intégrité de la membrane basale
EMILIN-1 Assemblage des fibres élastiques

Autres composantes

Assemblage de la matrice extracellulaire, hydratation et filtration

Protéoglycans tissulaires, rétention lipidique, prolifération, adhésion et migration
cellulaires, contrélent biodisponibilité et stabilité de cytokines
Fibronectine Migration, croissance et différenciation cellulaires, cicatrisation
L Développement et organisation de la structure de la membrane
Laminines (o . . . . ..
basale, adhésion et migration cellulaires, signalisation
Nidogéne Composante majeure de la membrane basale
Influencent fonction cellulaire en modulant les interactions cellule-
Thrombospondines matrice, migration cellulaire, cicatrisation, activation du TGF-b,
angiogenese, agrégation plaquettaire
Régule interaction de facteurs de croissance avec récepteur, régule
SPARC/ostéonectine les métalloprotéinases matricielles, inhibition cycle cellulaire,
synthése du collagéne
Ténascines Adhésion et migration cellulaires

Vitronectine

Adhésion cellulaire, défense immunitaire, hémostase
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C. Stabilisation de la matrice extracellulaire

La modification post-traductionnelle de protéines, via la formation de liaisons
covalentes ou réticulations, est essentielle a plusieurs processus biologiques. Il s’agit, entre
autres, d’un phénomene indispensable a la coagulation sanguine et a la formation de la
barriere épithéliale. La matrice extracellulaire n’y échappe pas, puisque ce processus
stabilise sa structure et lui confére une résistance a la dégradation. Ces réticulations sont
notamment requises dans I’assemblage des fibrilles de collagéne et d’élastine, tel que décrit

dans les sections précédentes.

a. Lysyl oxydase

Les lysyl oxidases représentent une famille de 5 enzymes possédant une activité
amine oxydase cuivre dépendante catalysant la réticulation de 1’¢lastine et du collagene.
Outre la lysyl oxydase canonique (LOX), les fonctions des quatres autres enzymes

identifiées (LOX1-4) n’ont toujours pas été élucidées'®.

LOX est synthétisée par les cellules fibrogéniques comme les CMLVs et les
fibroblastes, de méme que par les cellules endothéliales. L’enzyme est sécrétée sous forme
de pro-enzyme inactive dans D’espace extracellulaire, ou elle est clivée par une
métalloprotéinase'’, identifiée récemment comme étant une pro-collagéne C-protéinase
(bone morphogenic protein-1)'*°. Ce clivage, entre la glycine 132 et I’asparagine 163 de
LOX, entraine son activation. La présence d’un atome de cuivre au site actif'*', de méme

que d’un groupement lysyl tyrosyl quinone'**

(LTQ) sont également requis pour I’activité
catalytique de 1’enzyme. Ce dernier groupement agit comme cofacteur carbonyl et
proviendrait de I’hydroxylation et 1’oxydation autocatalytiques de la tyrosine 349,

., . 14 . ., o .
favorisées par I’atome de cuivre'®”. Le cycle catalytique de I’enzyme activée fait intervenir
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un mécanisme de cinétique « ping pong » qui a lieu en deux temps. Dans un premier temps,
I’amine du substrat s’attache au site actif de ’enzyme via la liaison d’une base de Schiff
avec le cofacteur LTQ. Le substrat est ainsi oxydé en aldéhyde, alors que le cofacteur est
réduit en quinol. Le groupement aldéhyde est ensuite retiré du cofacteur par hydrolyse,
laissant un groupe amine attaché a la quinone réduite pour former un aminoquinol. Dans
un deuxieme temps, I’aminoquinol de I’enzyme est oxydé en quinoneimine, libérant un
peroxyde d’hydrogeéne du site actif. Finalement, un produit d’ammoniac est libéré par
I’hydrolyse de la quinoneimine, ce qui regénere le cofacteur LTQ a son état initial et

compléte le cycle catalytique'**.

Par ailleurs, I’aldéhyde libéré lors de la premiere moitié¢ de la réaction se condense
avec le groupe amine au sein d’une lysine environnante pour former une liaison covalente
anhydrolysinonorleucine (deLNL). Deux résidus aldéhydes peuvent également réagir
ensemble pour former une liaison covalente adol. Ces deux formes de réticulations sont

présentes dans le collagéne et 1’¢élastine'*.

L’expression de LOX est modulée par plusieurs facteurs, comme les cytokines et les
facteurs de croissance. Différents états physiologiques peuvent également influencer son
expression, tels que la croissance, la cicatrisation, le vieillissement, un métabolisme du

. ., . . L . 14
cuivre altéré, une tumeur et certaines maladies génétiques'*.

b. Transglutaminases

Les transglutaminases (TG) sont une famille d’enzymes calcium dépendantes
catalysant la formation de liaisons covalentes entre protéines par une réaction de transfert
d’acyl. Celle-ci se fait entre le groupe y-carboxamide d’une glutamine et le groupe ¢-amine
d’une lysine, formant un lien isopeptidique e-(y-glutamyl)lysine'*’ (Figure 6). La premiére
¢tape dans cette réaction est I’acylation de la cystéine du site actif de la TG par la glutamine
d’une protéine. Il en résulte la libération d’ammoniac et la formation d’un intermédiaire

thioester. Cet intermédiaire est ensuite attaqué par une amine € du résidu lysine d’une
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L. . . . g 14 . .. , “
protéine pour former le lien isopeptidique'*. Les liens ainsi formés conférent une
résistance mécanique, chimique et protéolytique aux agrégats protéiques qui les

. 14
contiennent'®’,

Figure 6 : Formation de liaisons covalentes par la transglutaminase
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Les TG démontrent une grande spécificité pour les substrats protéiques
glutaminiques. Cependant, la spécificité pour le groupement amine de la protéine
acceptrice d’acyl est faible'”’. Chez les mammiféres, huit transglutaminases provenant de
genes différents ont été observées : facteur XIII A, TG1, TG2 ou transglutaminase tissulaire
(tTG), TG3, TG4, TGS, TG6 et TG7. Cependant, TG6 et TG7 n’ont pas encore été
caractérisées. Toutes les TG font partie de la superfamille des cystéines protéases papain-
like et ont des cibles de réticulation différentes. Elles possédent également toutes la triade

catalytique Cys-His-Asp ou Cys-His-Asn'™.
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La TG2 est le membre de la famille des transglutaminases le plus étudié. Sa
structure, conservée entre les différentes transglutaminases, comprend quatre domaines. Le
domaine N-terminal (domaine 1) contient le site de liaison a la fibronectine. Le domaine
catalytique (domaine 2) formé d’hélices a et de feuillets B intercalés contient le site de
liaison aux substrats et la triade catalytique. Le troisieme domaine, contient le site de
liaison au GTP et les sites d’interaction au récepteur a;p adrénergique. Le domaine C-

terminal (domaine 4) comprend le site d’interaction & la phospholipase C81'*.

L’activité enzymatique de la TG2 est influencée par la conformation qu’adopte ses
différents domaines, en modulant la réactivité du site catalytique et son accessibilité¢ a
différents substrats'”’. En conditions de repos, le domaine catalytique est caché par la
superposition des domaines 3 et 4. Lorsque le calcium se lie a I’hélice a terminale du
domaine 2, les domaines 3 et 4 s’¢loignent du site catalytique en formant un angle de 180°,
donnant a la protéine une forme de batonnet'**. L’accés au site actif est alors établi et
permet la liaison d’un substrat (Figure 7). Plusieurs substrats ont été¢ identifiés a ce jour. Le
tableau 3 représente les principaux. L’activation par le calcium peut étre contre-carrée par
les inhibiteurs allostérique GTP (guanosine triphosphate) et GDP (guanosine diphosphate).
Ces dernier se lient a la lysine 173 et entraine 1’inhibition réversible de la TG2. L’inhibition
par le GTP est limitée aux conditions d’activation sous-optimales par le calcium et
implique : 1) une modulation de I’affinité de liaison au calcium; 2) I’interférence avec les
changements conformationnels engendrés par le calcium; 3) 1’altération de la flexibilité des
domaines et 4) le renforcement de 1’interaction entre les domaines prévenant I’acces au site
actif*'. Un autre inhibiteur réversible de la TG2 est le zinc, qui va compétitionner avec le
calcium pour le méme site de liaison. L’activité de la TG2 est également bloquée par des
inhibiteurs aminés compétitifs. [ls vont compétitionner avec les substrats aminés naturels
de I’enzyme pour se lier au site catalytique. Ainsi, I’activité enzymatique de la TG2 se
poursuit en présence de 1’inhibiteur compétitif, mais la formation de liens isopeptidiques se
fera entre le subtrat naturel contenant la glutamine et I’amine de I’inhibiteur compétitif

plutét qu’avec un substrat aminé naturel'*®. Parmi les inhibiteurs compétitifs, il y a la
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putrescine, le monodansylcadaverine et la cystamine. La 3° catégorie d’inhibiteurs de
transglutaminase est celle des inhibiteurs irréversibles. Ces derniers vont modifier I’enzyme
de facon covalente, empéchant la liaison a un substrat. Les inhibiteurs de la famille du
substrat carbobenzyloxy-L-glutaminylglycine (Cbz-gln-gly), ou le groupe fonctionnel gln
est remplacé par différents groupes fonctionnels réactifs'>, tels que les chloracétamides,
sont parmi les inhibiteurs irréversibles. Par ailleurs, la TG2 est également inhibée par le

SNP (sodium nitroprusside), un donneur de NO (monoxyde d’azote), par nitrosylation'>.

Figure 7 : Conformations inactive (A) et active (B) de l1a TG2
A B

Inhibiteur

Le domaine N-terminal (N, domaine 1) est en bleu, le domaine catalytique (domaine 2, Core) en vert, le
domaine 3 (B31) en jaune et le domaine C-terminal (82, domaine 4) en rouge. A) Conformation repliée de
I’enzyme inactive, ou le GDP est li¢ au domaine 3 qui, avec le domaine 4, empéche 1’accés du substrat au site
actif. B) Conformation en batdnnet (active) de la TG2. Le site catalytique est accessible a un substrat ou, dans

le cas présent, un inhibiteur irréversible, le Ac-P(DON)LPF-NH,.

Adapté de "**.
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La TG2 est localisée dans trois compartiments cellulaires majeurs : le cytosol, le
noyau et la membrane plasmique. Elle est également présente au niveau de la matrice
extracellulaire. Elle est exprimée, entre autres, par les cellules endothéliales et les CMLVs
au niveau des vaisseaux sanguins'>>. De plus, méme si elle ne posséde pas de peptide signal
facilitant son exportation a la surface cellulaire par la voie classique du réticulum
endoplasmique/Golgi, I’enzyme est sécrétée de facon controlée. Le FXIIIA est une autre
transglutaminase sécrétée de cette fagon'°. Pour étre sécrétée, différents critéres doivent
étre remplis : un site de liaison a la fibronectine en N-terminal; un lien peptidique a la
tyrosine 274 et une cystéine 277 intacte au site actif ** '°*. Une fois sécrétée dans la matrice
extracellulaire, la TG2 forme un complexe avec plusieurs protéines, dont la fibronectine et
le collagéne de type I, et induit leur réticulation, de fagon a stabiliser la matrice
extracellulaire. Au niveau osseux, TG2 stabilise une matrice riche en collagéne I,
glycoprotéines et protéoglycans, facilitant le processus de minéralisation, bien qu’elle

puisse également y participer indépendamment de son activité catalytique'™.

\

Par ailleurs, I’activité de la TG2 ne se limite pas a stabiliser les protéines en
augmentant leur résistance chimique, protéolytique et mécanique. En effet, elle permet par

exemples, de faciliter I’adhésion et la motilité cellulaires'” '

en interagissant avec les
intégrines B, et B, et en agissant comme co-récepteur de la fibronectine'®. Elle est
également essentielle au remodelage des petites artéres'®. De plus, en formant un complexe
avec les intégrines et la fibronectine, la TG2 agit comme co-récepteur d’adhésion cellulaire
et peut transmettre des signaux du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire en
activant les voies de signalisation de RhoA/ROCK'® et FAK'®. Ces fonctions seraient
indépendantes de I’activité de réticulation de la TG2. Elle joue également un role dans la
mort cellulaire. Or, il y a beaucoup de controverse a ce sujet puisque certaines études ont
montré un réle pro-apoptotique, alors que d’autres démontrent plutét une implication anti-
apoptotique'®. Cependant, la facilitation de la clairance des cellules mortes par
phagocytose semble faire 1’unanimité'®®. Finalement, la TG2 posséderait également des

e e, . . , 1 L. . 1 . . . e,
activités disulfure-isomérase'®’ et protéine kinase'®®, mais ces observations n’ont jamais été

confirmées.
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La demi-vie de la TG2 est d’environ 11h'®’. La quantité d’enzyme présente dans le
tissu est régulée au niveau de la transcription par des cytokines (Ex : TGF-B'"°, interleukine
6, TNF-a) des rétinoides, la thrombine, la vitamine D et les hormones stéroides' 74,
Toute situation de stress cellulaire ou de 1ésion tissulaire induira également 1’augmentation
de la sécrétion de la TG2. La fonction de cicatrisation de la TG2 est induite dans ces
conditions'”. Différents mécanismes ont été identifiés comme étant responsables de la
régulation de la TG2. L’enzyme a la surface cellulaire peut ainsi étre dégradée par des
métalloprotéinases matricielles'””. Elle peut également étre internalisée, puis dégradée via
la voie endolysosomale, dans un processus dépendant du récepteur LRP1 (lipoprotein

176

associated receptor 1), un membre de la superfamille des récepteurs au LDL . Cependant,

les mécanismes de régulation de la TG2 restent encore peu connus.



Tableau 3 : Principaux substrats de la transglutaminase 2

Substrats endogénes
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Protéines Protéines du Protéines Protéines Protéines
cytosoliques cytosquelette d’organelles extracellulaires signalitiques
Aldolase A Actine Histone H2B Collagene Substance P
Glyceraldéhyde-3- Myosine a-oxoglutarate Fibronectine Phospholipase A2
hosphat . déhydrogénase _ o
phospiate Troponine Shydroge Fibrinogéne Midkine
déhydrogénase
. Cytochromes . .
. B-tubuline Vitronectine
Phosphorylase kinase
Erythrocyte band II1 , .
. Tau Ostéopontine
Crystallines CD38
. Rho A Nidogéne
Gluthatione S- . .
. Acétylcholine .
transférase . Laminine
estérase
LTBP-1

Protéines alimentaires

Substrats exogénes

Protéines de levure

Ostéonectine

Ostéocalcine

Protéines virales

Gliadine du blé
Protéines de lactosérum
Protéines de soja

Pea legumin

Adapté de '*°.

Protéines de surface de candida albicans

gp120 et gp41
HIV aspartyl protéinase

Hepatitis C virus core protein
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D. Déstabilisation de 1a matrice extracellulaire

Le génome typique contient 2-4% de génes encodant des enzymes protéolytiques ou
protéases. On dénombre plus de 66 000 protéases, dont 699 chez I’homme'””'"®. Ces
enzymes sont capables de dégrader la matrice extracellulaire, ce qui est essentiel a son
assemblage, son remodelage et a sa réparation. Elles sont également impliquées dans
différents processus physiopathologiques comme le cancer, les maladies inflammatoires
chroniques et certaines pathologies cardiovasculaires'”’. Pour accomplir leurs tiches, ces
enzymes hydrolysent les liaisons peptidiques, modifiant de fagon irréversible leur substrat
protéique. Cette dégradation, bien souvent spécifique et ciblée plutdt que totale, permet aux
protéases de modifier la signalisation et la fonction des cellules. Certains substrats sont
activés, d’autres inactivés ou peuvent subir une modification de leurs fonctions par

. . . . . . 1
protéolyse. Sans ces enzymes, la matrice extracellulaire serait un environnement inerte'*’.

Les protéases sont classées en deux grandes catégories. Les endopeptidases clivent
les régions internes des chaines peptidiques, tandis que les exopeptidases agissent au niveau
des extrémités peptidiques, ou pres de celles-ci, ce qui libére un résidu composé d’un ou
plusieurs acides aminés. Les endopeptidases représentent les principales enzymes de
dégradation de la matrice extracellulaire. Elles peuvent étre sous-catégorisées selon leur

mécanisme de clivage et leur site actif. Il existe donc 6 familles d’endopeptidases'™' :
- Les endopeptidases aspartiques
- Les sérines endopeptidases
- Les métallo-endopeptidases
- Les cystéines endopeptidases
- Les thréonines endopeptidases

- Les endopeptidases au mécanisme catalytique inconnu
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Parmi celles-ci, les métallo-endopeptidases, les sérines peptidases et les cystéines
endopeptidases sont les seules a agir au niveau extracellulaires. Les sections suivantes de

cette thése se consacreront donc a la description de ces dernicres.

a. Me¢étallo-endopeptidases

Egalement nommées les métalloprotéinases, ces enzymes sont caractérisées par une
activité catalytique dépendante de la présence d’un atome métallique, normalement le zinc,
au site actif'**. Les endopeptidases zinc dépendantes, ou zincines, possédent un site de
liaison au zinc constitué¢ des acides aminés histidine-glutamate-X-X-histitine (HEXXH) ou
X peut étre n’importe quel acide aminé. Les deux résidus histidine sont impliqués dans la
liaison de I’ion zinc, tandis que le glutamate permettrait de polariser une molécule d’eau
liée au zinc pour induire une attaque nucléophile au niveau d’un lien peptidique du

substrat'®?

. Un important sous-groupe de zincines, les metzincines, posséde une séquence
de liaison au zinc plus étendue, soit HEXXHXXGXXH ou G représente la glycine. 11 existe
également d’autres familles de zincines, dont les gluzincines et les inverzincines'™.
Cependant, seule la famille des metzincines sera abordée dans cette these. Elle porte ce
nom en raison du résidu méthionine localisé pres du site de liaison a 1’ion zinc et de ses
trois résidus histidine. Elle comprend cinq membres :

- Les métalloprotéinases matricielles ou matrixines

- Les adamalysines ou reprolysines

- Les pappalysines

- Les serralysines

- Les astacines

Cette classification est établie en fonction de la séquence des acides aminés qui constituent

le site de liaison du zinc (HEXXHXXGXXH)'® ¥,
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1. Les astacines

Le nom de cette famille provient de leur prototype structural, 1’astacine, 1’enzyme
collagénolytique majeure du sytéme digestif de I’écrevisse Astacus astacus L."**. Les autres
membres d’origine des astacines sont la human bone morphogenic protein 1 (BMP-1 ou

procollagen C-proteinase), les méprines o et f et UVS.2'®

. Depuis, plus de 120 séquences
ont ét¢ identifiées dans plusieurs especes différentes, allant de la bactérie aux mammiferes.
Six membres de cette famille (M12) sont exprimés chez 1’humain, selon la base de données
MEROPS des peptidases. 11 s’agit des meprines a et 3, de BMP-1, des mammalian tolloid-
like protein 1 et 2 ainsi que de ovastacine'’®. Ces enzymes participent a différents
processus biologiques comme le remodelage et la différenciation tissulaires de méme que la
digestion. Pour y arriver, elles induisent I’activation de facteurs de croissance ou la
dégradation de protéines ou de la matrice extracellulaire elle-méme. La formation osseuse
et la biosynthése du collagene sont deux mécanismes auxquels participent les astacines. Les
BMP-1 sont particulierement actives chez 1’humain, ou elles assurent la maturation
protéolytique des collagenes 1, II, 111, V, VII, XI, de la prolyl oxydase, de la laminine 5, des
protéines SIBLING (small integrin binding ligand, N-linked glycoprotein), de la lysyl
oxydase et des SLRPs'”".

ii. Les serralysines

Les serralysines sont des facteurs de virulence sécrétés par différentes bactéries
Gram-négatives, dont Serratia marcescens, d’ou leur nom provient. Elles seraient
responsables de certaines maladies infectieuses comme la méningite, la pyélonéphrite, la
mélioidose et la pneumonie. Elles ciblent certains facteurs de coagulation, ou des protéines

. . , , . o, » . A . 191
impliquées dans la défense immunitaire, ce qui peut entrainer un choc anaphylactique'".
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iii. Les pappalysines

La famille des pappalysines comprend cinq membres selon la base de données
MEROPS des peptidases : la metallopeptidase MEP1, la pappalysine-1, la pappalysine-2,
I’ulilysine et la peptidase PoFE. Seules les pappalysines 1 et 2 sont présentes chez
’humain'’®. Elles sont exprimées ou sécrétées, entre autres, par les fibroblastes, les
ostéoblastes, de méme que les CMLVs. Elles sont impliquées dans le clivage des insulin-
like growth factor binding proteins (IGFBP) en conditions phyislogiques et pathologiques.
Ceci entraine I’activation de Uinsulin-like growth factor I (IGF-I), un des médiateurs de
I’athérosclérose qui stimule la migration des CMLVs et des cellules endothéliales, la
chimiotaxie des monocytes et I’activation du TNF-a.'*> ', De plus, elles sont fortement
exprimées dans les plaques athéromateuses, ce qui réfléterait D’instabilité de ces
derniéres'”*. La pappalysine-1 peut également cliver ’IGF-binding protein 4, un inhibiteur
d’IGF-I, ce qui augmenterait la disponibilit¢ d’IGF-I. Par ailleurs, les IGF induisent
I’expression de myogénine au niveau du muscle squelettique, de chaines lourdes de
myosine-beta au niveau cardiaque et d’¢élastine au niveau de 1’aorte’””. Ils sont également

impliqués dans 1’angiogénese.

iv. Les adamalysines

La famille des adamalysines, dont le nom provient de leur prototype structural,
Crotalus adamanteus snake venom adamalysin II, comprend les ADAMSs (a dinsintegrin
and metalloprotease) aussi connues sous le nom des MDCs (metalloprotease-like,
disintegrin-like and cysteine-rich proteins) et des reprolysines'®’. Ce sont des enzymes
attachées a la membrane impliquées dans la fusion cellule-cellule, I’adhésion et la
signalisation intracellulaire. Elles ont d’abord été identifiées grace a leur role dans la

fécondation, mais sont maintenant reconnues comme €tant importantes a la dégradation de
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la matrice extracellulaire et 1’angiogénéese. Les ADAMs peuvent également induire la
transactivation du récepteur a I’EGF (EGFR). En effet, elles peuvent cliver la portion
extracellulaire de ligands du EGFR. Ces ligands, ainsi libérés de la cellule, peuvent se lier
et activer PEGFR et induire la signalisation intracellulaire'”*'*®. Par ailleurs, un déficit en
EGFR serait associé au développement de la sténose aortique’””. De plus, les ADAMs sont
impliquées dans divers processus pathologiques, comme le cancer, I’inflammation, la
neurodégénérescence et la fibrose®”. Aujourd’hui, la famille des ADAMs comprend 40
genes, dont 23 sont exprimés chez I’homme. La famille des ADAMTS (ADAMs with
thrombospondin domains), comprenant 19 membres, est associée aux ADAMs, puisqu’elle
possede des propriétés fonctionnelles et structurelles similaires, bien que distinctes, aux
ADAMs™'. Ces derniéres contiennent un pro-domaine, un domaine catalytique zinc
métalloprotéase extracellulaire, un domaine disintegrin, une région riche en cystéine, une
séquence EGF-like (epidermal growth factor like), un domaine transmembranaire et un
domaine cytosolique (Figure 8). Toutes les ADAMSs ne sont pas actives. Elles sont en effet
dépourvues d’activité si elles n’ont pas de domaine catalytique pouvant lier le zinc. Leurs
fonctions sont d’ailleurs inconnues. Par ailleurs, les ADAMSs sont apparentées aux
métalloprotéinases matricielles (MMPs), ce qui fait en sorte que les inhibiteurs des MMPs
bloquent également I’activité des ADAMs™™. Pour sa part, la famille des ADAMTS se
différencie des ADAMs par D’absence de séquences EGF-like et des domaines
transmembranaires, faisant en sorte qu’elles agissent comme des protéines sécrétées. Elles
ont également un ou plusieurs motifs thrombospondine en C-terminal. Les ADAMTS
auraient un role important dans la maturation du collagene, de I’aggrécan et du facteur von

Willebrand®°!.
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Figure 8 : Structure des domaines des ADAM et ADAMTS
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v. Me¢étalloprotéinases matricielles

La famille des MMPs, ou matrixines, est composée d’au moins 24 endopeptidases
dépendantes du zinc et fonctionnant a pH neutre. Parmi celles-ci, 14 sont exprimées au
niveau des vaisseaux sanguins : MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-§, MMP-9,
MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-16 et MMP-17*. Les
MMPs sont constituées d’un pro-domaine, d’un domaine catalytique, d’une région
charniere et d’'un domaine hémopexine. Le pro-domaine contient une cystéine qui se lie au
site actif du domaine catalytique et maintient la MMP sous forme latente®”. La région
charniere est riche en proline et lie le domaine catalytique au domaine hémopexine C
terminal. Ce dernier détermine la spécificit¢ des MMPs pour leurs substrats et médie
I’interaction avec les inhibiteurs endogénes®”*. En fonction de la spécificié aux substrats, de
la similarité des séquences et de 1’organisation des domaines, les MMPs sont subdivisées
en six groupes : collagenases, gélatinases, stromélysines, matrilysines, MMPs de type

membranaire et autres MMPs.

Les collagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) sont les principales
protéases sécrétées capables de dégrader les collagenes de type I, II, III, V et XI dans la

matrice extracellulaire. Elles clivent le collageéne entre la glycine 775 et la leucine 776 des
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chaines a. Ceci forme des produits se dénaturant rapidement pour former la gélatine,

dégradée par d’autres MMPs, les gélatinases, et par les sérines protéases™”.

Les gélatinases sont la MMP-2 et la MMP-9. Elles possedent un domaine compact
permettant de lier le collagene, et dégradent les types IV, V, VII, X, XI et XIV du
collagene, en plus de I’¢lastine, de la fibronectine et de la fibrilline-1. MMP-2 dégrade en

206

plus les collagénes de type I, II et III". Elles jouent un rdle important dans la

. . .0
cicatrisation 07.

Les stromélysines (MMP-3 et MMP-10) sont des enzymes dégradant les collagenes
de type IV et IX, la laminine, la fibronectine, 1’¢lastine, la fibrilline-1 et les

protéoglycans®”.

Les matrilysines (MMP-7 et MMP-26) sont caractérisées par l’absence d’un
domaine hémopexine. Elles peuvent cliver le plasminogéne, ce qui produit un inhibiteur de
I’angiogénése”®.

Les MMPs de type membranaire (MT-MMP) (MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-24, MMP-17 et MMP-25) sont, comme leur nom I’indique, des protéines ancrées a la
membrane ou des protéines transmembranaires. Elles peuvent toutes activer la pro-MMP-2
et dégrader plusieurs protéines de la matrice extracellulaire. Elles contiennent un site de
clivage pour les furines protéinases, nécessaire a leur activation, entre le pro-domaine et le

. . P ] 2
domaine catalytique. Elles sont activées avant leur sécrétion”™.

Finalement, les autres MMPs regroupent : MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,
MMP-22, MMP-23, MMP-27 et MMP-28>'°.

La plupart des MMPs sont sécrétées sous forme de pro-enzymes inactives ou
précurseurs latents (zymogenes) ancrés a la surface cellulaire ou pres de celle-ci dans la
matrice extracellulaire. Elles demeurent sous cette forme latente par 1’interaction entre la
cystéine du pro-domaine et le site catalytique. Différentes molécules peuvent cliver cette
liaison et activer les MMPs, parmi lesquelles on retrouve certaines protéinases
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extracellulaires, dont la plasmine et d’autres MMPs™ . Différents agents chimiques peuvent
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aussi activer les MMPs, comme le glutathione oxyd¢, le SDS (sodium dodécyl sulfate), les
especes réactives de 1’oxygene et les agents chaotropiques. En outre, la chaleur et un pH

bas ménent & activation des MMPs>%,

L’activité des MMPs est régulée a plusieurs niveaux : transcription, synthese et
sécrétion de la pro-enzyme, activation post-traductionnelle de la pro-enzyme, interactions
avec d’autres MMPs et avec des inhibiteurs de MMPs, les TIMPS (Tissue inhibitors of
metalloproteinases)’'>. Ces derniers sont des inhibiteurs endogénes des MMPs. Quatre
d’entre eux ont ét¢ identifiés chez les vertébrés : TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 et TIMP-4. Ils
inhibent les MMPs via leur domaine N-terminal’'®. Par ailleurs, d’autres inhibiteurs
endogenes des MMPs existent, tels que le tissue factor pathway inhibitor-2, la protéine
précurseur de la B-amyloide, RECK (reversion-inducing cystein-rich protein with kazal

motifs) et les a-macroglobulines®’.

b. Les sérines endopeptidases

Les sérines protéases représentent un groupe diversifié d’enzymes comprenant plus
de 26 000 membres, soit le tiers de toutes les peptidases, divisées en 40 familles et 13

1
clans'”®

. De plus, 178 des 699 protéases présentes chez ’homme sont des sérines protéases,
dont 138 sont de la famille S1 comprenant la trypsine’'*. Leur nom vient de la sérine
nucléophile qui se trouve au site actif de I’enzyme, et qui attaque le groupe fonctionnel
carbonyl sur le lien peptidique du substrat pour former un acyl intermédiaire'’’. Cette
activité nucléophile dépend a son tour d’une triade catalytique formée d’une asparagine,
d’une histidine et d’une sérine’"”. Les sérines protéases sont impliquées dans la digestion, la
coagulation sanguine, la fibrinolyse, le développement, 1’apoptose, la fécondation et la
défense immunitaire’'*. Plusieurs sérines endopeptidases sont présentes au niveau
vasculaire. Entre autres, la plasmine, dont le précurseur est le plasminogeéne, requiert
I’action de deux autres sérines protéases, 'urokinase-type (uPA) et le tissue-type

plasminogen activator (tPA)'”. En plus d’étre impliquée dans la fibrinolyse, la plasmine

peut également dégrader des glycoprotéines de la matrice extracellulaire, la fibronectine, la
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thrombospondine et le facteur von Willebrand'. La plasmine peut aussi activer certaines

MMPs?!7,

c. Les cystéines endopeptidases

Les cystéines protéases sont subdivisées en trois familles d’enzymes : la famille
apparentée a I’enzyme de conversion de ’interleukine 18 (ICE), la famille des calpaines et
la famille des papaines®'®. Cette derniére famille est la plus nombreuse et comprend entre
autres la papaine et les cathepsines lysosomales B, C, F, H, K, L, O, S, V, W et X. Les
cathepsines sont synthétisées sous forme de pré-pro-enzymes, qui forment des pro-
cathepsines une fois le pré-peptide clivé au niveau du réticulum endoplasmique. Les pro-
cathepsines sont ensuite activées par le clivage protéolytique du pro-peptide dans les
environnements acides au niveau des lysosomes ou des endosomes tardifs. La plupart des
cathepsines sont actives a pH acide et peu actives 4 pH neutre’”’. En revanche, I’activité de
la cathepsine S est optimale a pH neutre. Les cathepsines induisent le remodelage de la
matrice extracellulaire, participent 4 1’inflammation et jouent un role dans I’apoptose®*’.
Elles sont également impliquées dans plusieurs conditions physiologiques et pathologiques,
y compris le cancer, le remodelage osseux et les maladies cardiovasculaires. Les différentes
cathepsines ont des substrats spécifiques. Par exemple, les cathepsines B et L peuvent
dégrader le collagene de type II, IX et XI. La cathepsine S peut dégrader I’¢élastine. Elle
contribuerait ainsi 4 I’athérosclérose®'. La cathepsine K posséde une puissante activité
élastolytique a pH neutre, en plus d’étre la plus puissante collagénase a pH acide™.
Cependant, des évidences récentes ont montré que la cathepsine V était une €lastase plus
puissante que la cathepsine K***. D’autres substrats des cathepsines sont la laminine, la

fibronectine, et les protéoglycans*.
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E. Matrikines

L’activité des différentes protéases de la matrice extracellulaire peut libérer des
produits de dégradation sous forme de peptides ayant une activit¢ biologique, les
matrikines. Ces peptides peuvent se lier a des récepteurs sur la surface cellulaire et
participer a divers processus : activation de voies de signalisation intracellulaires, adhésion
cellulaire, migration, prolifération, synthése protéique et apoptose®. La dégradation de
I’¢lastine peut ainsi libérer différentes matrikines, dont le peptide Val-Gly-Val-Ala-Pro-
Gly. Ce dernier peut, par exemple, inhiber I’activité élastase’®. Certaines glycoprotéines de
la matrice sont également source de matrikines. C’est le cas de la fibronectine, dont le
domaine N-terminal peut induire I’expression de MMP-1**". La thrombospondine peut
¢galement générer différents peptides de dégradation qui peuvent participer a 1’activation
du TGE-B**®. Une autre source importante de matrikines est le collagéne. En fait, des
données expérimentales récentes montrent que la plupart des macromolécules de la matrice

. Loz 10 22
extracellulaire peuvent générer des matrikines*>.

F. Récepteurs de la matrice extracellulaire

La communication entre les cellules de la matrice extracellulaire et leur
environnement nécessite la participation de récepteurs. Certains protéoglycans héparan
sulfate comme les syndécans peuvent agir comme co-récepteurs favorisant 1’ancrage des
composés de la matrice a la surface cellulaire®’. Cependant, ils ne représentent pas des
récepteurs majeurs au sein de la matrice et ne seront donc pas abordés dans cette section.
Nous nous attarderons particulierement aux intégrines, qui représentent la majorité des
récepteurs de la matrice extracellulaire, de méme qu’aux récepteurs a domaine discoidine,

au récepteur de 1’¢lastine et de la laminine et aux dystroglans.
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a. Les intégrines

Les intégrines sont une famille de récepteurs hétérodimériques transmembranaires
de type I contenant deux sous-unités (a et ) liées de fagon non-covalente. Elles participent
a I’adhésion des cellules a la matrice extracellulaire et aux cellules environnantes, forment
des connexions avec le cytosquelette et activent différentes voies de signalisation
intracellulaires. Chez les mammiféres, il existe 18 sous-unités o et 8 sous-unités 3 formant
24 récepteurs différents. De ces 24 récepteurs, 16 ont été impliqués dans la biologie
vasculaire”’. Les sous-unités o et B contiennent chacune un domaine N-terminal
extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine C-terminal intracellulaire. La
région N-terminale de la sous-unité o est composée de 7 segments d’environ 60 acides
aminés™'. La moitié des sous-unités o contiennent également un domaine inséré (I), ou
domaine du facteur von Willebrand (A) dans leur région extracellulaire. Lorsque présent, ce
domaine est reponsable de 1’association aux ligands. En son absence, c’est la téte globulaire

. o, . . . 232
unissant les sous-unités o et B qui s’associe aux ligands®

. Dans les deux cas, la liaison est
cation-dépendante™. La région N-terminale de la sous-unité B comprend une région PSI
(plexins, semaphorins and integrin) riche en cystéine, qui garde I’intégrine en conformation
inactive. Elle contient également quatre domaines EGF (epidermal growth factor) et une
queue B constituée de deux feuillets B liés par des ponts disulfures. La région
transmembranaire des sous-unités o et 3 est moins bien connue, mais contient une hélice,
formée de 30 acides aminés, qui contrdlerait la signalisation bidirectionnelle des
intégrines™”. La région C-terminal cytoplasmique des sous-unités o et B est relativement
courte et ne contient, sauf dans le cas de la sous-unité B4, aucune activité enzymatique
intrinseéque. Cependant, les intégrines peuvent activer différentes protéines intracellulaires,
dont les FAK (focal adhesion kinase). Ces tyrosines kinases sont recrutées aux sites
d’adhésions focales formés par le regroupement de plusieurs intégrines suite a leur liaison
par des protéines matricielles. Des sites d’ancrage pour des tyrosines kinases de la famille
des Src sont ainsi créés, produisant encore plus de sites d’ancrage pour d’autres protéines

de signalisation®’. Cette signalisation est de type externe-interne (outside-in), et représente
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la majorité de la signalisation induite par les intégrines. La formation d’adhésions focales
est également rendue possible grace a des protéines d’ancrage intracellulaires, comme la
taline, la B-actine et la filamine, qui sont attachées a la sous-unité a.. Ces protéines font le
lien entre la matrice extracellulaire et la cellule. Elles peuvent également relier des signaux
intracellulaires vers le milieu extracellulaire. Ce type de signalisation est interne-externe
(inside-out)™®. Via ces deux types de signalisation, les intégrines sont impliquées dans
différents processus, dont I’activation plaquettaire, la cicatrisation, I’inflammation,
I’angiogenese, 1’apoptose et la mécanotransduction associée au contréle du tonus vasculaire

et 4 la réparation osseuse™ >,

Les intégrines peuvent étre subdivis€ées en trois sous-groupes principaux. Le
premier sous-groupe reconnait la séquence de trois peptides, connue sous le nom de motif
RGD (Arginine-Glycine-Aspartate), présente sur plusieurs molécules matricielles, dont la
fibronectine. Un autre sous-groupe lie les laminines. Le troisieme sous-groupe, dont
certains membres sont uniques aux leucocytes, reconnait le collagéne. Ce dernier sous-

groupe posséde le domaine I7° (Figure 9).

Figure 9 : Sous-groupes d’intégrines

Récepteurs aux laminines

®

Adapté de *°
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b. Récepteurs a domaine discoidine

Les récepteurs a domaine discoidine (DDR) font partie de la famille des récepteurs
tyrosine kinase (RTK). Ces derniers comportent normalement un domaine de liaison
extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine catalytique tyrosine kinase.
Or, le DDR, contrairement aux autres RTK, ne lie pas des facteurs de croissance solubles.
Les DDR, dont le DDRI1 et le DDR2 exprimés chez I’homme, vont plutdt lier les
collagénes™’. De plus, alors que les RTK sont normalement activés & leur niveau maximal
en quelques minutes, le processus prend plusieurs heures pour les DDR*®. Une autre
distinction des DDR par rapport aux RTK vient de leur domaine discoidine, long de 160
acides aminés, qui serait essentiel 4 la liaison du collagéne®’. Le DDR1 peut étre activé par
tous les collagenes testés jusqu’a maintenant. Le DDR2, pour sa part, est seulement activé
par les collagénes fibrillaires, particuliérement les collagénes de type I et III**. Bien
qu’aucun site de liaison au DDR n’ait été identifié au niveau du collagene, il semble que la
structure en triple hélice soit requise. En effet, un collagéne dénaturé sous forme de gélatine

. . . e 2
est incapable d’induire 1’activité kinase®’

. DDR1 et DDR2 possedent respectivement 15 et
13 résidus tyrosine au niveau cytoplasmique, qui servent de sites potentiels de
phosphorylation une fois le récepteur activé par le collagéne. Cette phosphorylation
permettrait la liaison de molécules possédant des domaines Src-homology-2 (SH2) et des
domaines de liaison phosphotyrosine (PTB). L’activation des DDR peut mener a
I’activation de différentes molécules, dont TRAF6, PI3K et Stat5%*”. Elle est ¢galement
associée a un phénomene de « shedding ». Au cours de ce processus, le récepteur est clivé
par des membres de la famille des ADAMSs ou des MT-MMPs, ce qui résulte en une sous-
unité B membranaire de 62kDa et une sous-unité o extracellulaire de 54kDa. Puisque la
sous-unité B demeure phosphorylée suite au clivage, les voies de signalisation en aval
resteraient activées. La sous-unité o, quant a elle, pourrait rester attachée au collageéne et
empécher son interaction avec un autre récepteur entier. Elle pourrait également agir

comme molécule de signalisation en liant d’autres protéines que le collagéne sur des
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cellules distantes de celles exprimant le DDR1. D’autres travaux sont requis afin d’évaluer
ces deux possibilités®'. Par ailleurs, des études sur des souris déficientes en DDR1 ont
montré que celles-ci étaient viables, bien que beaucoup plus petites que les souris témoins.
Au niveau vasculaire, 1’absence de DDRI1 est associée a une déficience de la cicatrisation
vasculaire, due a une diminution de la déposition de collagéne et a un défaut dans la
prolifération et la migration cellulaires. D’autres fonctions de DDRI1 au niveau de la paroi

242

incluent la syntheése de MMPs™™*. L’activit¢ des MMP-2 et MMP-9 est également réduite

. . . /- 24
dans des cellules musculaires lisses provenant d’aortes de souris DDR17 %

c. Récepteur de I’¢lastine et de la laminine

Des peptides de dégradation, ou matrikines, peuvent provenir, tel que nous I’avons
décrit précédemment, de I’action de différentes enzymes, dont les MMPs. Ces peptides
peuvent également étre produits chimiquement. Ceci correspond soit a un peptide formé
synthétiquement ou a I’hydrolyse de 1’¢lastine par différents produits chimiques. Par

244

exemple, I’acide oxalique peut générer 1’a-¢lastine (aE)™™, alors que 1’hydroxyde de

potassium génére la k-élastine (kE)**

. Ces matrikines peuvent se lier au récepteur de
’¢lastine et de la laminine (ELR). Exprimé, entre autres, au niveau des fibroblastes et des
cellules musculaires lisses vasculaires®®, ce récepteur comprend trois sous-unités. La
grosse sous-unit¢ de 67kDa, Delastin binding protein (EBP), est responsable de
I’association au ligand. Les deux autres sous-unités, de 55kDa et 61kDa, associées a la
membrane, interagiraient avec la neuraminidase (Nase) et la cathepsine A/protéine
protectrice (PP), qui seraient essentielles & la transduction du signal*”’. En plus de lier la
séquence VGVAPG sur I’élastine et ses peptides de dégradation, EBP peut aussi lier la
laminine via la séquence LGTIPG de son domaine V et le collagéne de type IV via son
domaine 7S. L’EBP est €galement une protéine chaperone impliquée dans le transport
intracellulaire de la tropoé¢lastine. Elle protége la tropoélastine de la dégradation

protéolytique et empéche son agrégation intracellulaire®. Une fois a la surface cellulaire, la

tropoélastine est sécrétée sous forme d’un complexe avec I’EBP. Les groupes fonctionnels
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de certains sucres présents sur les microfibrilles vont ensuite se lier au site de liaison de la
lectine, présent sur I’EBP, ce qui relache la tropoélastine sur le réseau de microfibrilles.
L’EBP est ensuite presque toujours internalisée par les endosomes®’. L’EBP non
internalisée peut former ’ELR dans la membrane ou s’associer de fagon permanente aux
fibres élastiques®™. L’ELR activé serait impliqué dans certains processus biologiques,
comme la chimiotaxie, la prolifération cellulaire et la synthése de protéases. Par ailleurs,
bien que plusieurs voies de signalisation soient associ¢es aux activités d’ELR, il y a

beaucoup de controverse sur le sujet dans la littérature®® .

d. Le dystroglycan

Le dystroglycan est une glycoprotéine transmembranaire hétérodimérique
initialement isolée du dystrophin-glycoprotein complex (DGPC) au niveau musculaire. Ce
dernier serait essentiel a la fonction des muscles en assurant la stabilité structurale du
sarcolemme®”. Le dystroglycan est composé d’une sous-unité a et d’une sous-unité B
associées de fagon non-covalente. Il est exprimé au niveau des cellules endothéliales et des
cellules musculaires™” ***. Les attachements & la matrice extracellulaire sont médiés par la
sous-unité o en interagissant avec la laminine-2. La sous-unité B permet 1’attachement au
cytoplasme via la dystrophine, qui lie le cytosquelette d’actine. En plus de servir de
récepteur au DGPC, le dystroglycan est impliqué dans I’assemblage de la laminine et
I’incorporation subséquente de perlecan et du collagéne de type IV, pour former la

249, 2
membrane basale’* 2>°
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1.2. Structure, organisation et fonctions

La paroi vasculaire des vaisseaux sanguins est organisée en trois couches
concentriques : 1’intima, la média et I’adventice (Figure 10). Ces différentes couches sont
séparées par deux structures: la lamelle €lastique interne et la lamelle ¢élastique externe. Ces
structures séparent la média de I’intima et de I’adventice, respectivement. L’intima consiste
en une monocouche de cellules endothéliales qui reposent sur un feuillet étroit de matrice
extracellulaire (la membrane basale). Le contact direct des cellules endothéliales avec le
sang leur confere des roles essentiels dans la régulation du tonus vasculaire, ainsi que dans
les processus de thrombolyse et de coagulation. La membrane basale, quant a elle, sert de
point d’ancrage aux cellules endothéliales et agit comme frontieére entre I’endothélium et la
matrice extracellulaire de la média. Elle est principalement composée des collagene de type

IV et XVIII, de laminines et de nidogéne, ainsi que de perlecan'’.

La média est constituée de cellules musculaires lisses vasculaires organisées en
plusieurs couches et entourées d’une matrice extracellulaire complexe dont la composition
varie selon le type de vaisseau (Figure 11). Ainsi, dans 1’aorte proximale, la quantité
d’¢lastine, organisée en lamelles ¢lastiques, représente jusqu’a 50% du poids des
vaisseaux”™'. Dans les artéres plus distales, comme les artérioles, les couches de cellules
musculaires sont prédominantes. En plus de ’¢lastine, la matrice extracellulaire de la média
contient également du collagene de types I et III et des protéoglycans. De par sa
composition cellulaire et matricielle, la média est responsable de la contraction et de

I’élasticité vasculaires.

L’adventice est la partie la plus externe de paroi vasculaire. Elle est principalement
composée de fibroblastes et de collagene. Elle entoure, protége et nourrit les vaisseaux, en
plus de participer a la synthése de la matrice extracellulaire. Elle contient les vaso vasorum,
de petits vaisseaux sanguins qui, dans les plus grosses arteres, acheminent les nutriments et

I’oxygene a la média, puisque la diffusion simple d’oxygene et de dioxyde de carbone y est
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limitée®%. En fait, les vasa vasorum sont requis lorsque le nombre de lamelles élastiques au
niveau de la média de Iartére est supérieur a 29”7, Par ailleurs, des études récentes ont
montré que I’adventice est un compartiment capable de détecter les Iésions ou dégats de la
paroi vasculaire et contient des cellules progénitrices pouvant se différencier en CMLVs

pour repeupler la média et I’intima®* .

Figure 10 : Les trois couches de la paroi vasculaire

Section d’une coupe transversale d’aorte de souris vue en immunofluorescence. L’¢élastine est marquée en vert
tandis que les cellules endothéliales sont en rouge. I représente 1’intima, M la média, Ad I’adventice et Lum la

lumiére. On peut également repérer une veine (V) et une petite artére (Ar). Adapté de 7.

Le circuit fermé du systeme circulatoire peut étre vu comme une pompe et une série

. . . 2 . , .
de conduits qui font circuler le sang®®. Cette pompe est alimentée par les contractions
cycliques du muscle cardiaque. Il en résulte une pression et un flux sanguins pulsatiles a la

sortie du ventricule gauche. Pour parer cette pulsatilité et réduire la force de trainée
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(cisaillement) imposée aux cellules endothéliales, les arteres de conductance ou grosses
arteres possedent des propriétés €lastiques. C’est le cas de 1’aorte, qui dispose de plusieurs
lamelles ¢€lastiques capables de s’adapter a de grandes variations de pressions et de volumes
sanguins, tels que ceux présents a la sortie du cceur. Cette ¢lasticité permet de tamponner
les oscillations du flux sanguin et procure un mouvement plus homogene du sang vers la
périphérie”. On peut décrire les grosses artéres comme étant des réservoirs élastiques.
Ainsi, a chaque systole, les artéres de conductance se distendent, puis, lors de la diastole, se
rétractent, permettant au sang accumulé dans la portion distendue de continuer vers les
vaisseaux périphériques et les capillaires. Ce phénomene porte le nom d’effet windkessel,
et permet de réduire la charge au niveau du coeur en minimisant le flot systolique et

maximisant le flot diastolique®’.

Figure 11 : Composition des différents types de vaisseaux sanguins, diamétre luminal

et distribution du volume sanguin (en %).

Elastiques Musculaires Résistance Capillaires Veinules Veines

5-30mm 5mm 10-300pm <20pm  20-100pm 1-5mm

13% 7% 64%

Endothélium | Fibres élastiques
CMLVs

A noter que 9% du volume sanguin se trouve dans la circulation pulmonaire, et 7% au niveau du cceur.

Adapté de 16, 258, 259
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Les arteres musculaires sont en aval des grosses arteres, et assurent 1’apport sanguin
a tous les tissus et organes. Ces arteres sont riches en CMLVs. Elles peuvent ainsi se
contracter et se dilater, ce qui permet d’ajuster le flux sanguin au niveau d’un organe. Par
exemple, pendant un exercice physique, la dilatation de D’artére au niveau du muscle
convoité accroit son apport sanguin et donc en oxygene. En s’éloignant du cceur, le réseau
vasculaire se ramifie et donne lieu a de plus petites artéres musculaires. Dans ces arteres, la
pression sanguine, qui ne diminue que de 2mmHg lors de son passage dans les arteres de

141, 258, 259

conductance, chute d’environ 20mmHg (Figure 12). Il est possible de comprendre

se phénomene en regardant la loi d’Ohm :
Q=AP/R (1)

ou Q est le débit sanguin, AP la différence de pression entre les deux extrémités d’un
vaisseau et R la résistance. Ainsi, en présence d’une grande différence de pression AP pour
un débit constant Q, il ne peut y avoir qu’un seul phénomeéne compensatoire, soit une
augmentation de la résistance R. Pour cette raison, les petites artéres musculaires, dont le
diametre est inférieur a 300um, sont appelées artéres de résistance. Elles servent de robinets
a la circulation sanguine. Elles augmentent ou diminuent le débit sanguin local en fonction
de la demande. Les grandes artéres musculaires dépendent donc de ces plus petites arteres.
Ainsi, lorsque les artéres de résistance se dilatent, le débit sanguin local augmente. Si elles
se contractent, la résistance augmente et le débit sanguin local est réduit. Il est possible de

mieux comprendre se phénomene en jetant un coup d’ceil a la loi de Poiseuille :
Q =nAPr/8nL (2)

ou r est le rayon du vaisseau, n la viscosité du sang et L la longueur du vaisseau. Si nous

intégrons cette formule a la loi de Ohm, nous obtenons :
AP/R = nAPr*/8nL (3)
et donc

R =8nL/nr*(4)
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Ainsi, une modification du rayon aura une influence particulieérement importante (puissance

4) sur la résistance (R)"*" 2% 2%,

Les artérioles, dont le diamétre varie de 10 a 100um, font partie des arteres de résistance.
Elles ont pour fonction de réduire le débit sanguin provenant des grosses artéres. Ceci
réduit les dommages causés aux capillaires, qui se trouvent en aval des artérioles. Les
nombreuses ramifications de I’arbre vasculaire contribuent grandement a cette fonction. En
effet, si on considére ’aire de section au niveau des artérioles comme étant le nombre de
vaisseaux n multiplié par I’aire de section de chaque vaisseau mtr’, on se rend compte que
I’augmentation du nombre de vaisseaux n augmente plus, dii aux ramifications, que 1’aire
de section individuelle des vaisseaux mir” ne diminue. L’aire de section totale au niveau des
artérioles (n x mur’) est donc environ 100 fois plus grande qu’au niveau aortique (Figure 11).
Si nous considérons ensuite la vitesse de la circulation du sang (cm/s) comme étant le débit
sanguin volumique (cm?/s) divisé par I’aire de section, elle est réduite d’environ 200 fois

\ : : 2
entre les grosses artéres et les capillaires™”.
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Figure 12 : Pressions et aires de sections des différents segments vasculaires
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Adapté de **.

Les capillaires, qui ne possedent pas de CMLVs, sont plutdt constitués d’une seule
couche de cellules endothéliales d’une épaisseur d’environ 0,25um. Ils n’ont donc ni
média, ni adventice. La surface totale des capillaires est d’environ 1000 m?, soit la taille
d’un terrain de tennis. Ceci entraine, tel que mentionné précédemment, la réduction du flux
sanguin et permet un meilleur échange d’oxygene et de métabolites entre le sang et les
tissus. En outre, les capillaires sont tellement petits, que chaque cellule d’un tissu se trouve

a environ 10-20pum d’un capillaire®”’.
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Le retour du sang vers le cceur débute par son passage au niveau des veinules post-
capillaires. Ces dernieres se fusionnent pour former les veines, dont le diameétre est plus
grand. Les veinules et les veines sont plus nombreuses que les artérioles et arteres
correspondantes. Les veines sont également appelées « vaisseaux de capacitance ». En
effet, elles contiennent environ 64% du volume sanguin. Par ailleurs, puisque la pression
veineuse est faible (5-20mmHg), la paroi des veines est trés mince. Or, les veines possedent
tout de méme des CMLVs les rendant aptes a se contracter et se dilater pour moduler le

. . . 258,2
volume sanguin en fonction des besoins™® >’
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1.3. Mécanique

La structure de la paroi vasculaire s’ajuste afin de palier aux forces qui lui sont
appliquées. Outre les cellules, 1’¢lastine et le collageéne sont les principaux responsables des
propriétés mécaniques de la paroi vasculaire. Tel que décrit dans la section précédente,
I’¢lastine rend les vaisseaux extensibles et est responsable de I’effet windkessel. Pour sa
part, le collagéne se trouve empaqueté entre les lamelles ¢€lastiques de la média et, a basse
pression, ne possede aucun arrangement particulier. Cependant, les fibres de collagene
s’alignent de facon circonférentielle lorsque la pression augmente. Ainsi, moins de 10% des
fibres de collageéne sont engagées a des pressions physiologiques. Or, lorsque la pression
est accrue, les vaisseaux deviennent moins ¢lastiques au fur et 4 mesure que les fibres de
collagene sont recrutées. Ces dernicres vont supporter la tension pariétale passive et limiter
la distension”” ?*°. Une tension supplémentaire modifie a peine le diamétre du vaisseau,
puisque d’autres fibres de collagéne sont recrutées. C’est ce qui explique la nature non

linéaire de I’élasticité vasculaire®® (Figure 13).

Figure 13 : Courbe de I’élasticité vasculaire en fonction de la pression

Tension, T

Rayon, R

Courbe de la réponse mécanique d’une artére a une augmentation de pression, démontrant une relation non-
linéaire entre la tension pariétale (T) et le rayon du vaisseau (R). On peut voir que plus la pression augmente
(P1-P4), plus I’augmentation du rayon s’atténue, dii au recrutement des fibres de collageéne, pour une
augmentation de tension donnée. Adapté de **°.
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Par ailleurs, les CMLVs doivent également reconnaitre et traduire différents signaux
mécaniques afin de remodeler la structure de la paroi vasculaire. Ces signaux incluent
autant les ajustements face au flot sanguin et a la pression que ceux induits par les tissus
environnants de méme que la croissance vasculaire®™. Ce sont en fait des stress, qui peuvent
étre définis comme des forces appliquées a un objet sur une surface donnée. Au niveau
vasculaire, 3 principales forces peuvent E&tre observées: les forces de cisaillement
provenant du flot sanguin dans la lumiére du vaisseau, les forces longitudinales provenant
des tissus environnants et les forces pariétales dues a la pression artérielle. Ces forces, qui
découlent des trois lois de Thoma, datent de 1893, et s’appliquent au remodelage

vasculaire’® (Figure 14).

Figure 14 : Relations entre les dimensions, les forces exercées et les parametres

physiologiques.

Dimensions Forces exercées Parameétres physiologiques

Pr, P F(1) __4Qu

n(ry2 —r?) S

Les dimensions : rayon interne (r;), longueur (1), épaisseur (t). Les forces exercées : tension pariétale (o),
force de cisaillement (t,,) et force longitudinale (o,). Les paramétres physiologiques : le flot sanguin (Q),
I’étirement (F(1)), la pression (P). La viscosité du sang (i) est également représentée. Les équations montrent
comment des changements aux paramétres physiologiques peuvent modifier les forces exercées sur la paroi et

les dimensions des vaisseaux. Adapté de .



62

Lorsque le flot sanguin est modulé¢ de facon aigué, les cellules endothéliales
détectent un changement au niveau de la force de cisaillement. Elles transmettent ensuite
I’information aux CMLVs qui vont se contracter ou se dilater pour modifier le diamétre
vasculaire en conséquence. A plus long terme, les CMLVs vont se réorganiser, en plus de
modifier les composantes de la matrice extracellulaire, afin d’accomoder la paroi vasculaire

. . . .. 2
au nouveau flot sanguin et de maintenir la force de cisaillement constante™.

L’étirement longitudinal d’un vaisseau entraine une croissance longitudinale dans la
méme direction afin de normaliser la force exercée. Ceci implique une prolifération accrue
des CMLVs et des cellules endothéliales, de méme qu’une augmentation du contenu en
collagéne et en élastine. Cependant, une diminution de tension longitudinale n’est pas
normalisée. Ainsi, au lieu de se rétrécir, le vaisseau va s’allonger, ce qui aggrave le

\ \ \ sz \. 264, 2
probléme et méne a une tortuosité de 1’artére”** >%°

Une augmentation de la pression artérielle entraine un étirement des CMLVs de la
paroi vasculaire et accroit la tension pariétale qui leur est opposée. Ceci entraine une
augmentation de ’épaisseur de la paroi dans le but de normaliser la tension pariétale. Il
semble en effet que la tension pariétale soit un parametre controlé de fagon intrinseéque par
le vaisseau, vraisemblablement dans le but de maintenir son intégrité. Cette réponse
implique une synthése accrue de collagéne, d’élastine et de protéoglycans®*®**®. Pour se
faire, les CMLVs vont stimuler différentes voies de signalisation, dont Rac, PKA, PKC et
p38269-271

Au court du développement, les CMLVs font la synthése de plusieurs molécules de
la matrice extracellulaire et peuvent adapter cette dernicre afin de palier aux modulations
hémodynamiques et former des vaisseaux possédant une structure optimale. Chez 1’adulte,
toutes ces protéines matricielles ne sont plus nécessairement synthétisées par les CMLVs.
Ainsi, la modulation des forces de cisaillement, des forces longitudinales et de la tension
pariétale induisent bien souvent un remodelage pathologique®. C’est d’ailleurs ce qui se

produit au cours de I’hypertension systolo-diastolique.
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1.4. Remodelage artérielle dans ’hypertension systolo-diastolique

Chez un adulte, la tension artérielle est considérée optimale lorsque la pression
systolique est < 120 mmHg et la pression diastolique est < 80 mmHg. Lorsqu’un individu a
une pression située entre 130-139 mmHg pour la systolique et 85-89 mmHg pour la
diastolique, on parle alors de pré-hypertension. La pré-hypertension n’est pas une maladie
et ne requiert pas d’intervention pharmacologique. Cependant, elle sert a identifier les
individus qui sont a risque de développer ’hypertension. Selon le Programme éducatif
canadien sur I’hypertension de 2005, le médecin peut, a ce moment, suggérer une
modification du style de vie, de fagon a prévenir le développement de 1’hypertension ou
d’autres maladies cardiovasculaires, particulicrement si d’autres facteurs de risque sont

présents (Tableau 4)>"2

. De plus, un suivi annuel est recommandé. Si un patient a une
pression artérielle systolique (PAS) > 140 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique
(PAD) > 90 mmHg, une visite médicale consacrée a I’évaluation de 1’hypertension est
requise, selon les recommandations canadiennes. Lors de cette visite, si la PAS est > 140
mmHg et/ou la PAD > 90 mmHg, il est recommandé de prendre deux autres mesures de
pression au cours de cette méme visite. En plus d’un examen physique et d’une compilation
des antécédents du patient, il peut étre nécessaire de dépister les atteintes aux organes cibles
et d’évaluer les facteurs de risque associés (Tableau 4). Une deuxiéme visite médicale, au
cours du méme mois, est également recommandée. Lors de cette deuxiéme visite, un
diagnostic d’hypertension est posé chez les patients présentant des atteintes aux organes
cibles, un diabéte ou une néphropathie chronique si leur PAS est > 140 mmHg et/ou la
PAD > 90 mmHg. Chez les patients qui n’ont pas d’atteinte des organes cibles, de diabéete
ou de néphropathie chronique, un diagnostic d’hypertension est pos¢ si leur PAS > 180
mmHg et/ou leur PAD > 110 mmHg. Sinon, ils devraient subir de nouvelles évaluations a
I’aide d’une mesure de la pression artérielle en cabinet de médecin, d’une mesure

ambulatoire de la pression artérielle ou d’une mesure de pression artérielle a domicile par le

patient, qui détermineront s’ils sont hypertendus®”>.



Tableau 4 : Facteurs de risque cardiovasculaires et dommages aux organes cibles
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Facteurs de risque

Dommages aux organes cibles

Hypertension

Age (> 55 chez I’homme, > 65 chez la femme)
Diabete

Niveau de LDL ou cholestérol élevé, HDL bas

Taux de filtration glomérulaire < 60mL/min
cardiovasculaire

Histoire familiale de maladie

prématurée
Microalbuminurie
Obésité (IMC > 30 kg/m?)
Inactivité physique

Tabac

Hypertrophie ventriculaire

Angine

Insuffisance cardiaque

Accident vasculaire cérébral
Démence

Maladie rénale chronique
Maladies vasculaires périphériques

Rétinopathie

Adapté de 2?7

Il existe deux types principaux d’hypertension : 1’hypertension systolo-diastolique

et I’hypertension systolique isolée. L’hypertension systolique isolée est associée au

vieillissement et sera décrite dans la prochaine section. L hypertension systolo-diastolique

est caractérisée par une augmentation des pressions systolique et diastolique. Elle peut étre

primaire, ou essentielle, et secondaire. Elle est dite essentielle lorsqu’on ne peut y associer

une cause définitive. L hypertension est secondaire si elle apparait suite a une condition

. 272,274
sous-jacente, par exemples™ > *'* :

- Maladie rénale chronique
- Uropathie obstructive

- Syndrome de Cushing

- Phéochromocytome

- Aldostéronisme primaire
- Apnée du sommeil

- Pré-éclampsie
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L’hypertension essentielle, qui constitue environ 90% des cas d’hypertension
systolo-diastolique, est associée a un remodelage vasculaire. Au niveau des artéres de
résistance, 1’augmentation de la pression se réfléte par une diminution du diamétre et une
¢lévation de 1’épaisseur de la paroi. Le ratio média/lumiere est donc accru. Cependant, ceci
n’est pas associ¢ a une augmentation de 1’aire de section. Ce type de remodelage est
euthrophique (Figure 15). Il est possible d’expliquer ce remodelage avec la formule des

dimensions du vaisseau présentée dans la Figure 14 :
Oy = Pry/t

ou O, est la tension pariétale, P la pression, rj le rayon interne et ¢ I’épaisseur du
vaisseau. On peut ainsi constater qu’une augmentation de la tension pariétale, induite suite
a un accroissement de la pression, peut étre normalisée en réduisant le rayon interne et en
augmentant 1’épaisseur de la paroi. Ceci a lieu d’une part via une vasoconstriction induite
par le tonus myogénique (effet de Bayliss). Il s’agit d’un processus d’auto-régulation qui
permet aux petites arteres de se contracter ou de se dilater en réponse a des fluctuations de
pression. D’autre part, le remodelage des petites artéres se produit également via une
synthése de protéines de la matrice extracellulaire par les CMLVs?™> ?’°, Ces protéines
peuvent ensuite étre « fixées » en place par la transglutaminase 2, dont I’activité lui permet
de participer au remodelage des petites artéres en agissant comme une « colle » au niveau

. - 162,2
de la matrice extracellulaire'®® 2”7,

Au niveau des arteres de conductance, une augmentation de pression entraine
¢galement une augmentation de 1’épaisseur de la paroi, et donc une augmentaion du ratio
média/lumicre. Cependant, contrairement aux artéres de résistance, 1’aire de section est
accrue. Ce type de remodelage est appelé remodelage hypertrophique'® (Figure 15).
Puisque le tonus myogénique est inexistant dans les grosses artéres, ce remodelage est
principalement di a I’hypertrophie et/ou I’hyperplasie des CMLVs, ainsi que la synthése de

y - <2
molécules de la matrice extracellulaire®’®.
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Figure 15 : Remodelages eutrophique et hypertrophique

Artére normale Remodelage eutrophique Remodelage hypertrophique
Lumiére |, Lumiére |, ou =
Epaisseur { Epaisseur f
Aire de section = Aire de section

Le but du traitement anti-hypertenseur est de réduire la morbidité¢ et la mortalité
cardiovasculaires et rénales. Le controle de la pression est essentiel. Les études cliniques
ont montrées qu’un traitement anti-hypertenseur est associ¢ a une réduction de 35-40% des
accidents vasculaires cérébraux, 20-25% des infarctus du myocarde, et plus de 50% des
insuffisances cardiaques®’®. Le traitement anti-hypertenseur cherche a atteindre une tension
artérielle < 140/90 mmHg. Pour les personnes atteintes de diabete ou de maladies rénales,

cette cible est de <130/80 mmHg*"?

. La prévention de I’augmentation et le controle de la
pression artérielle peuvent provenir de modifications au style de vie ou de traitements
pharmacologiques. Les modifications du style de vie ainsi que les recommendations

associées et la réduction de pression systolique atteignable sont résumées dans le tableau 4.
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Tableau 5 : Modifications au style de vie pour prévenir I’augmentation ou améliorer

le controéle de la tension artérielle

Modifications

Recommendations

Réductions de PAS

Réduction du poids

Maintenir un poids corporel
normal (IMC 18.5-24.9 kg/m?)

5-20 mmHg / 10 kg

Diéte DASH® Consommer une diéte riche en | 8-14 mmHg
fruits, légumes, et des produits
laitiers faibles en gras

Réduire la consommation de sel Réduire I’apport quotidien en sel a | 2-8 mmHg
un maximum de 100mmol par jour

Activité physique Faire au moins 30 minutes | 4-9 mmHg
d’activité physique par jour

Modération de la consommation | Limiter la consommation d’alcool | 2-4 mmHg

d’alcool

a un maximum de 2 verres par
jour chez ’homme et 1 verre par
jour chez la femme

" Dietery Approches to Stop Hypertension

Adapté de 27> 77,

Le traitement pharmacologique implique différentes classes de médicaments®’”

- les diurétiques (Chlrotiazide, chlorthalidone, hydrochlorothiazide)

- les antagonistes des récepteurs B-adrénergiques (Atenolol, betaxolol)

- les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (Benazepril)

- les antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine II (Candesartan, Irbesartan)

- les bloqueurs des canaux calciques (Diltiazem, Amlodipine)

- les bloqueurs des récepteurs ol adrénergiques (Prazosin)

- les agonistes centraux des récepteurs a2 adrénergiques (Clonidine)

- les vasodilatateurs directs (Hydralazine)
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Il existe également différents programmes d’éducation mis sur pied par des
organisations publiques, des professionnels de la santé, des volontaires et des agences
fédérales. Ces programmes visent a conscientiser la population, de méme qu’a améliorer la
prévention, le traitement et le controle de I’hypertension. Aux Etats-Unis, ou on estime
qu’environ 50 millions de personnes souffrent d’hypertension, les programmes ont eu du

272

succes depuis les années 70 (Tableau 6)°'~. Au Canada, il existe des programmes similaires,

comme par exemple le PECH (Programme éducatif canadien sur I’hypertension)**.

Tableau 6 : Evolution du pourcentage de la population hypertendue conscientisée,
traitée et dont la tension artérielle est controlée entre 1976 et 2000 selon le NHANES

(National Health and Nutrition Examination Survey).

1976-1980  1988-1991 1991-1994  1999-2000
]

Conscientisés 51 73 68 70
Traités 31 55 54 59
Tension artérielle 10 29 27 34
controlée

Adapté de >,
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2. Vieillissement vasculaire

En 1898, William Osler avait écrit que « I’homme est aussi vieux que ses
artéres »>'. En effet, le systéme vasculaire est adapté a recevoir un flot sanguin pulsatile,
lui permettant de le distribuer de facon continue vers la périphérie, jusqu’aux tissus.
Cependant, les pulsations répétées d’un coeur battant approximativement 30 millions de fois
par année finissent par fragiliser les composantes de la paroi vasculaire. S’ensuivent
différents changements, tant au niveau cellulaire qu’au niveau de la matrice extracellulaire,
qui vont modifier la structure de la paroi vasculaire. Les grosses arteéres se dilatent et se
rigidifient, affectant leurs propriétés €lastiques. La perte des propriétés €lastiques des gros
vaisseaux soumet les petits vaisseaux a un stress accru, particuliérement au niveau des reins

282
et du cerveau®.

2.1. Changements au niveau de la matrice extracellulaire

2.1.1. Fibres élastiques

Tel que décrit précédemment, les propriétés élastiques des arteéres de conductance
dépendent principalement des fibres élastiques. L’¢€lastine, qui représente 90% de la
composition d’une fibre élastique, est une protéine insoluble qui résiste a des conditions
thermiques et chimiques extrémes. De plus, sa demi-vie est de 40 ans, ce qui en fait
I’¢lément le plus durable de la matrice extracellulaire. Cependant, 1’¢lastogenése, ou la
synthése de fibres élastiques, se limite a la vie foetale et a la période néonatale®®. Ceci fait
en sorte que toute altération de 1’¢lastine ou des fibres élastiques subit apres cette période
est permanente. Bien sir, certaines conditions, dont I’hypertension, peuvent augmenter la

283

synthese d’¢lastine™. Or, la formation de fibres €lastiques et 1’organisation en une matrice

tri-dimentionnelle n’est jamais optimale une fois la période de développement terminée?’.
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A. Fatigue mécanique du réseau élastique

Une premicre explication pour la perte de 1’¢lasticité des grosses artéres provient de
O’Rourke qui, en 1976, a suggéré que la fragmentation de 1’¢élastine avec 1’age était due a la
fatigue du réseau élastique®®*. Dans ce méme ordre d’idées, Avolio a montré, sur des
coupes transversales d’aortes, I’impact que peuvent avoir les cycles cardiques répétés sur le
réseau ¢lastique. Il a ainsi comparé 1’aorte d’un tigre de 15 ans, dont la fréquence cardiaque
est estimée a 64 battements par minute (bpm), a celle d’un jaguar de 15 ans, dont la
fréquence cardiaque est estimée a 130bpm. A cet age, ’aorte du tigre avait tamponné 505
millions de cycles cardiaques, alors que celle du jaguar en avait absorbé 1025 millions. En

conséquences, les fibres ¢€lastiques du jaguar étaient plus désorganisées et fragmentées

(Figure 16).

Figure 16 : Désorganisation et fragmentation des fibres élastiques dues a la fatigue

mécanique

Sections de coupes transversales d’aortes de tigre (gauche) et de jaguar (droite). L aorte du jaguar ayant subit

environ 520 millions de cycles cardiaques de plus que le tigre, sont réseau élastique est fragmenté (fleches) et

désorganisé. Les deux images sont a un grossissement de 400X. Adapté de **.

De plus, la perte des fonctions ¢€lastiques €tait associée une augmentation de la
tension pariétale dépendante de la pression®®. Une autre étude a déterminé I’impact d’un

étirement cyclique sur les bris d’élastine au niveau de 1’aorte du cochon. Ainsi, les aortes
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soumises a un étirement plus intense subissaient plus rapidement des fragmentations de
I’élastine™. Ces observations suggérent donc que 1’étirement répété, dii 4 un stress
cyclique, induit la fragmentation accélérée du réseau élastique. Ceci entraine la dilatation
des arteres ¢lastiques et le transfert de la charge mécanique au collagéne, ce qui résulte en

une augmentation de la rigidité artérielle®®’.

B. Dégradation

Une ¢étude de Hornebeck, en 1976, a démontré une augmentation de 1’activité
¢lastase dans 1’aorte chez I"humain et I’animal avec 1’age™®. Les sérines endopeptidases, les
endopeptidases aspartiques, les cystéines endopeptidases et les métallo endopeptidases sont
toutes capables de dégrader 1’¢lastine. Ce sont toutefois les métalloprotéinases matricielles
qui sont le plus étudiées, et pour cause. Différentes études démontrent une association entre
I’activité accrue de MMP-2 dans ’aorte et le vieillissement chez le rat. Ces observations
sont associées a la dilatation de 1’aorte ainsi qu’a une augmentation de 1’épaisseur de la
289, 290

paroi. De plus, les lamelles élastiques sont amincies, fragmentées et distendues

(Figure 17).
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Figure 17 : Fragmentation de I’élastine et augmentation de I’expression de MMP2

dans I’aorte de rats agés de 2, 8 ou 30 mois.

2 mois 8 mois 30 mois

S

Les 3 images du haut représentent des coupes transversales d’aortes de rats 4gés de 2, 8 ou 30 mois, colorées
avec du Elastin van Gieson pour marquer 1’élastine (bleu). On peut voir un épaississement de la paroi avec
I’age, ainsi que I’amincissement et la fragmentation des lammelles élastiques. Dans les 3 images du bas, les
coupes d’aortes provenant des méme rats ont été colorées avec un anticorps anti-MMP-2 (brun). On peut voir

I’augmentation de 1’expression de MMP-2 avec I’age des rats. L : lumicre, M : média.

Adapté de *°.

L’activité augmentée de MMP-2 est ¢galement observée avec 1’age dans 1’aorte
humaine®'. Par ailleurs, dans certaines conditions, comme les anévrismes, caractérisées par
la dégradation d’¢lastine et la dégénérescence de la média, dont I’incidence est corrélée au
vieillissement, I’activité des MMP-2, -9 et -12 est accrue™> *°. De plus, la doxycyline, un
inhibiteur non spécifique des MMPs, prévient I’augmentation de I’expression de MMP-2 et
MMP-9 chez des souris atteintes du Syndrome de Marfan et retarde la rupture d’anévrisme

LA . 294 . 7 r cr N .
associée a la pathologie™*. L’athéroslcérose est également associée a une augmentation de
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MMP-9 dans le sérum chez I’homme®”’. Toutes ces conditions, puisqu’associées 4 une
augmentation de ’activité des €lastases, sont nécessairement associées a une dégradation
d’¢élastine. Or, elles ont un autre dénominateur commun, soit I’augmentation de la rigidité
artérielle. Il semble donc que la fragmentation mécanique due aux cycles cardiaques ne soit
pas le seul mécanisme reliant la perte de I’¢lasticité a la rigidité artérielle. La dégradation
enzymatique joue également un rdle. Plusieurs études font effectivement le lien entre
Iactivité ¢lastase et 1’augmentation de la rigidité artérielle. Ainsi, les MMP-2 et -9 et
I’activité €lastase dans le sérum sont corrélées a I’hypertension systolique isolée et a la

rigidité artérielle®®® (Figure 18).

Figure 18 : Corrélation entre la rigidité artérielle et la quantité de MMP-9 dans le

sérum

VOP aortique (m/s)

Niveaux de MMP-9 (ng/mL)

Le coefficient de corrélation entre la rigidité artérielle (VOP, vitesse de 1’onde de pouls) et les niveaux de
MMP-9 dans le sérum est de 0,45 (P<0,001). Cette relation suggére que 20% (1) des changements observés

au niveau de la rigidité artérielle s’expliquent par des changements des niveaux de MMP-9 dans le sérum.

Adapté de **°.
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De plus, certaines études montrent un lien entre le génotype de MMP-9 et une
rigidité artérielle accrue. En effet, chez des patients atteints de cardiopathie coronarienne,
certains possédaient un promoteur de MMP-9 présentant un polymorphisme caractérisé par
la substitution d’une cytosine pour une thymidine (C-1562T). Comparativement aux
homozygotes (C/C), les porteurs de ’alléle T (T/T ou C/T) exprimaient 5 fois plus de
MMP-9 et une activit¢ de MMP-9 2 fois plus élevée. De plus, leur tension artérielle
systolique et leur pression pulsée étaient plus élevées, de méme que la rigidité de leurs
artéres®’. Un autre groupe a montré que ce méme polymorphisme était associé a une

rigidité artérielle accrue dans une cohorte d’individus en santé”™®.

Ainsi, avec le
vieillissement, il semble y avoir une augmentation de 1’activité ¢€lastolytique qui est

associée a une augmentation de la rigidité artérielle.

C. Calcification

La calcification vasculaire s’apparente aux calcifications osseuse et endochondrale
de différentes facons. Au niveau osseux, la minéralisation débute par la formation de
vésicules par les ostéoblastes et les chondroblastes. Le micro-environnement de ces
vésicules, riches en calcium, en phosphate, et exprimant 1’alcaline phosphatase, est propice
a la formation de cristaux d’hydroxyapatite. Cette dernicre est ensuite déposée sur une
matrice riche en collagéne I, ou elle croit de fagcon régulée, grace a différentes protéines
matricielles, dont 1’ostéopontine, ’ostéocalcine, la bone sialoprotein et la MGP*”. Au
niveau vasculaire, la calcification peut également étre initiée par des vésicules. C’est
notamment le cas dans la calcification intimale associée a 1’athérosclérose®® **!, de méme
que dans la calcification artérielle médiale associée a la maladie rénale chronique et au

. \ 2-304
diabete®*3°

. Ici, les vésicules sont soit des corps apoptotiques de cellules mortes ou des
vésicules matricielles produites par des CMLVs et des cellules calcifiantes. La calcification
peut également étre initiée en association avec 1’¢lastine et a sa dégradation, tel que décrit
un peu plus loin. Par ailleurs, dans la calcification athérosclérotique (intimale) de méme

que dans la calcification médiale et la calcification des valves aortiques, les cellules
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adoptent un phénotpe ostéogénique. Les CMLVs se différencient donc en ostéoblastes, et
expriment certains facteurs associés a la minéralisation osseuse, comme le Cbfa-1. La

calcification des valves est également caractérisée par une néovascularisation typique de la

305, 306 307
9,

formation osseuse . Cependant, malgré son association 1’expression de Sox

308, 309

normalement reliée a la formation du cartilage , elle demeure essentiellement non-

1 11
endochondrale®'*?

. Par ailleurs, la calcification athérosclérotique va parfois entrainer, en

plus des caractéristiques déja mentionnées, la formation compléte, sur le plan architectural,
4 . 12 7 . .

d’un os trabéculaire’'?. Dans ce cas, toutes les étapes d’une calcification endochondrale

J4 1 . A 11z Je By 13-31
sont présentes” -, et le tissu comprend méme des éléments hématopoiétiques®*~'°

Ainsi, en plus de la calcification des valves et de la calcification intimale associée a
I’athérosclérose, il existe un autre type de calcification, celui-la au niveau de la média, et
relié au vieillissement. C’est une étude de Blumenthal et al. en 1944 qui a permis d’établir
un lien entre la calcification médiale et le vieillissement. Dans cette étude, il a été rapporté
que seulement 4% des aortes provenant de sujets agés de 20 a 30 ans recelaient une
calcification significative, comparativement a 98% dans les aortes de sujets agés de plus de
50 ans’'’. Ce type de calcification, qui est indépendant de la calcification associée aux
athéromes, augmente de 30 a 40 fois entre 1’age de 20 ans et de 90 ans. En comparaison, la
calcification intimale normale, c’est-a-dire dans des zones ou il n’y a pas de plaques
athérosclérotiques, est relativement faible’® *'°. La calcification médiale est également
connue sous le nom d’¢lastocalcinose, puisqu’elle est associée aux lamelles €lastiques des
artéres. Par ailleurs, une étude publi¢e en 1950 a démontré qu’entre 1’age de 81 et 103 ans,
le contenu en ¢lastine chutait, tandis que la calcification augmentait. De plus, cette
calcification était associée a une fragmentation des fibres élastiques®’. Ceci suggére une
implication des bris de 1’¢lastine dans la calcification médiale. La plupart des molécules
impliquées dans I’initiation et la régulation de la calcification sont de nature anionique, et
facilitent interaction avec les composés de la matrice extracellulaire®'. Or, avec le
vieillissement, 1’¢lastine se fragmente. Ceci est associ¢é a 1’augmentation du nombre
d’acides aminés polaires au niveau de 1’€lastine provenant de patients agés. Ainsi, la

fragmentation de 1’¢élastine avec I’age augmenterait sa polarité, et donc son affinité pour le
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calcium, favorisant 1’¢lastocalcinose . Le lien entre la fragmentation de 1’¢lastine et la

calcification suggere une implication des élastases dans le processus. Un role des MMPs
dans la calcification de prothéses biologiques avait été observé dans les années 19902 %,
Cependant, ce sont Vyavahare et al., qui, les premiers, ont fait le lien entre la calcification
de I’élastine et les MMPs**"**® au niveau vasculaire. Dans ces études, des implants
d’¢lastine purifiée entrainaient une augmentation de I’activit¢ des MMP-2 et -9, ainsi que
de la calcification associée a 1’¢lastine. De plus, la calcification était inhibée avec
I’utilisation d’un inhibiteur des MMPs, le BB-1101, ou en pré-traitant les implants
d’¢lastine avec du chlorure d’aluminium (AICIs). Ils ont également démontré que des souris

déficientes en MMP-2 ou MMP-9 ne développaient pas de calcification vasculaire®

(Figure 19).

Figure 19 : Calcification chez la souris déficiente en MMP-2 ou MMP-9

Modele de calcification induite par le CaCl,. Les sections d’aortes sont colorées avec le rouge Alizarin (pour
identifier le calcium) et contre-colorées avec le vert. On peut voir une calcification massive en C, chez une
souris de type sauvage (Ctl). Les souris déficientes en MMP-2 (MMP2 ko, A) ou MMP9 (MMP9 ko, B) ne

développent pas de calcification. L représente la lumiére du vaisseau.
Adapté de *%.

Le mécanisme proposé implique la production de peptides de dégradation de
I’¢lastine (matrikines) qui, en se fixant a leur récepteur, ’ELR, peuvent induire le
changement phénotypique des CMLVs environnantes en un phénotype de cellules
s’apparentant aux ostéoblastes. Ces cellules, en augmentant la syntheése de protéines pro-

calcifiantes comme le Cbfa-1 et 1’ostéocalcine, entraineraient le développement de la
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1 1 1 r . 1
calcification au niveau de 1’élastine®™” ¥

. Bien que les mod¢les utilisés par ce groupe
s’¢loignent de I’¢élastocalcinose, plus diffuse, il n’en demeure pas moins que la dégradation

de I’¢lastine par les MMPs est impliquée dans la calcification vasculaire médiale.

Par ailleurs, bien que nous ayons déja établi qu’il existe un lien entre la
fragmentation de I’¢élastine et I’augmentation de la rigidité artérielle, il semble que la
calcification participe également au processus. En effet, dans son étude de 1944,
Blumenthal a observé que la diminution de 1’¢lasticité avec 1’age avait la méme évolution
que 1’augmentation de la calcification des fibres élastiques®'’. La calcification contribuerait
donc a I’augmentation de la rigidité artérielle. Depuis, le lien entre la calcification et la

T o Y,y , . ’ : 2-
rigidité artérielle a été confirmé dans plusieurs études, tant chez I’homme que 1’animal®
335

2.1.2. Fibrose

Les propriétés des grosses arteéres €lastiques dépendent des quantités absolues et
relatives d’¢lastine et de collagéne. Cependant, avec 1’age, on assiste a un déséquilibre
favorisant le collagéne au détriment de 1’¢lastine. En effet, certaines études ont montré que
le contenu en ¢€lastine était constant avec 1’age, mais que sa concentration diminuait. Ceci
se produit en raison de I’augmentation de la concentration d’autres constituants, dont le
chondroitin sulfate, 1’heparan sulfate, les protéoglycans, la fibronectine et le

collagéne®®*7. 1

s’agit de la fibrose. En conséquence, la paroi vasculaire s’épaissit de 2 a
3 fois entre I’dge de 20 ans et de 90 ans®’. Le déséquilibre est également associé a une
diminution des liaisons covalentes permettant la formation et la stabilisation des fibres
¢lastiques, tel qu’en témoigne la réduction du contenu en desmosine et isodesmosine. En

revanche, ces liaisons sont plutdt accrues dans le cas du collagéne®®

. Ceci peut étre di a la
formation enzymatique de liaisons covalentes, telles que celles induites par la lysyl oxidase
et la transglutaminase. Cette derniere est en effet associée a plusieurs désordres fibrotiques,

dans lesquels il y a formation de liaisons covalentes de type e-(y-glutamyl)lysine au niveau
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du collagene . Ces liens sont également présents au niveau de la fibronectine'®.

L’augmentation de liaisons covalentes avec le vieillissement peut également se produire de
facon non-enzymatique. En effet, les réactions d’oxydation entre des sucres et les
groupements aminés de certaines protéines entrainent la formation de liaisons
chimiquement irréversibles. Il s’agit de la réaction de Maillard. Le résultat final de cette
réaction est le produit de glycation avancée, ou AGE (advanced glycation end-product)™*.
Au cours du vieillissement, 1’accumulation d’AGEs entraine la formation de liaisons
covalentes sur les molécules de collagéne. Au niveau artérielle, cette accumulation

343, 344
&>

participe a 1’augmentation de la rigidit . Le résultat net de la fibrose au niveau

vasculaire est donc la perte de 1’¢lasticité des grosses artéres et ’augmentation de la rigidité

261

artérielle, tel qu’en témoigne une étude effectuée par Roach et Burton en 19577 (Figure

20).
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Figure 20 : Propriétés de I’élastine et du collagene dans la paroi artérielle
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Contribution de I’¢lastine et du collagéne a la tension de la paroi artérielle. Lorsque 1’¢élastine est digérée par
la trypsine, la courbe (losanges) représente les propriétés du collagéne. Lorsque le collagéne est digéré avec
I’acide formique, la courbe (cercles blancs) représente les propriétés de 1’élastine. La courbe pointillée

représente une artére normale, non digérée.

Adapté de **".
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2.2. Changements cellulaires

Le vieillissement n’affecte pas seulement la matrice extracellulaire. Il a également
des répercutions au niveau cellulaire. De plus, la matrice extracellulaire et les cellules étant
étroitement reliées, les changements observés au niveau de celles-ci influenceront

nécessairement celle-1a, et vice versa.

2.2.1. Cellules musculaires lisses vasculaires

Les CMLVs ont une certaine plasticité biologique, puisqu’elles peuvent exprimer
différents phénotypes. Ainsi, elles passent d’un phénotype sécrétoire (synthétique) et
prolifératif durant le développement a un phénotype contractile (différenci¢), une fois la
vasculogénése complétée. Chez ’adulte, les CMLVs proliferent trés lentement et ont une
activité sécrétoire limitée®*. De plus, il semble que leur nombre décline®® **, bien qu’il a
également été observé qu’il demeurait le méme®*®. Cependant, a la suite d’une 1ésion
vasculaire, ou lors du vieillissement vasculaire, les CMLVs se dédifférencient en un
phénotype sécrétoire®®. Ce dernier leur permet de générer différentes molécules
nécessaires a la réparation et/ou au remodelage de la paroi vasculaire. Ce retour a un
phénotype sécrétoire se fait sous I’influence de différents facteurs, dont certaines cytokines
et molécules de la matrice extracellulaire. Par exemple, il a ét¢ démontré dans les CMLVs
provenant d’aortes de lapins, que la fibronectine et le collagéne pouvaient stimuler le
changement d’un phénotype contractile vers un phénotype synthétique. Par ailleurs,
I’¢lastine et la laminine maintenaient le phénotype contractile des CMLVs™’. D’autres
protéines, telles que le collagene de type IV, peuvent renverser le changement

phénotypique et restorer le phénotype contractile®".

Le vieillissement est un autre facteur pouvant entrainer la dédifférenciation des

CMLVs. En effet, il a ét¢ démontré que les CMLVs d’aortes de rats agés proliférent plus

352

rapidement que celles provenant de jeunes rats”™°. Le phénotype synthétique entraine

¢galement une synthése accrue de protéines de la matrice extracellulaire, notamment le
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collagene. Les CMLVs ont donc leur part a jouer dans le développement de la fibrose

353

associée au vieillissement™”. Dans les CMLVs sénescentes, certaines voies de signalisation

normalement activées lors du développement des vaisseaux vont étre induites. C’est

4
3% Dans cette cascade

notamment le cas de la voie de signalisation Wnt/B-catenin
signalitique, en DI’absence de la protéine Wnt sur le récepteur a 7 passages trans-
membranaires Frizzled (Fz), un complexe de dégradation, constitué notamment des
protéines APC (adenomatous polypolis coli), axin et GSK-38 (glycogene synthase kinase),
induit I’ubiquitination et la dégradation protéosomique de la B-catenin®>”. Dans ce contexte,
les niveaux de B-catenin cytoplasmiques et nucléaires demeurent bas. En présence d’un
ligand Wnt, un complexe entre le récepteur Frizzled et le co-récepteur LRP5/6 est formé et
inhibe le complexe de dégradation, notamment par 1’inactivation de GSK-38. La B-catenin
s’accumule ainsi dans le cytoplasme et se rend au noyau, ou elle se lie aux facteurs de
transcription TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) pour induire 1’expression

de certains geénes. Parmi les genes induits par 1’activation de la voie Wnt/B-catenin,

plusieurs, dont le collagéne, sont pro-fibrotiques®*® (Figure 21).

Figure 21 : Voie de signalisation Wnt/B-catenin
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CK1 : cyclin kinase 1, DVL : dishevelled
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Les CMLVs sénescentes expriment également plus de MMPs que les CMLVs plus
jeunes, tant chez I’humain que chez I’animal®” ***. Ceci peut contribuer a la dégradation de
I’¢lastine et la perte des propriétés élastiques des grosses artéres. La perte des fibres
¢lastiques a également des conséquences au-dela des pertes de performance mécanique. En
effet, les fibres ¢lastiques intactes sont essentielles a 1’immobilisation des CMLVs et
forment une barriére physique empéchant la migration des cellules™. L’absence de cette
barriere peut donc faciliter la migration des cellules et I’épaississement de la paroi
vasculaire. De plus, différentes études ont montré que les peptides dérivés de 1’¢lastine
générés par sa dégradation contribuaient a la modulation phénotypque des CMLVs

359-361

contractiles en CMLVs sécrétoires . I1 semble donc y avoir un cercle vicieux entre les

CMLVs et la matrice extracellulaire qui mene au développement de la fibrose avec 1’age.

Ces mémes peptides de dégradation de 1’¢lastine sont associ€és a un autre
changement phénotypique des CMLVs, celui-1a pro-calcifiant (ou ostéogénique). En effet,
Simionescu et al ont montré une augmentation de 1’expression de protéines typiquement
associées a la minéralisation osseuse, Cbfa-1, ostéocalcine et phosphatase alcaline, dans des
cultures de CMLVs d’aortes de rats stimulées avec des peptides de dégradation de
I’¢lastine®. Dans cette méme étude, le TGF-B1, qui peut également étre libéré par la
dégradation enzymatique de la matrice extracellulaire, induisait également une réponse
similaire aux peptides de dégradation de 1’¢lastine. Le TGF-B1, qui est un important
médiateur de la formation osseuse, est €galement associ¢ a la calcification des valves

362

aortiques®®. Son expression augmente avec le vieillissement®® et il est impliqué dans la

2
fibrose®”.

D’autres évidences démontrent I’activation d’un phénotype ostéoblastique au niveau
des CMLVs dans la calcification vasculaire. En effet, les CMLVs provenant d’arteres
calcifiées de patients démontrent une diminution de I’expression et de I’activation de la
MGP (matrix gla protein), un inhibiteur physiologique de la calcification'?> *** 3% Les
CMLVs de ces patients expriment également davantage d’ostéonectine, de phosphatase

alcaline et de bone sialoprotein, tous des marqueurs de 1’ostéogénese. Ainsi, il semble que
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la calcification vasculaire soit un processus actif régulé par différents activateurs et

inhibiteurs.

2.2.2. Cellules endothéliales

La dysfonction endothéliale apparait graduellement avec I’age et a lieu plus tot chez
’homme que la femme’®. Plusieurs études ont en effet démontré une régression de la
vasodilatation dépendante de I’endothélium avec 1’age au niveau des arteéres coronaires, de
I’artére brachiale, 1’artére basilaire et des artéres de résistance’®>"°. Le mécanisme précis
du processus est difficile a établir chez 1’humain, puisque les spécimens proviennent de
patients affectés par différentes maladies. Il faut donc se rabattre sur des études animales,
souvent effectuées chez le rat. Dans ce contexte, il a ét¢ démontré que I’expression de la

1 2 .
371372 1 a production

NO synthase (eNOS) et la production de NO diminuaient avec 1’age
d’anions superoxyde (O,) contribuerait a ce phénomene en entrainant la formation de
peroxynitrite et en induisant le découplage de la eNOS®”, ce qui suggére une implication
du stress oxydatif dans la dysfonction endothéliale. La concentration plasmatique de
certaines hormones stéroides, dont le DHEA (dehydroepiandrosterone) diminue également
avec I’age®™®. Or , le DHEA stimule la production de NO dans les cellules endothéliales
humaines en culture’”. Cependant, d’autres études doivent étre effectuées pour déterminer
st un supplément de DHEA a long terme peut prévenir la dysfonction endothéliale associée
avec I’age.

Par ailleurs, le vieillissement est également associ¢ a une production accrue
d’endothéline par les cellules endothéliales, tant chez I’animal que 1’humain®’®>%.
L’endothéline, un puissant vasoconstricteur, contribuerait a la régulation a la baisse de la
eNOS™™' et a la dysfonction endothéliale’™”. De plus, le déséquilibre qui s’installe entre le
NO, dont I’expression est diminuée, et 1’endothéline, dont I’expression est accrue,
contribue a 1’augmentation du tonus vasculaire, de la rigidité artérielle et de la pression,

383

menant au développement de 1’hypertension Cependant, I’endothéline n’est pas
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simplement un agent vasoconstricteur. Il s’agit également d’une protéine qui participe au

384, 385

remodelage vasculaire et a la fibrose®® ** *¥ De plus, certaines études ont montré

. 7 . rqe . . . -392
un lien étroit entre I’endothéline et la calcification vasculaire’$®>’

. Les changements
associés a la dysfonction endothéliale qui a lieu avec le vieillissement semblent donc

converger vers une augmentation de la rigidité artérielle.

2.3. Rigidité artérielle et hypertension systolique isolée

2.3.1. Mesure de la rigidité artérielle

Le vieillissement vasculaire entraine, tel que décrit dans les sections précédentes,
des modifications au niveau de la matrice extracellulaire et des cellules de la paroi
vasculaire. Le dénominateur commun de tous ces changements est 1’augmentation de la
rigidité artérielle. La rigidité artérielle est associée a un risque accru d’infarctus du
myocarde, d’insuffisance cardiaque, d’accident vasculaire cérébral, de démence, de maladie
rénale et de mortalité®>. La rigidité artérielle se réfléte par une augmentation de la vitesse
de I’onde de pouls (VOP). La VOP se définit comme le temps requis par une onde de
pression pour parcourir une distance connue le long de la paroi vasculaire. Elle est estimée
en mesurant une onde de pression a deux sites différents a 1’aide de capteurs sensibles a la
pression®”, d’ultrasons Doppler’”*, de la tonométrie™” ou d’ECG™. La distance entre les
deux sites est évaluée a I’aide d’un ruban a mesurer, appliquer sur la surface du corps™’.
Par exemple, pour estimer la VOP aortique, qui représente la composante majeure de
I’¢lasticité artérielle, on calcule le délai (t) entre le début d’une onde de pression au niveau
de la carotide et le début de 1’onde de pression au niveau fémoral. Si on mesure la distance
(D) entre la carotide et la fémorale et qu’on la divise par le délai (t), on obtient la VOP. La
figure 22 illustre la méthode de mesure de la VOP. Chez un adulte de 20 ans, la VOP est
d’environ 5 m/s alors que chez un individu agé de 80 ans, elle est d’environ 12 m/s*”®,
Puisqu’elle consiste en une mesure directe et reproductible de la rigidité, qu’elle requiert

peu d’expertise technique et que plusieurs études démontrent qu’elle est une valeur
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prédictive indépendante pour la mortalité cardiovasculaire™”

, la VOP aortique est
considérée comme mesure étalon de la rigidité artérielle®® **'. La mesure de la VOP
possede néanmoins certains inconvénients, comme la difficult¢ d’obtenir des mesures
simultanément a deux sites différents et la nécessité d’une distance relativement €levée
entre ces sites pour obtenir des valeurs précises™-. D’autres paramétres sont également
utilisés pour mesurer la rigidité artérielle (Tableau 7). Par exemple, la compliance se définit
comme le ratio entre un changement absolu du diamétre d’un vaisseau en réponse a un
changement de pression. Cependant, cette mesure est justement limitée par le fait qu’elle
dépend de la pression et du diametre. En effet, plus un vaisseau est distendu, plus la
compliance diminue, puisque les fibres de collagene, plus rigides, sont recrutées au
détriment des fibres ¢€lastiques. Or, dans plusieurs études cliniques, la nécessité d’avoir une
méme pression pour comparer deux compliances est souvent omise. Ainsi, des conclusions
souvent erronées décrivent une « amélioration de la compliance » qui est simplement due a
une diminution de la pression*®'. Une autre limite de cette mesure survient lorsque des
vaisseaux de diameétres différents sont comparés. En effet, de plus gros vaisseaux peuvent
normalement accepter un plus grand volume pour une méme pression et donc possedent

Y2 Un autre exemple de paramétre de mesure de la rigidité

une meilleure compliance
artérielle est I’index d’augmentation (Aix), la proportion de la pression pulsée résultant de
I’onde de réflexion (Figure 23). Cette mesure est utile pour comprendre la post-charge au
niveau cardiaque. Cependant, elle est trés variable et dépend de la résistance

£ S 401, 402
périphérique*®’- %%,
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Figure 22 : Mesure de la vitesse de I’onde de pouls

Carotide On ") Fémorale
A : D : B
A

|

| B

I 1

' |

| |

<>
AT

A : Début de I’onde de pression au niveau de la carotide. B : Début de I’onde de pression au niveau de la
fémorale. T: le délai entre le début des deux ondes de pression. D : distance parcourue par 1’onde.

Adapté de *” .

Figure 23 : Mesure de I’index d’augmentation
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P1 : pression causée par I’onde incidente, P2 : pression résultant de la somme de P1 et de I’onde de réflexion.

Adapté de *%.
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Tableau 7 : Définitions des paramétres de mesure de la rigidité artérielle

Paramétre Définition Formule
Vitesse de I’onde de Vitesse a laquelle voyage une onde de pression le Distance / At
pouls (VOP) long d’une artére
Compliance Changement absolu du diamétre du vaisseau en AD/AP
réponse a un changement de pression donné

Distensibilité Changement relatif du diameétre du vaisseau en AD/(AP x D)
réponse a un changement de pression donné

Module élastique (E) Changement de pression requis pour étirer (AP x D)/ AD

(théoriquement) le vaisseau a 100% de son diamétre
de repos (inverse de la distensibilité)

Indice de rigidité B

Ratio entre le logarithme naturel de Py/Pq4 et le
changement relatif de diametre

Ln(Py/Py)/[(Ds-Dg)/Dy)]

Module de Young

Module élastique par unité de surface

(AP x D)/(AD x h)

Pression pulsée (PP)

Différence entre la pression systolique (P;) et la
pression diastolique (Py)

PS_Pd

Index d’augmentation
(Aix)

Proportion de la PP résultant de I’onde de réflexion

(AP/PP) x 100

Impédance (Zc)

Augmentation de pression associée a un débit sanguin
avant I’apport de I’onde de réflexion

(Eh/R%)" ou
PP/Q

T = temps; D = diamétre; P = pression; PP = pression pulsée; h = épaisseur de la paroi; R = rayon; Q = débit.

Adapté de 396, 401, 404
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2.3.2. Conséquences hémodynamiques de la rigidité artérielle

Pour répondre aux besoins continus en oxygeéne des tissus, les artéres €lastiques
doivent convertir les pulsations cardiaques en un flot sanguin constant vers la périphérie.
Ce processus est possible grace au tamponnage d’une portion du volume d’éjection a
chaque systole, qui est ensuite libéré durant la diastole. Chez un jeune individu, dont les
artéres sont compliantes, le tamponnage du volume d’¢éjection a lieu normalement, et seule
une légere augmentation de la pression systolique est observée pour un volume
relativement élevé. Durant la diastole, les artéres ainsi distendues se rétractent et distribuent
le reste du volume d’éjection, assurant un flot sanguin régulier vers la périphérie. Ceci
permet également de garder la pression pulsée relativement basse, et se refléte par une
faible tension pariétale qui limite le travail imposé au ventricule gauche. De plus, chez un
jeune individu, I’onde de réflexion, créée par 1’arrivée du sang a la périphérie, revient vers
I’aorte durant la diastole et accroit les perfusions coronaire et cérébrale. Cependant,
I’augmentation de la rigidité artérielle avec I’dge va affecter ces phénomenes
hémodynamiques. Ainsi, les arteéres rigides, et donc peu compliantes, de sujets agés ne
peuvent tamponner le volume d’¢jection sans entrainer une forte augmentation de la
pression systolique. Puisque 1’effet tampon est perdu, le volume d’¢jection complet est
envoyé vers la périphérie durant la systole. La pression diastolique est donc réduite, le flot
sanguin irrégulier et la pression pulsée augmente. De plus, I’onde de pression se dirigeant
vers la périphérie est plus rapide, ce qui fait en sorte que ’onde de réflexion revient vers
I’aorte en fin de systole plutdt que pendant la diastole, réduisant la perfusion des coronaires
et des arteres cérébrales. En outre, les pressions systolique et pulsée sont amplifiées, et le

[ ’ . 282,401, 402 :
travail imposé au ventricule gauche est accru®®* *°" % (Figure 24).



Figure 24 : Effet tampon des grosses artéres et pression périphérique
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L’augmentation de la rigidité artérielle entraine donc I’accroissement constant de la

pression systolique avec 1’age. La pression diastolique, elle, augmente parallélement a la

pression systolique jusqu’a I’age d’environ 55 ans, a la suite duquel elle chute (Figure 25).

La pression systolique peut ainsi grimper jusqu’a une valeur supérieure ou égale a 140

mmHg. La pression diastolique, elle, peut diminuer sous les 90 mmHg. C’est le

développement de ’hypertension systolique isolée (HSI). A I’age de 60 ans, 66% des

individus qui souffrent d’hypertension ont une HSI. A partir de 75 ans, cette proportion

. \ 2 . y ’ . .
grimpe 4 75%"°"%. L’HSI a plusieurs conséquences néfastes au niveau des organes cibles.



Figure 25 : Pressions systolique et diastolique de sujets agés de 18 ans et plus
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2.3.3. Conséquences sur les organes cibles

A. Le coeur

La rigidité artérielle accroit la pression systolique, ce qui augmente la charge du
ventricule gauche. A long terme, ce phénoméne entraine 1’hypertrophie du ventricule
gauche, accroit ses besoins en oxygeéne et prédispose a 1’insuffisance cardiaque*® *’. De
plus, le ceeur hypertrophié se contracte plus lentement, ce qui augmente la durée de la
systole et réduit la durée de la diastole. Puisque la durée de la systole est accrue, les ondes
de réflexion ont tendance a revenir vers l'aorte en fin de systole, et amplifient
I’augmentation de la pression systolique. Par ailleurs, la chute de la pression diastolique
diminue, tel que mentionné précédemment, la perfusion des coronaires. Or, les besoins en
oxygene sont accrus. La combinaison de ces deux composantes entraine 1’ischémie

. 4 . , . L, . L. . . .
cardiaque®®®. L’ischémie prolonge davantage la période d’éjection ventriculaire et un cercle

vicieux s’installe.

B. Artéres de résistance

La rigidité artérielle entraine la perte du tamponnage du volume d’éjection et
empéche les grosses arteres de transformer le flot sanguin pulsatile en un flot régulier. Les
pulsations doivent donc étre absorbées a un autre endroit dans I’arbre vasculaire. Dans ces
conditions, ce sont les artéres de résistance qui se trouvent a jouer ce role. Ce phénoméne
affecte particulierement les reins et le cerveau. En effet, les petites artéres menant aux
capillaires sont plus dilatées au niveau de ces tissus**” *!°. Elles opposent donc une moins
grande résistance au flot sanguin, et les pulsations sont transmises plus facilement aux
petits vaisseaux, qui sont endommagés. C’est ce qui explique pourquoi les
microcirculations des reins et du cerveau sont les plus affectées chez les personnes agées*''.
Les dommages au niveau des reins et du cerveau entrainent certaines conditions

. . , . . ., 412
pathologiques comme I’insuffisance rénale et les accidents vasculaires cérébraux” °.
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2.3.4. Traitement de I’hypertension systolique isolée

A. Style de vie sain

La premiere étape dans la prévention et le traitement de la rigidité artérielle consiste
a pratiquer un mode de vie sain. En effet, 1’activité physique, le maintien d’un poids santé
ainsi qu’un apport modéré en sel sont certains facteurs pouvant atténuer la rigidité
artérielle. Bien que 1’augmentation de la rigidité soit percue avec 1’dge méme chez une
personne sans maladie cardiovasculaire, elle est moins élevée chez les individus pratiquant

7 ‘y ces . 7 . N 413, 414
réguliérement une activité physique aérobique (ex : course a pieds)*'

. La rigidité peut
méme étre réduite, une fois établie, en adhérant a un programme d’exercice’”’. En
revanche, la pratique d’activités physiques en résistance (ex : musculation) augmente la
rigidité artérielle’'®. Les bienfaits de 1’exercice aérobique seraient en partie attribuables a

une stimulation de la production de NO*"7.

L’obésité est associée a une rigidité artérielle €levée. En effet, 1’obésité est souvent
associée au syndrome métabolique, ainsi qu’a une dysfonction endothéliale et une fonction
altérée des CMLVs pouvant contribuer au phénomene. Avec une perte de poids, il est ainsi
possible d’améliorer la compliance artérielle et de réduire les facteurs de risque
cardiovasculaire*'®. Bien qu’il existe plusieurs diétes entrainant la perte de poids, aucune
étude existante ne permet d’en favoriser une par rapport aux autres’ . Cependant, certains

r . . s sy : 420, 42
suppléments alimentaires sont associés & une VOP plus basse, dont les isoflavones* **!.

L’apport en sel dans I’alimentation a une influence importante sur la rigidité
artérielle. En effet, il a ét¢ démontré dans un modele animal, chez le rat, qu’une dicte riche
en sel augmentait la rigidité artérielle et modifiait la composition de la paroi vasculaire***.
Ces changements précédaient de plusieurs semaines 1’augmentation de la pression. Le sel
(NaCl) entraine une dysfonction endothéliale, une augmentation du tonus des CMLVs, un
épaississement de la paroi, une activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone
(SRAA) et une synthese accrue de collagene, de fibronectine, d’acide hyaluronique ainsi

u’un nombre accru de liaisons covalentes au niveau du collagéne****?*. Chez I’humain, il
9
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a ét¢ démontré qu’une réduction de I’apport sodé augmentait la compliance artérielle de
sujets 4gés™® *7. De plus, I’étude TONE (Trial of Nonpharmacologic Interventions in the
Elderly) a montré qu’en limitant I’apport en sel a 2g/jour chez des personnes agées, sur une
période de 30 mois, la pression artérielle diminuait. De plus, 40% des individus suivant

cette dite ont pu arréter leurs traitements anti-hypertenseurs**®.

B. Traitement pharmacologique

Le diagnostic de I’hypertension systolique isolée est probablement sous-évalué di
au fait qu’il dépend essentiellement de la pression systolique brachiale. En effet, plus on
s’éloigne du ceeur, plus la pression pulsée est amplifiée’®. Ainsi, la pression pulsée
brachiale est environ 15-20 mmHg plus ¢€levée que la pression pulsée aortique chez un
jeune adulte. Entre 1’age de 20 et de 80 ans, alors que la rigidité artérielle double, la
pression pulsée brachiale passe typiquement d’environ 35 a 60 mmHg, soit une
augmentation de 70%. Or, dans I’aorte, la pression pulsée passe d’environ 22 a 65 mmHg,

une augmentation de plus de 200%"® **

. Pour cette raison, certains chercheurs avancent
que les changements artériels associés a 1’dge ainsi que le concept d’hypertension sont
sous-estimés> > *°. Les différents paramétres de mesure de la rigidité artérielle décrits dans
le Tableau 6 pourraient peut-étre améliorer le diagnostic et diminuer le pourcentage

d’hypertendus non traités, qui se situe entre 11-20%"".

Le controle de la pression chez des sujets hypertendus agés est d’environ 20%,
principalement di 4 un mauvais controle de la pression systolique®™?. Ainsi, en 2000, la
pression systolique est devenue la cible principale des traitements anti-hypertenseurs*".
Malheureusement, ces traitements ont évolué en thérapies visant principalement a réduire
I’hypertension systolo-diastolique, mais ne sont pas nécessairement appropriés pour
I’HSI**. La plupart des traitements pharmacologiques entrainent la relaxation des CMLVs
et la vasodilatation artérielle, ce qui permet de réduire la résistance périphérique. Ainsi, le

tonus des CMLVs diminue, ce qui tend a réduire indirectement I’amplitude de I’onde de
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réflexion, de méme que les pressions systoliques et pulsées, et la VOP** #5%% Tl n’y a

cependant pas d’effet direct sur la rigidité artérielle.

Pour le traitement de 1I’HSI, le programme éducatif canadien 2010 recommande
’utilisation de diurétiques thiazidiques, de bloqueurs des canaux calciques dihydropyridine
(BCC), d’antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine I (ARA), d’inhibiteurs de I’enzyme
de conversion de 1’angiotensine (IECA) ou de beta-bloquants. Le traitement, ou la
combinaison de traitements, dépendra de la sévérité¢ de la pathologie et des co-morbidités
associées””’. Ces médicaments ont en effet montré des effets bénéfiques dans le traitement
de ’HSI. L’¢étude SHEP (Systolic Hypertension in the Elderly Program) a démontré les
effets d’un diurétique, la chlorthalidone, chez des hypertendus agés de plus de 60 ans avec
une pression systolique > 160 mmHg et une pression diastolique < 90mmHg. Ce traitement,
donné avec ou sans beta-bloquant, a permis la réduction des incidences d’accidents
vasculaires cérébraux de 36%, d’insuffisance cardiaque de 54%, d’infarctus du myocarde
de 27% et des événements cardiovasculaires totaux de 32% par rapport a un groupe

placébo**

. Une autre ¢tude, Syst-EUR, a étudi¢ les effets de la nitrendipine, un BCC. Ce
traitement, comparativement au placébo, a permis une réduction des AVC de 41% et des
événements cardiovasculaires totaux de 31%**'. Les ARA ont également démontré leur
efficacité dans la réduction de la pression artérielle et de I’hypertrophie cardiaque associée
a PHSI** *®. Ces médicaments montrent donc une utilité évidente pour traiter 1"HSI.
Cependant, il n’en demeure pas moins que la vasodilatation ne régle pas le probléme, c’est-
a-dire I’ensemble des modifications structurales que subit la matrice extracellulaire et les
changements au niveau de la signalisation cellulaire menant au développement de la rigidité
artérielle. Or, il est intéressant de constater que les traitements recommandés pour
I’hypertension systolique isolée ont également des effets au-dela de la vasodilatation. De

plus, certaines nouvelles thérapies ciblent directement les changements au niveau de la

paroi vasculaire.

Par exemple, I’inhibition du SRAA par des ARA, des IECA ou des antagonistes du

récepteur de 1’aldostérone (spironolactone, diurétique) prévient la fibrose au niveau du
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. \ . 444-44 A
ceeur et des vaisseaux dans des modeles animaux 7. Les ARA et IECA peuvent méme

. : 448-451
renverser la fibrose vasculaire et cardiaque®*®*

. Par ailleurs, il a ét¢ démontré qu’un
antagoniste du récepteur de I’endothéline (ETRA, Bosentan) pouvait également entrainer la
régression de la fibrose vasculaire’.  Un autre ETRA, le darusentan, a prouvé son
efficacité dans la prévention et la régression de I’augmentation de la calcification, du ratio
collagene/¢€lastine et de la pression pulsée dans un modele d’HSI chez le rat. Dans cette
méme étude, I’irbesartan, un ARA, et I’hydrochlorotiazide, un diurétique, ont pu prévenir le
développement d’HSI. Cependant, ils n’ont pu entrainer la régression de la calcification,

38 Dans

alors que seul I’ARA est parvenu a régresser 1’augmentation de la pression pulsée
le méme modele, une autre étude a montré la prévention de I’HSI par un BCC,
I’amlodipine, en empéchant la calcification vasculaire et I’augmentation de la rigidité
artérielle. L’amlodipine a également entrainé la régression de la calcification, mais non de

la rigidité artérielle, puisqu’elle n’avait pas d’impact sur la fibrose™".

Au niveau de la paroi vasculaire, le NO module le tonus vasculaire et fait
contrepoids a I’endothéline. Certaines ¢études ont ainsi illustré que 1’utilisation de
mononitrate d’isosorbide, une prodrogue menant a la formation de NO, permettait de
réduire I’onde de réflexion, la pression systolique et la pression pulsée®*™>. Une autre
alternative consiste a augmenter les effets endogenes du NO en bloquant le catabolisme du
GMPc via I’inhibition de la phosphodiestérase 5. Dans ce contexte, l’'utilisation du
sildenafil a entrainé une diminution de I"onde de réflexion et de la pression pulsée*™®. Il a
¢galement été démontré que le T-1032 prévenait la calcification vasculaire dans un modele
ex vivo. Cependant, le tadalafil, un autre inhibiteur de la phosphodiestérase 5, n’a pas
entrainé I’inhibition de la calcification in vivo®’. Les statines, inhibiteurs de la HMG-CoA
(3-hydroxy-3-méthyl-glurayl-CoA reductase) peuvent ¢également améliorer la rigidité
artérielle, en partie via I’activation de la eNOS*'"> ***_ En effet, certaines statines peuvent

induire la phosphorylation de eNOS en activant Akt dans les cellules endothéliales*” .

Par ailleurs, il semblerait qu’un lien existe entre la résorption osseuse et la

. . . 461 . . . . .
calcification vasculaire®'. Le « calcification paradox » provient d’ailleurs du fait que la
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calcification vasculaire est souvent plus élevée chez les sujets souffrant d’ostéoporose par
. . 462. 4 , . ., N
rapport aux sujets sains**> *“*. En outre, une réduction de la densité osseuse est associée a

une augmentation de la VOP ***

. Par ailleurs, il a été suggéré que les bisphophonates, qui
réduisent la résorption osseuse, pouvaient prévenir le développement de 1’¢lastocalcinose
chez le rat*®. Les bisphosphonates sont des analogues du pyrophosphate inorganique (PPi)
résistants 4 la dégradation enzymatique*®®. Le PPi, dont la production dépend du

. 2 467
transporteur membranaire ank %9:

et de [’ectonucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase 1 (NPP1)**®, inhibe la formation des cristaux d’hydroxyapatite et la
minéralisation tissulaire”” *'" *%® 11 est également le substrat de ’alcaline phosphatase, qui

I’hydrolyse afin d’induire le dépot de calcium®®.

Employés a faibles doses, les
bisphosphonates sont utilisés pour traiter des maladies osseuses caractérisées par une
résorption osseuse accrue, telles que 1’ostéoporose, la maladie de Paget, les Iésions
ostéolytiques et 1’hypercalcémie associée au myélome multiple*®. Les bisphosphonates
agissent en inhibant la différenciation des ostéoclastes, en induisant 1’apoptose des
ostéoclastes et en réduisant D’activité ostéoclastique par inhibition de la prénylation
protéique*®. Utilisés a doses plus élevées, les bisphosphonates peuvent également inhiber

la calcification vasculaire en empéchant la formation et 1’agrégation de phosphate de

calcium et la formation de cristaux d’hydroxyapatite*®’.

Certaines nouvelles avenues thérapeutiques ciblent directement les liaisons
covalentes qui se forment au niveau des protéines de la matrice extracellulaire. C’est le cas
de PALT-711, une molécule qui brise les AGEs. Bien que I’ALT-711 ait entrainé une
diminution de la rigidité artérielle de 25% chez le singe*”", les résultats chez 1’humain ont
montré des effets moins importants. En effet, une étude a démontré une augmentation de la
compliance de 15% et une diminution de la VOP de 8%"'". Dans une seconde étude, aucun

effet n’a été observé sur la distensibilité aortique*’>.
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2.3.5. Modeéles animaux

Les modeles animaux ont pour but de reproduire chez 1’animal, sur une période
relativement courte, I’ensemble des changements observés chez ’homme, souvent sur une
longue période (personne agée), menant a une condition pathologique. Les modeles
animaux sont utilisés en recherche pré-clinique pour effectuer des expériences de preuve de
concept et pour déterminer I’efficacit¢ d’un nouveau candidat de traitement, en regard a

. . . . . 473. 474
certains biomarqueurs de la fonction cardiovasculaire’* *’

. Dans le contexte de la rigidité
artérielle, les premiéres expériences animales datent de 1881%”°. Aujourd’hui, les modéles
animaux sont diversifiés, passant par [’occurrence naturelle de la pathologie avec le
vieillissement, a 1’induction par une intervention chirurgicale, un traitement chimique ou
une modification génétique. La rigidité artérielle peut ainsi étre reproduite par 1’induction

. , e 4 . o1 4
d’une ischémie’’® ou en remplacant I’aorte par un tube rigide®’.

Cependant, le
rapprochement avec la pathologie de I’hypertension systolique isolée n’est pas toujours
évident. Les modeles les plus utilisés sont ceux qui reproduisent I’augmentation de
calcification vasculaire médiale au niveau de la matrice extracellulaire dans le

vieillissement. Les avantages et inconvénients de ces modeles sont décrits au Tableau 8.

A. Modéle de vieillissement

Il est probable que le rat et les autres animaux utilisés en laboratoire ne vivent pas
assez longtemps pour développer les mémes altérations cardiovasculaires que celles
observées chez 1’homme, particulicrement chez un sujet agé. Cependant, bien que les
durées de vie soient différentes, il n’y a pas de raison de croire que les séquences
d’événements pathophysiologiques soient différentes chez ’homme que chez les autres
animaux”’ . Ainsi, le modéle animal qui, potentiellement, peut reproduire le plus fidélement
I’augmentation de la calcification et de la rigidité artérielle observées chez I’homme est
celui du vieillissement chez I’animal. A ce sujet, une étude de Kieffer et al. en 2000 a

démontré I’augmentation de la calcification artérielle dans 3 souches de rats: Wistar,
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Fischer 344 et Wistar Kyoto, entre 1’age de 3 et 30 mois. Les auteurs ont également
observé une augmentation de la pression systolique chez le rat Wistar Kyoto de 130 mmHg
a 159 mmHg entre 1’dge de 3 et de 15 mois. Toutefois, cette augmentation n’est pas
discutée puisque les auteurs ne comparent pas les groupes Wistar Kyoto 3 mois vs 15 mois.
En effet, les auteurs spécifient plutdét ne pas avoir observé de changement de pression.
Pourtant, ’augmentation de 29 mmHg entre les Wistar Kyoto de 3 mois et les Wistar
Kyoto de 15 mois est probablement significative, vus le n (12 et 13) et I’erreur type de la
moyenne (2 et 4 mmHg) de ces groupes®’®. Michel et al. ont également étudié 1’effet du
vieillissement sur la fonction et la structure des vaisseaux chez le rat. Bien qu’aucune
augmentation significative de la pression artérielle systolique ait ¢ét€¢ notée, une
augmentation de la pression pulsée et de la rigidité artérielle ont été observées'”’. Par
ailleurs, méme si le rat agé a une augmentation de calcification et de rigidité artérielles,
aucune ¢tude ne fait 1’association entre le modele de vieillissement chez le rat et le
développement de I’hypertension systolique isolée. Il serait intéressant d’étudier I’effet du
vieillissement chez le rat au-dela de 30 mois. Cependant, le taux de mortalit¢ des rats
augmente rapidement au-dela de I’age médiant, ¢’est-a-dire environ 27 mois*”>. Si on ajoute
a cela le cofit ¢levé pour I’hébergement des rats sur une telle période et le manque de
flexibilit¢é d’une étude de régression, la plupart des études semblent réfractaires a ce

modéle.

B. Modéles génétiques

a. Souris déficientes en MGP

La MGP (matrix gla protein) lie le calcium sous forme ionique ou crystalisée
(hydroxyapatite) et I’empécherait de se fixer dans la matrice de la paroi vasculaire. Le
mécanisme exact par lequel elle agit n’est toutefois pas connu*®. Le role essentiel de la
MGP dans la prévention de la calcification vasculaire a été révélé par une étude de Luo et

al. publiée en 1997. Cette ¢tude a démontré que des souris MGP™” se développent a terme et
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n’ont pas de phénotype particulier dans les premieres semaines de vie. Cependant, elles
meurent dans les deux premiers mois de vie. En effet, une calcification vasculaire massive

se développe et entraine la rupture de ’aorte, causant la mort par hémorragie®® (Figure 26).

A

Figure 26 : Calcification aortique chez la souris MGP

Ctl

Coloration Von Kossa de coupes transversales d’aortes chez la souris de type sauvage (Ctl) et déficiente en

MGP (Mgp -/-). La fléche point une zone de calcification sur une des lamelles élastiques.

Adapté de **'.
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b. Souris déficientes en MGP et OPN

L’ostéopontine (OPN) est normalement exprimée au niveau osseux, ou elle régule la
minéralisation en stimulant les ostéoclastes via I’intégrine OLVB3482. Elle est également
présente au niveau de la paroi artérielle, au cours de la calcification artérielle médiale®®, ou
elle prévient la croissance des crystaux d’hydroxyapatite*™. Or, les souris déficientes en
OPN ne développent pas de calcification vasculaire, puisque I’OPN n’est pas exprimée
dans les parois vasculaires en conditions physiologiques normales™*. Par contre, les souris
déficientes en MGP et OPN calcifient 2 fois plus que les souris MGP™" aprés 2 semaines, et

4 fois plus au bout d’un mois. La mortalit¢ survient en moyenne deux semaines plus tot

dans les souris MGP™”-OPN™" que dans les souris MGP™" (Figure 27).

Figure 27 : Calcification aortique dans le modéle MGP"OPN™ chez la souris

A B ¥

M

ctl  MGP-/-
= OPN -/-

Coloration Von Kossa sur des sections transversales d’aortes de souris de type sauvage (Ctl, A) et déficientes

en MGP et OPN (MGP-/-OPN-/-, B). Les fleches montrent les zones calcifiées dans la média (M). Ad

représente I’adventice et L la lumiére.

Adapté de **.

C. Modéles d’induction chimique

a. Modeéle vitamine D et nicotine

Le modele de rats VDN utilisé aujourd’hui constitue une adaptation d’un modele
préalablement établit par Fleckenstein en 1985, qui comportait un taux de mortalité trop

élevé®™ . L’injection intramusculaire de vitamine D3 (300 000IU/kg) ainsi que deux doses
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orales de nicotine (25mg/kg) entrainent une calcification massive au niveau des fibres
élastiques de la média aortique™® **". Le cceur, les reins et d’autres organes montrent
¢galement une calcification, bien qu’elle soit moins importante. La vitamine D3 entraine
une hypercalcémie temporaire tandis que la nicotine potentialise I’accumulation de calcium

. o, . 24 . .4
via la libération accrue de Ca®" intracellulaire*®®

et la stimulation de la fragmentation
d’¢lastine®™’. Le modele est également associé 4 ’augmentation de I’activité de la
phosphatase alcaline et du co-transporteur de phosphate Pit-1*°. Ce modéle s’accompagne
d’une augmentation de la rigidité artérielle et entraine le développement de I’hypertension

systolique isolée®’ (Figure 28).

Figure 28 : Calcification aortique dans le modele VDN

Coloration Von Kossa d’une coupe transversale d’aorte d’un rat VDN. La fléche pointe une zone de
calcification sur une lamelle élastique de la média. L représente la lumicre du vaisseau. Les zones rose

foncé/rouges représentent les macrophages (triangle noir).

Adapté de **.

b. Modéle de chlorure de calcium

L’application péri-artérielle de faibles concentrations (0,1mM a 0,2mM) de chlorure

de calcium (CaCl;) au niveau de l’aorte abdominale constitue un modéle de lésion



102

vasculaire chez le rat et la souris. Il est associé a une importante calcification et dégradation
de 1’¢lastine®®’. L’application préalable de chlorure d’aluminium (0,0025mM) prévient le
développement de la calcification, de méme que I’induction d’une déficience en MMP-2 ou
MMP-9. Le TGF-B1, un facteur déterminant dans la réponse & une 1ésion*”’, serait impliqué

dans ce modele de calcification. (Figure 29)

Figure 29 : Calcification aortique dans le modéle de calcification au CaCl, chez la

souris

NaCl
- .
L QR
A LN
! CTL

Coloration au rouge Alizarin de coupes transversales d’aortes de souris de type sauvage (Ctl) traitées avec du
NaCl (souris témoins, A) ou du CaCl, (B). Les zones calcifiées sont colorées en rouge. L représente la

lumiére.

Adapté de *%.

c. Modele warfarine-vitamine K (WVK)

L’activité anti-calcifiante de la MGP dépend de la modification de ces cinq acides
glutamiques (Glu) en acides carboxyglutamiques (Gla) par une enzyme dépendante de la

491

vitamine K1 (hydroquinone), la y-glutamate carboxylase™ . Ce sont les résidus Gla qui, en

liant I’hydroxyapatite, préviendraient son dépdt au niveau de la paroi artérielle*”.
L’utilisation de warfarine empéche le recyclage de la vitamine K en sa forme active (K1)
en bloquant deux enzymes : la vitamine K époxide réductase (VKOR) et la vitamine K
réductase (VKR). La MGP se trouve toujours dans la paroi, au niveau de la calcification,

mais sous sa forme inactive. Or, puisque la vitamine K1 participe a la formation de facteurs
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de coagulation, la warfarine entraine ¢galement des hémorragies chez les rats.
L’administration de vitamine K quinone (phytonadione) prévient ’hémorragie. En effet, la
vitamine K quinone est utilisée par une enzyme du foie, la DT-diaphorase, qui permet sa
réduction en vitamine K1*°. De plus, cette enzyme étant 100 fois moins active dans 1’aorte
que dans le foie, la vitamine K1 aortique n’est pas formée en quantité¢ suffisante pour

inhiber la calcification (Figure 30).

Figure 30 : Fonctionnement du modéle warfarine-vitamine K

M G P y-glutamate carboxylase M G p

GlaGlaGlaGlaGla

GluGluGIuGIuGlu

Vit. K époxide Vit. K hydroquinone

KO r&Xase K ré%se

DT-diaphorase
(Foie)

Warfarine

Vit. K quinone

Facteurs de coagulation

Ce mode¢le a été adapté dans notre laboratoire a partir du modele établi par Price et

al.**. Ce dernier impliquait trois injections par jour, soit deux injections de warfarine et une
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injection de vitamine K. Nous administrons plutot la warfarine dans 1’eau de boisson, alors
que la vitamine K est injectée tous les deux jours. Dans notre laboratoire, le modele WVK
entraine 1’augmentation de la calcification, au niveau des lamelles ¢€lastiques de la média

333

(Figure 31), durant la deuxiéme semaine de traitement™". Un plateau de calcification est

atteint autour de la 4° semaine, qui est maintenu jusqu’a la 8° semaine de traitements™ .
Cette calcification s’accompagne d’une augmentation des pressions systolique et pulsée, de
la rigidité artérielle, et mene au développement de I’HSI. Ce modéele s’apparente a la
calcification vasculaire chez des patients agés, ou 1’expression et 1’activité de la MGP sont

.. ’ 122, 364, 365
diminuées “~ 77" 77",

Figure 31 : Calcification aortique dans le modéle WVK chez le rat

A

Adv
S -
/}-\J \frm\f\——\md
Lum

Coloration Von Kossa d’une coupe transversale d’aorte de rat WVK. La calcification se situe principalement

au niveau des lamelles élastiques prés de I’adventice (Adv). Med représente la média et Lum la lumiére du

vaisseau. La fléche point une zone de calcification.

Adapté de *%.
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Tableau 8: Avantages et inconvénients des différents modéles animaux de

calcification vasculaire médiale.

Modgéles Avantages Inconvénients
Couteux
Vieillissement (rats) Physiologique Peu flexible

Lien avec pathologie
humaine incertain

Souris MGP Mc?camsme spec1ﬁ‘que Calcification exagérée
M¢écanisme endogene
. /- /- 4 1 5ci . .
Souris MGP™"OPN Mc?camsme spec1ﬁ‘que Calcification exagérée
M¢écanisme endogene
Calcification exagérée
Rats VDN Flexible Mécanlsme non spe@ﬁque
Lien avec pathologie
humaine incertain
Non physiologique
Rats CaCl, Rapide Lien avec pathologie
humaine incertain
Coliteux (vitamine K)
. . . Demande beaucoup de
Lien avec pathologie humaine
Rats WVK temps

Flexible
Mécanisme endogeéne

Warfarine métabolisée par
CYP2C9, implique de
nombreuses interactions
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2.3.6. Modéles in vitro et ex vivo

Les conditions menant a la formation de crystaux d’hydroxyapatite, soit une
concentration €levée de calcium et de phosphate dans les artéres chez I’homme et 1’animal,
peuvent également étre reproduites en milieu de culture®”. En effet, en élevant les niveaux
de phosphate dans le milieu de culture des CMLVs, il est possible d’entrainer la formation
de crystaux d’hydroxyapatite et d’induire la calcification de la matrice extracellulaire

496-4
entourant les cellules®® .

Ex vivo, des anneaux aortiques peuvent également €tre mis en culture en présence
de 3,8 mM de phosphate (NaH,PO4), 10 mM de B-glycérophosphate ou 7,5 unités/mL de
phosphatase alcaline. Apres 9 jours, la coloration Von kossa révele une calcification
vasculaire médiale, identifiée comme étant un dépot de crystaux d’hydroxyapatite par

1
rayons X 00. 301,
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Objectifs

Le vieillissement vasculaire est associé a plusieurs changements au niveau de la
matrice extracellulaire. En effet, on assiste a 1’activation d’enzymes, 1’accumulation et la
dégradation de protéines matricielles et 1’activation de facteurs fibrotiques et pro-
calcifiants. Ces modifications ont un impact au niveau des cellules de la paroi vasculaire,
qui, elles aussi, peuvent orchestrer une multitude de changements au sein de leur
environnement, soit la matrice extracellulaire. En conséquences, la composition, la
structure et 1’organisation de la paroi sont chambardées et entrainent une augmentation de
la rigidité artérielle. Cette derniere influence a son tour les parametres hémodynamiques et

meéne au développement de 1’hypertension systolique isolée.

Dans tout le processus de modifications de la matrice extracellulaire, certains
facteurs sont bien identifiés, alors que d’autres demeurent inconnus. Durant mon doctorat,

j’at voulu:

a. Etablir la séquence des événements qui ont lieu au niveau de la matrice

extracellulaire lors du développement de I’hypertension systolique isolée.

b. Evaluer 1’importance de la transglutaminase 2 dans le processus
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Résultats
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3.1. Résumé

L’hypertension systolique isolée est associée a une activité élastase accrue, a une
calcification artérielle médiale et a une augmentation de la rigidité vasculaire. Notre
objectif était de déterminer ’imprtance de 1’activité élastase et de la dégradation de la

matrice extracellulaire dans le développement de 1’¢lastocalcinose.

Le développement de 1I’hypertension systolique isolée est induit in vivo et ex vivo,
chez le rat, en utilisant la warfarine. Les parametres hémodynamiques, 1’accumulation de
calcium, la dégradation de 1’¢lastine, la signalisation du TGF-8 et I’activité élastase ont été
évalués entre 0 et 28 jour(s) de traitement a la warfarine. Les métalloprotéinases, sérine-
protéases et cystéine-protéases ont été¢ bloquées pour mesurer leur implication relative dans
la dégradation de 1’¢lastine. L’¢élastocalcinose et la dégradation de 1’¢élastine ont progressé
graduellement et parallélement, pour atteindre des niveaux significatifs apres 21 jours de
traitement. L’activit¢ de MMP-9 était augmentée apreés 5 jours de traitement, alors que la
signalisation du TGF-B était accrue apres 7 jours. Ces augmentations €taient transitoires. La
calcification a pu €tre prévenue in vivo en bloquant 1’activation des métalloprotéinases avec

la doxycycline et ex vivo en bloquant la signalisation du TGF-B avec le SB-431542.

L’activation précoce de MMP-9 précede I’augmentation de la signalisation du
TGF-B, ’apparition de 1’¢lastocalcinose et I’augmentation de la rigidité artérielle dans le
développement de I’hypertension systolique isolée. La modulation de la dégradation de la
matrice extracellulaire pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique pour prévenir
I’augmentation graduelle de la rigidité durant le vieillissement, qui meéne a 1’hypertension

systolique isol¢e.
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3.2. Abstract

Objective: Isolated systolic hypertension is associated with increased elastase
activity, vascular calcification and vascular stiffness. We sought to determine the
importance of elastase activity and matrix degradation in the development of

elastocalcinosis.

Methods and Results: Elastocalcinosis was induced in vivo and ex vivo using
warfarin. Hemodynamic parameters, calcium deposition, elastin degradation, TGF-B
signaling and elastase activity were evaluated at different time points in the in vivo model.
Metalloproteinases, serine proteases and cysteine proteases were blocked to measure their
relative implication in elastin degradation. Gradual elastocalcinosis was obtained, and
paralleled the elastin degradation pattern. MMP-9 activity was increased at 5 days of
warfarin treatment, while TGF-B signaling was increased at 7 days. Calcification was
significantly elevated after 21 days. Blocking metalloproteinases activation with

doxycycline and TGF-B signaling with SB-431542 were able to prevent calcification.

Conclusions: Early MMP-9 activation precedes the increase of TGF- signaling,
and overt vascular elastocalcinosis and stiffness. Modulation of matrix degradation could
represent a novel therapeutic avenue to prevent the gradual age-related stiffening of large

arteries, leading to isolated systolic hypertension.
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Condensed abstract

The objective was to determine the importance and timing of matrix degradation in relation
to elastocalcinosis associated with enhanced vascular stiffness. Matrix degradation and its
cellular signaling are essential to elastocalcinosis and precede elastin fragmentation, overt
calcification and enhanced vascular stiffness. These early events could represent means to

limit stiffening of large arteries.

Key words: Vascular calcification, Elastocalcinosis, elastases, extracellular matrix, MMP-

9, TGF-8
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3.3. Introduction

With aging, alterations of the vascular structure and function occur, including
medial arterial calcification (medial elastocalcinosis MEC) or elastocalcinosis and elastin
degradation '. These modifications induce gradual stiffening of arteries that contributes to
the development of isolated systolic hypertension (ISH), the predominant type of

hypertension in elderly patients.

Elastocalcinosis is characterized by a deposition of hydroxyapatite on the elastic
lamellae of arteries. It occurs independently of atherosclerosis 2. Until recently, it was
considered as a passive process, taking place with time. However, several studies
demonstrated that vascular calcification is an active phenomenon controlled by serum and
matrix proteins, such as matrix Gla protein . Moreover, it involves phenotypic changes of

vascular smooth muscle cells with the expression of bone-related proteins *.

Aging is associated with an increased collagen/elastin ratio explained in part by an
enhanced degradation of elastin > °. Indeed, elastase activity, mainly endopeptidases,
including cysteine proteases, serine proteases and metalloproteinases, is increased with age
in human aortas ’. In the context of aging and vascular calcification, metalloproteinases,
especially matrix metalloproteinases (MMPs), have been thoroughly studied. Investigations
on the genetic mutations of MMPs demonstrated its contribution to age-related large artery
stiffening * °. Furthermore, enhanced MMP-9 and MMP-2 levels and serum elastase
activity were observed in patients with ISH and correlated independently with PWV '°. In
2000, Vyavahare et al showed for the first time that elastin calcification was blunted by a
site specific delivery of MMP inhibitor''. Moreover, Qin et al. demonstrated, in an animal
model, that matrix metalloproteinases inhibition with doxycycline and GM6001 decreased
hydroxyapatite accumulation in the aorta '>. These results suggest that MMPs and elastin
degradation are involved in MEC.

Elastin degradation induces the release of soluble elastin peptides and TGF-B1 *°.

14

These peptides interact with elastin-laminin receptor (ELR) and TGF-B receptor,
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respectively. Simionescu et al. demonstrated that elastin peptides (through ELR) and TGF-
B1 induced phenotypic changes of VSMCs with osteogenic responses '°. Moreover, TGF-B

stimulated vascular cells with an osteogenic phenotype to calcify '°.

Therefore, evidence is mounting that MMPs and elastin degradation are implicated
in the calcification process. However, many questions remain unanswered. Indeed, we do
not know the implication of MMPs in a physiopathological model that seems relevant to
the human condition. Moreover, when the enzymes intervene in the process is also an open
question. Finally, do MMPs act alone or do other elastases also contribute? This study
aimed at answering these uncertainties. Our working hypothesis is that elastase activity and
extracellular matrix degradation are essential to the early development of arterial

elastocalcinosis in ISH and that MMPs are not the only elastases implicated.

In order to test this hypothesis, we used an animal model of arterial elastocalcinosis
based on an impairment of matrix Gla protein (MGP) carboxylation, a protein able to
prevent calcification. Recently, undercarboxylated MGP was associated with vascular
calcification in patients '’. High doses of warfarin were administrated to prevent the
vitamin K dependent MGP carboxylation, while bleeding was prevented by concomitant
administration of phylloquinone (vegetal vitamin K quinone) used by the liver but not by
the vessels for protein carboxylation. With this model, we previously observed a specific
accumulation of hydroxyapatite on elastin fibers '™ '°. We also demonstrated an increased

18, 20

collagen/elastin ratio and phenotypic changes in vascular wall demonstrated by

changes in osteopontin expression '
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3.4. Methods

In vivo experiments
Treatments

Male Wistar rats (initial weight of 175-200g, n = 6-20 per group) were obtained
from Charles River Breeding Laboratories (St-Constant, Qc, Canada). They received
warfarin (20 mg. kg™'. day”' in drinking water) and vitamin K (phylloquinone, 15 mg. kg™
day™ sub-cutaneous injection) (WVK) during 1, 3, 5, 7, 14, 21 and 28 days. Dosages were
adjusted every second day. Controls consisted of age-matched untreated rats (Ctrl). In
additional rats, doxycycline, a non-selective MMP inhibitor, was administrated (30 mg. kg’
' day™, in the food) during 14 days, from day 1 to day 14 (WVKag+Doxy.14) or day 15 to
day 28 (WVKys+Doxyis.28) and during 28 days (WVKjg+Doxyi.25), concomitantly with 28
days of WVK. All animal experiments were approved by the Animal Care and Use

Committee of Université de Montréal.

Hemodynamic parameters

Animals were anesthetized with pentobarbital (65 mg/kg) and short catheters
(polyethylene-50, approx. 10 cm, Folioplast SA, France) were inserted into the distal
abdominal aorta through the left femoral artery and into the aortic arch through the left
carotid. Catheters were connected to a pressure transducer to allow the measurement of
systolic (SBP) and diastolic blood pressures (DBP) at each location. Mean arterial blood
pressure (MBP), as well as carotid and femoral pulse pressures (PP) were calculated from
these parameters. Pulse wave velocity (PWV) was measured by the foot-to-foot method
from the 2 signals, as previously described '*. Finally, the aorta was harvested. Portions
were frozen at — 80 °C for calcium amount, western blot analysis and elastases activity
evaluation. A section of aorta was fixed in 4% cacodylate-buffered paraformaldehyde and

embedded in paraffin blocks for histological evaluation.



116

Vascular wall composition

To measure calcium content, sections of the aorta were dried at 55°C and calcium
was extracted with 10% formic acid (30 pL/mg of dry tissue) overnight at 4°C. The
colorimetric quantification was achieved through a reaction with o-cresolphtalein (Teco

Diagnostics, Anaheim CA, USA).

Fragmentation of the medial elastic fiber network (excluding the external and
internal laminae) and calcium deposition were evaluated on 7-um thick sections stained
with Weigert solution ** and von Kossa, respectively. The number of elastin breaks was

evaluated by a blinded observer.

Elastolytic activity

Proteins were extracted from aorta using 20 mM Tris HCI pH 7.5, 5SmM EGTA,
150mM NaCl, 20mM Glycerophosphate, 10mM NaF, 1% Triton X-100, 0,1% Tween 20.
Elastase activity was evaluated using EnzChek elastase activity assay kit (Molecular Probes
by Invitrogen, Burlington, On, Canada). This kit contains DQ elastin that becomes
fluorescent once digested by elastases and proteases. After incubation at 37°C during 18
hours, the fluorimetric reaction was revealed at 505/515 nm. The results were normalized
with porcine pancreatic elastase and expressed as elastolytic activity of pancreatic elastase
equivalent units. In order to determine the different families of elastases involved, anti-
proteases were added to the samples: aprotinin (2ug/mL) for serine proteases, 1,10

phenanthroline (10mM) for metalloproteinases and E-64 (10uM) for cysteine proteases.

For western blot, immunoprecipitation and zymography analysis, proteins were
extracted from rat aorta using 20mmol/L Tris HCI pH 7.5, SmM EGTA, 150mM NaCl,
20mM Glycerophosphate, 10mM NaF, 1% Triton X-100, ImM sodium orthovanadate,
0,1% Tween 20, 1 pg/mL aprotinin and ImM PMSF *.
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MMPs and TIMPs activity

MMPs activity was measured by standard gelatin zymography. Sample, renaturation
and incubation buffers were purshased from Biorad. SDS-polyacrylamide gels were
incubated 36 hours at 37 °C. Active MMP-2 and MMP-9 were localized at 62kDa and 82
kDa respectively, and visualized as areas of lytic activity on an otherwise blue background.
TIMPs activity was evaluated by reverse zymography. A mix of human MMP-2/MMP-9
(Chemicon Inc., Temecula, CA, USA) was incorporated into gelatin-containing zymogram
gel at 0.13 pg/mL **. Active TIMP-1 (27 kDa) and TIMP-2 (21 kDa) were visualized as
undigested bands (dark blue) on an otherwise clear background. Activity was expressed in

arbitrary units and normalized by control values (presented as 100).

Western blot

For western blot analysis, equal amounts of proteins (30 pg) were resolved by
electrophoresis on 12% PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. Afterward,
membranes were incubated overnight at 4°C with Cbfa-1 antibody (Chemicon, 1: 200 in
5% nonfat milk). Following 4 washes of 5 min with TTBS, membranes were incubated
with anti-rabbit secondary antibody (New England BioLabs, Pickering, On, Canada) 1:
2000 for 45 minutes at room temperature. Immunoreactive bands were then revealed with
ECL reactive (GE Healthcare, Baie d’Urfé, Qc, Canada) using the Typhoon scanner 9410.
Protein loading normalization was established using a B-actin antibody 1: 5000 (Sigma,

Oakville, On, Canada) and the results were expressed as percent change relative to controls.

For immunoprecipitation analysis, 350 pg of protein extracts from rat aorta were
incubated overnight at 4 °C with polyclonal Smad 2/3 antibody (New England BioLabs, 1:

100). The immune complexes were then collected with protein G sepharose beads. Binding
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of Smad 2/3 to Smad 4 was assayed by Western blot using Smad 4 antibody (New England
BioLabs, 1: 1000) corrected by Smad 2/3 protein content.

EXx vivo experiments

Aortic segments of untreated Wistar rats were placed into DMEM (Hyclone by
Fisher scientific, Whitby, On, Canada) containing 1.8 mM Ca ** and 0.9 mM PO, > with
penicillin and streptomycin. Medium was maintained at 37°C in a 5% CO, atmosphere and
changed every 2 days. In order to induce calcification, 10 uM of warfarin was added to the
medium. The concentration of PO4 > was increased to 3.8 mM, two days after the addition
of warfarin. The aortic rings were placed in this medium with high PO4 * and warfarin
during 4 days (CM). Thereafter, they were cleaned in PBS and frozen at -80°C or fixed in
paraformaldehyde for paraffin sectionning. For viability staining, the aortic rings were
incubated with 0.5 mg/mL methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) in DMEM
for 3 hours at 37°C and washed in physiologic saline three times, and then embedded for
frozen sectioning. Calcification was assessed by both von Kossa staining and colorimetric

quantification.

In order to determine the implication of different families of elastases in vascular
calcification, antiproteases were added to the media : aprotinin (2 pg/mL) for serine
proteases, E-64 (10 uM) for cysteine proteases, 1,10 phenanthroline (10 mM) or
doxycycline (100 pg/mL) for metalloproteinases. Moreover, the addition of SB-431542 (10
uM), an inhibitor of activin receptor-like kinase, and lactose (5 mM), an elastin-laminin
receptor antagonist allowed to evaluate the involvement of TGF-81 and elastin-derived

peptides in this process.
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Drugs and statistical analysis

All drugs were purchased from Sigma Chemical Co. unless specified otherwise.
Values are expressed as mean + SEM. An ANOVA followed by Bonferonni's correction

was used to compare the groups. We used the one sample t test and fixed control values at

100 in zymography analysis.
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3.5. Results

In vivo experiments
Hemodynamic parameters

WVK treatment induced isolated systolic hypertension after 28 days. This was
associated with an enhanced pulse pressure, suggesting increased arterial rigidity. In fact,
an elevated vascular stiffness was observed by measuring the pulse wave velocity, a blood
pressure independent parameter. From this method, gradual stiffening (PWYV) of the aorta
was observed with WVK treatment, reaching significance after 21 days (Figure 1A), while

the maximum value was obtained after 28 days of treatment.

Vascular wall composition

Calcium content in the aorta followed a similar pattern as the one observed for
PWYV. Indeed, a gradual increase of vascular calcification was observed from day 7 to day
28 of WVK treatment. This increase was significant after 21 days of WVK treatment.
However, the maximum value was not obtained until the 4th week of treatment (Figure

1A). This calcium deposition was localized on the elastic lamellae (Figure 1B).

The breaks in the elastic network of the vascular wall perfectly matched the kinetic
defined by vascular calcification. As demonstrated in Table 1, this parameter was also
significantly increased compared to controls after 21 days of WVK treatment, and reached

its maximum after 28 days.
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Figure 1
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Figure 1: (A) Gradual calcification (squares) and vascular stiffening (PWV, diamonds) in
the warfarin/vitamin K model. *P < 0.05 vs Ctrl. (B) Von Kossa staining of an aorta of a rat
treated with WVK during 28 days and (C) of an aorta treated ex vivo with a calcifying

medium during 4 days. L : lumen; M: media; A: adventitia
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Phenotypic changes

In line with the increase in vascular calcification, we observed a time dependant
increase in the expression of Cbfa-1, evaluated by western blot normalized with B-actin
(n=5 per group). The increase reached significance after 21 days of WVK treatment (WVK
21days : 0.300 = 0.035 vs Ctrl: 0.122 = 0.017, p<0.05) and plateaud at 28 days (0.315 =
0.053, p<0.05) (see supplemental data, figure A).

Ex vivo model of elastocalcinosis

To assess cell viability, aortic rings were incubated with MTT at the end of a six day
culture period. The smooth muscle cells in the media of the vessels exposed to the
calcifying media were stained. This did not differ from fresh aortas. Moreover, aortic rings
exposed to a non-calcifying media presented a similar staining (data not shown). Incubation
of aortic sections in DMEM with warfarin and high concentration of PO, induced a
significant increase of calcium amount in the vascular wall (Ctrl: 0.35 = 0.05 vs CM: 4.41 =
1.08 pg/mg of dry tissue, p < 0.05). Von Kossa staining showed calcification on the elastin

lamellae of aortas incubated in calcifying media (Figure 1C).

Elastolytic activity in vivo

Elastolytic activity was already increased after 7 days of WVK treatment, and the
augmentation was significant and maximal after 14 days of WVK treatment (Figure 2A). At
this time-point, 1,10-phenanthroline, the inhibitor of metalloproteinases, completely
suppressed elastolytic activity (Figure 2B). However, serine and cysteine proteases
inhibitors did not decrease significantly elastase activity at 14 days. 1,10-phenanthroline

reduced elastolytic activity at all time-points (data not shown).
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Figure 2
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Figure 2: (A) Total elastase activity during elastocalcinosis development. (B) Elastin
degradation at 14 days of WVK treatment, with or without elastase inhibitors. *P < 0.05 vs
Total. (C) Effects of elastase inhibitors on ex vivo elastocalcinosis. Ctrl: control, CM:
calcifying medium, treatment with 3.8 mM PO, and 10 uM warfarin during 4 days,
aprotinin: 2 pg/mL of aprotinin associated with CM, E-64: 10 uM of E-64 associated with
CM, 1,10-phenant: 1mM of 1,10-phenanthrolineee with CM and doxycycline: 100 pg/mL
of docycycline with CM. *P < (.05 vs Ctrl, o P <0.05 vs CM.
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Elastases implication ex vivo

In this direction, inhibition of different families of elastases demonstrated that only
metalloproteinases seemed to be important in calcification, using our ex vivo model.
Indead, 1,10-phenanthroline and doxycycline, two nonselective inhibitors of
metalloproteinases, significantly prevented calcification, whereas aprotinin and E-64 did

not (Figure 2C).

MMPs and TIMPs activity in vivo

Gelatine zymography on aortic extracts allowed visualization of MMP-9 and MMP-
2 activity. Whereas MMP-2 activity remained unchanged during WVK treament, a
transient and significant increase of MMP-9 activity was observed after 5 days of WVK
treatment (Figure 3A). MMP-9 activity went back to a normal level at 14 days of WVK
treatment. These variations of MMP activity were not associated with changes of TIMP-1

or TIMP-2 activity (data not shown).

The implication of metalloproteinases in the elastocalcinosis process was confirmed
by doxycycline treatment in the rat model. When doxycycline was added to the WVK
treatment, both calcium content (Figure 3B) and elastin fragmentation (Table 1) were
significantly prevented with the three administrations regimen of doxycycline. However,
only 28 days of doxycycline could successfully prevent the increase in vascular stiffness
(Table 1). Indeed, administration of doxycycline for the first or second half of the WVK
treatment had no effect on PWV. Moreover, 28 days of doxycycline partially reduced Cbfa-

1 expression (45 + 22%, ns).
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Figure 3
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Figure 3: (A) Kinetic of MMP-9 (filled squares) and MMP-2 activity (filled triangles). The
top panels are representative experiments at different time points. (B) Prevention of
calcification by doxycycline used in different sequences. Ctrl: control; WVKoys:
warfarin/vitamin K treatment for 28 days; WVKyg + Doxy;.14: doxycycline treatment for
the first half of WVKys; WVKys + Doxy;s.s: doxycycline treatment for the second half of
WVKys; WVKyg + Doxyjas: doxycycline added to the WVK treatment for 28 days. *P <
0.05 vs Ctrl, #P < 0.05 vs WVKs.



Table 1: Hemodynamic parameters and elastin breaks in the in vivo experiments
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Ctrl WVK, WVK,, WVK,, WVK WVK 4+ WVK 4+ WVK 4+
Doxy;.i4 Doxy s.s Doxy; .

n= 40 20 20 20 20 8 11 6
SBP mmHg 141+3 132+3 140+5 141+4 155+4 * 160+8 153+4 141+7
DBP mmHg 104+3 95+4 95+4 100+3 105+3 1137 113+4 1047
MBP mmHg 119+2 1074 * 112+4 113+3 123+3 134+5 126+4 1167
PP mmHg 38+2 37+2 45+2 * 43+2 5042 * 47+3 402 # 3542 #
PWV 5718 498+10%* 578%15 618x13* 693£17* 711£26 678x18 605£37#
cm.s’
Elastin 0.14£0.05 0.22+x0.07 0.34=0.10 0.59+0.09*  0.66+0.10* 0.16x0.04# 0.21x0.05# 0.20+0.04#
breaks/
10*um?

Ctrl: control; WVK,: x days of warfarin/vitamin K treatment; Doxy: doxycycline treatment

for 14 or 28 days in association with 28 day WVK treatment. *: P < 0.05 vs Ctrl; #: P <

0.05 vs WVK ;. ANOVA followed by Bonferroni's correction for multiple comparisons.
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TGF-f3 signaling

TGF-B signaling, evaluated by smad 2/3 — smad 4 binding, increased in a rapid and
transitory fashion. It reached significance as early as 7 days of WVK treatment and then

returned to control levels (figure 4A).

The implication of some products of ECM degradation was evaluated with the use
of lactose and SB-431542 (Figure 4B) ex vivo. This inhibitor of the kinase activity of TGF-
3 receptor prevented the increase of calcium deposition in our ex vivo model. However,
lactose, an antagonist of elastin-derived peptides receptor, did not prevent aortic
calcification, although it reduced ERK 1/2 phosphorylation, a downstream effector (Figure
B, supplemental data). The association of lactose with SB-431542 produced a reduction of

calcium amount similar to the one induced by SB-431542 alone.
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Figure 4
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Figure 4: (A) Smad2/3 — Smad4 binding (part of TGF-8 signaling) during the development
of elastocalcinosis. Smad2/3 were immunoprecipitated followed by Smad4
immunoblotting. The top panels are representative experiments at different time points *P <
0.05 vs Ctrl. (B) Effect of the TGF-B inhibitor and ELR antagonist on ex vivo calcification.
Ctrl: control; CM: calcifying medium; SB: 10 uM of SB-431542 associated with CM;
lactose: 5 mM of lactose associated with CM; SB + lactose: combination of SB-431542 and
lactose in CM. *P < 0.05 vs Ctrl, ooP < 0.05 vs CM.
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3.6. Discussion

Herein, we establish for the first time a sequence of extracellular matrix events
taking place in the development of elastocalcinosis and vascular stiffness. Our results

suggest an essential implication of early MMP-9 and TGF-8 signaling, in the process.

WVK treatment in vivo increased systolic blood pressure (SBP) without diastolic
blood pressure (DBP) change, thus increasing pulse pressure (PP). This was associated with
increased calcification and elastin degradation, which were accompanied by increased
PWYV. Since these changes occur in humans with ISH ' '°| these data lend support to the
validity of our model. However, a surprising observation was the transitory fall in PWV in
WVK, rats compared to controls. This could be explained by the early activation of
elastases, such as MMP-9, which could trigger matrix degradation prior to calcification,
thus “loosening” the vascular walls. Interestingly, elastic arteries show two physical
changes during aging. Before stiffening, arteries dilate. O’Rourke et al suggested that this
dilation could be a consequence of fracture of elastic lamellae. Through a transfer of

stresses to collagen, this fracture could participate also to arterial stiffening ».

Elastin presents a high affinity for calcium *°. Seligman et al. demonstrated
that elastin mineralization in vitro increased with the age of the individual from whom the
vessel was obtained *’. This was associated with an augmentation of polar amino acids in
the elastin samples form older patients >, Moreover, mineralized elastin was associated
with a higher content of N-terminal amino acids, indicative of its degradation °. Therefore,
elastin degradation seems to favor calcification through an increase of polarity, which
enhances elastin affinity for calcium. The close association between elastin breaks and

calcification observed in the present study lends support to this concept.

The degradation of elastin requires elastase activation. In our in vivo model
of elastocalcinosis, we observed an increase after two weeks of WVK treatment. This
elastase activity was persistently reduced by 1,10 phenanthroline, suggesting the
implication of metalloproteinases, as measured by elastin DQ degradation. Among

metalloproteinases, the metzincins and especially the matrix metalloproteinases (MMPs)
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are the most studied. The involvement of MMPs in vascular calcification and elastin
degradation has already been studied. Indeed, Bailey et al showed that pretreating elastin
with AICI; not only prevented its degradation by decreasing the activity of MMPs, but also
reduced its subsequent calcification *. Furthermore, Basalyga demonstrated, in an arterial
injury model involving the periarterial application of calcium chloride (CaCl,), that MMP
knock-out mice were resistant to elastin degradation and calcification *'. Thus, evidence is
mounting to confirm the role of MMPs in the calcification process. Herein, we
demonstrated that WVK treatment increased selectively MMP-9 activity in an acute and
transient fashion, after only 5 days. The transient increase of MMP-9 activity cannot
explain the significant augmentation of elastase activity after 14 days. Since, no change in
MMP-2 activity was observed, other MMPs or metalloproteinases could be involved in this
later phase, as suggested by the elastase activity assay. Indeed, these results ruled out
significant implication of cysteine and serine proteases in the process of elastocalcinosis,
and were confirmed with the ex vivo model of elastocalcinosis. In this ex vivo model,
aprotinin was used to block serine proteases, E-64 to inhibit cysteine proteases and 1,10-
phenanthroline and doxycycline to reduce metalloproteinases activity. Of the inhibitors
examined, only the metalloproteinase inhibitors were able to partially prevent calcification,
thus strengthening their implication in the process. Although the nature of the
metalloproteinase involved later in the process needs to be resolved, we also have to rule

out a potential direct binding of metalloproteinases inhibitors to calcium cations.

Recently, the implication of MMPs in calcification was also demonstrated in
a vitamin D3 model, where their inhibition with either doxycycline or GM6001 prevented

"2 Several mechanisms have been proposed for the actions of

vascular calcification
doxycycline, a tetracycline, on the extracellular matrix : direct inhibition of the enzyme,
downregulation of gene transcription and alteration of enzyme processing associated with
pro-MMP activation *> . In our experiments, doxycycline prevented the development of
calcification and elastin degradation when used during two weeks or during the whole
duration of WVK treatment, confirming the central role of MMPs. However, only 28 days

of doxycycline prevented the PWV increase, suggesting that not only elastin degradation
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and calcification are implicated in arterial stiffness, but also fibrosis could intervene in this

process **.

As mentioned earlier, degraded elastin presents an increased affinity for calcium.
However, extracellular matrix degradation by elastases also induces the release of soluble
elastin peptides and TGF-B " that can influence the process of elastocalcinosis. Soluble
elastin peptides present biological effects mediated by the ELR, leading to phenotypic
changes characterized by the synthesis of bone proteins like type I collagen ** and Cbfa-1 .
TGF-B is a potent multifunctional regulator of cell growth and differentiation. TGF-8,, a
member of the TGF-B superfamily, induces different cellular responses, including
stimulation of osteogenesis *°. Following TGF-B binding to its receptor, the associated
kinase, target of SB-431542, is activated and phosphorylates Smads. Once phosphorylated,
Smad-2/3 interacts with co-Smad or Smad-4. This complex moves into the nucleus to
stimulate the transcription of several target genes >’. Smads interact with Runx2/ Cbfal, a
transcription factor required in osteoblast gene expression, to increase its transactivation
ability ** *°. In the present experiments, a transient increase of Smad2/3-4 complex
formation was observed early during the process of elastocalcinosis (after 7 days of WVK
treatment), suggesting an enhanced stimulation of target genes, like Cbfal. Although the
current study does not show an increased transcriptional activity of Cbfa-1, we observed a
significant increase of its expression after 3 weeks of WVK treatment, revealing a
phenotypic modification in the vascular wall. Therefore, our results support a role for TGF-
B in elastocalcinosis as suggested by Simionescu et al "°. Indeed, experiments in the ex vivo
model demonstrated that TGF-f inhibition prevented vascular calcification. It is suggested
that a reduction in MGP carboxylation could lead to bone morphogenic protein (BMP)-2

“. However, immunohistochemistry was

release, that can also signal through Smads
negative for BMP-2 in our model (data not shown) and the activation of Smads was

transient, whereas MGP undercarboxylation was sustained.

In contrast to evidence presented by Simionescu, the elastin laminin receptor was

not crucial for vascular calcification in our model. Indeed lactose, an ELR antagonist, had
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no effect on aortic elastocalcinosis, although it blunted downstream signaling of the ELR. It
is important to note that our ex vivo aortas maintained viability in culture, as determined
with MTT, and that Von Kossa staining revealed the same calcification localization as our

in vivo model experiments.

In summary, during the process of vascular medial elastocalcinosis, we
observed acute MMP-9 activation, closely followed by the activation of TGF-8 signaling.
In fact, MMP-9 (activated at day 5) could release TGF-B from the extracellular matrix,
inducing the activation of TGF-f signaling observed at day 7. At day 14, an increase of
elastase activity by metalloproteinases could be responsible for gradual elastin degradation,
augmented at day 14 and significant at day 21. Ex vivo experiments confirmed the crucial
role played by MMP-9 and TGF-8 signaling. The other elastases evaluated (cystein and
serine proteases) were not implicated in elastocalcinosis nor elastin degradation. Through
outside-in signaling, increased TGF- and metalloproteinases could be associated with an
increased expression of other proteins, such as endothelin. Previous studies demonstrated a
role for endothelin and an increased expression of endothelin in calcified areas is observed
at 14 days (unpublished data). Endothelin could be in part responsible for the phenotypic
change of VSMCs (Cbfa-1 expression), associated with progressive increases of medial
calcification and elastin fragmentation. Thus, this study brings to light a sequence of events
leading, through several pathophysiological processes, to enhanced vascular stiffness and
isolated systolic hypertension. Continuous research efforts are required to unravel the
pathological process leading to large artery stiffness, which is a crucial step to allow the

development of new therapies targeted at the arterial wall.
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4.1. Résumé

La transglutaminase 2 est associée a la calcification vasculaire, une composante de
la rigidité artérielle impliquée dans le développement de I’hypertension systolique isolée
avec I’age. Cependant, un role direct dans le développement de la calcification artérielle

médiale n’a pas été démontré a ce jour.

Une calcification artérielle médiale graduelle a été obtenue dans des modeles in
vivo, ex vivo (aortes en culture) et in vitro (cellules musculaires lisses vasculaires). Un
nouvel inhibiteur de la TG2, le 052, a eu un effet marqué sur le développement de la
calcification ex vivo et in vitro. De plus, en bloquant la fonction endolysosomale, un
processus connu pour dégrader la TG2, avec la chloroquine, la calcification a augmenté in
vitro. L’activation de la voie de signalisation de la B-catenin, associée a une
phosphorylation de GSK3 et une régulation a la baisse de I’expression de p21, a été
observée dans les 3 modeles de calcification. Ceci semble se produire via la liaison de TG2
a LRPS. L’activité de cette cascade de signalisation est limitée par le 052 et I’inhibition de
la signalisation du TGF-B, impliqué de fagon précoce dans le développement de la

calcification vasculaire.

La transglutaminase 2 est un ¢lément important dans le développement de la
calcification artérielle médiale. Cette étude fait de la transglutaminase, et les événements
signalitiques qui lui sont associés, une cible potentielle dans la prévention ou le traitement

de la rigidité artérielle et I’hypertension systolique isolée.
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4.2. Abstract

Objective : Transglutaminase 2 has been linked to vascular calcification, a
component of vascular stiffness involved in the development of isolated systolic
hypertension with age. However, a direct role has yet to be confirmed in the development

of medial arterial calcification.

Methods and Results : Gradual medial calcification was obtained in in vivo, €x vivo
(aortic culture) and in vitro (vascular smooth muscle cell culture) models. A novel TG2
inhibitor (052) had a marked effect on the development of calcification both ex vivo and in
vitro. Moreover, blocking endolysosomial function with chloroquine, a process known to
inactivate TG2, enhanced calcification in vitro. B-catenin signaling, characterized by
increased phosphorylation of GSK3 and down-regulation of p21 expression, was observed
in all 3 models of vascular calcification. This seemed to occur through the binding of TG2
to LRP5. The activity of this signaling cascade was limited by 052 and also by TGF-B

inhibition, an early player in vascular calcification development.

Conclusions : Transglutaminase 2 is an essential element in the development of
medial arterial calcification, making it, and its associated signaling events, a potential target

in the prevention or the treatment of vascular stiffness and isolated systolic hypertension.



142

Condensed abstract

Inhibition of transglutaminase 2 by a novel compound prevents the development of medial
arterial calcification. It also reduces TG2 binding to LRP5 and downstream signaling
through the B-catenin pathway. Transglutaminase 2 is an attractive target for future

therapies aimed at controlling medial arterial calcification.

Key words : Transglutaminase 2, vascular calcification, GSK3, 3-catenin, LRP5
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4.3. Introduction

As a consequence of aging, large arteries undergo arteriosclerosis: they become
stiffer, predominantly due to medial calcification, also known as medial elastocalcinosis,
and fibrosis. Medial calcification is known to occur independently of atherosclerosis™ 2. 1t
is an active phenomenon controlled by proteins, such as matrix Gla protein (MGP), and
involves the phenotypic modulation of vascular smooth muscle cells (VSMCs) * *. This
leads to the deposition of hydroxyapatite crystals on the elastic lamellae of arteries. The
fragmentation of these lamellae increases with age’ and enhances their affinity for calcium®
7. Thus, medial calcification is amplified with aging. Elastic lamellae fragmentation also
contributes to stiffness. Indeed, it participates, along with collagen accumulation in the
extracellular matrix, to the increase in collagen/elastin ratio®. Since collagen is 100-1000

times more rigid than elastin’, this increased ratio is linked to the common characteristic of

aging arteries, namely enhanced stiffness.

Increased rigidity of large conduit arteries has hemodynamic consequences that lead
to the development of isolated systolic hypertension (ISH), the most common form of
hypertension in the elderly'’. To study the underlying mechanisms of ISH, we have adapted
an animal model known as the warfarin — vitamin K (WVK) model''. Tt is based on
hindering the carboxylation of a physiological inhibitor of calcification, MGP. Warfarin is
administered to rats to disable the vitamin K-dependant activation of MGP. Bleeding is
prevented by the concomitant administration of phylloquinone '>. Using this model, we
have previously demonstrated increased vascular calcification, fibrosis, stiffness (pulse
wave velocity), pulse pressure and systolic blood pressure . More recently, we established
a sequence of events taking place during the development of elastocalcinosis'®. We
demonstrated an early involvement of MMP-9 and TGF-8 signaling that preceded Cbfa-1
(runx-2) overexpression, overt calcification and arterial stiffening by one to two weeks (in a
4-week process). Our current objective is to identify a potential cellular or extracullar

matrix component linking these early events to the late events.
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Transglutaminase 2 (TG2) is a calcium dependant enzyme catalyzing the post-
translational modification of proteins resulting in e-(y-glutamyl)-lysine crosslinks. Some of
the best known substrates of TG2 include collagen I and fibronectin'’>. TG2 has been

16, 17

associated with fibrosis and has been shown to play an important part in mineralization

processes. Indeed, TG2 has long been implicated in bone development and formation ' '
2 More recently, TG2 was associated with vascular calcification *'**. Johnson et al
showed that TG2” SMCs displayed a decreased expression of calcification-promoting
genes and an increased expression of physiological calcification inhibitors **. Favermann
and colleagues also revealed that TG2 could bind to LRPS, co-receptor of the Wnt/B3-
catenin signaling pathway, and induce the activation of B-catenin in mice VSMCs to
promote calcification”. More recently we provided histological evidence that TG2 was
activated early and located to areas of calcification in the aorta of WVK treated rats**. In
terms of its regulation, Zemskov et al. proposed that TG2 abundance can be limited by its

internalization and lysosomal degradation via LRPI, a member of the LDL receptor

superfamily .

Our current working hypothesis is that TG2 plays a crucial role in the development
of vascular calcification associated with ISH, and could represent the next event to relay
TGF-B signaling to induce later events taking place in the development of this pathology.
To test this hypothesis, we evaluated the impact of inhibiting either TG2 itself, with a novel
irreversible inhibitor, or its degradation on calcification. Wnt/B-catenin signaling through

LRPS5 was also investigated as a downstream signaling cascade.
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4.4. Methods

In Vivo Experiments
Treatments

Male Wistar rats weighing 175-200 g (n = 6 — 20 per group) were obtained from Charles
River Breeding Laboratories (St-Constant, Qc, Canada). They received warfarin (20
mg/kg/day in drinking water) and vitamin K (phylloquinone, 85 mg/kg/day sc injection)
(WVK)) during 1, 2, 3, and 4 week(s). Dosages were adjusted every second day. Controls
consisted of age-matched untreated rats (Ctrl). Animals were sacrificed with a lethal dose
of pentobarbital (65 mg/kg) and the aorta was harvested and frozen at -80 °C. All animal
experiments were approved by the Animal Care and Use Committee of Université de

Montréal.

Calcium amount

Calcium was measured on aortic sections dried at 55 °C, after extraction of calcium with 10
% formic acid (30 pL/mg of dry tissue) overnight at 4 °C. Using a kit from Teco
Diagnostics (Anaheim, CA, USA), calcium was quantified colorimetrically after reacting

with o-cresolphthalein.

Western Blots

For western blot analysis, proteins were extracted from rat aorta using 20 mM Tris HCI (pH
7.5), 5 mM EGTA, 150 mM NaCl, 20 mM glycerophosphate, 10 mM NaF, 1 % Triton X-
100, 1 mM sodium orthovanadate, 0.1 % Tween 20, 1 ng/mL aprotinin, 1 pg/mL leupeptin
and 1 mM PMSF. Equal amounts of proteins (30 pg — 50 pg) were resolved by
electrophoresis on 7.5 % SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes.
Subsequently, membranes were incubated overnight at 4 °C with pGSK3 (Santa Cruz 1 :
200), GSK3 (Santa Cruz, 1 : 1000), LRP5 (Santa Cruz, 1 : 200), LRP1 (Progen, 0.5 g g/mL)
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or p21 (Santa Cruz, 1 : 500) antibody. Following 3 washes of 10 min in TTBS, membranes
were incubated with the corresponding secondary antibody for 1 h at room temperature.
Immunoreactive bands were then revealed with ECL reactive (GE Healthcare, Baie d’Urfé,
Qc, Canada) using the Typhoon scanner 9410. Protein loading normalization was
established using a B-actin antibody 1 : 5000 (Sigma, Oakville, On, Canada) and the results
were expressed as percent change relative to controls. For pGSK3, HRP activity of the
secondary antibody (anti-goat) was inhibited with 1,5 mM NaN,*, loading normalization

was then established using the GSK3 antibody, raised in mouse.

Ex vivo experiments
Treatments

Aortic segments harvested from untreated Wistar rats (350-375 g, n = 6-20) were placed
into DMEM (Hyclone by Fisher scientific, Whitby, On, Canada) containing 1.8 mM Ca**
and 0.9 mM PO,” with penicillin and streptomycin. Medium was maintained at 37 °C in a 5
% CO, atmosphere and changed every 2 days. In order to induce calcification, warfarin was
added to a final concentration of 10 M and, two days later, the concentration of PO, was
increased to 3.8 mM. The aortic rings placed in this calcification medium (CM) with high
PO,” and warfarin were harvested after 1 (CM1), 2 (CM2), 3 (CM3) or 4 (CM4) day(s).
Thereafter, they were cleaned in PBS and frozen at -80 °C. Calcification was assessed by

colorimetric quantification, as described above.

In order to determine the importance of TG2 in vascular calcification, 052, a specific
inhibitor of TG2* (10uM) (CM4 + 052) or SB-431542 (Sigma, 10 ¥M) an inhibitor of
TGF-B signaling (CM4 + SB) were added to the medium from day 1 (CM1) to day 4
(CM4).
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Western blots

Proteins were extracted using 1 % Triton, 150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7.4), 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 % IGEPAL Co-630, I mM sodium orthovanadate, 1 pg/mL
aprotinin, 1 yxg/mL leupeptin and 1 mM PMSF. They were then processed as in the in vivo

section.

In vitro experiments

Treatments

Primary VSMCs were isolated from the aortas of 350-375 g rats. Cultured cells were
identified as VSMCs by staining for the smooth muscle specific a-actin (Sigma). Cells
were used for calcification studies at passages 3 through 10. Cells were cultured in DMEM
(Hyclone by Fisher Scientific, Whitby, On, Canada) with penicillin and streptomycin. To
induce calcification, cells were cultured in the presence of 3 mM PO,” for 7 days (CM,
calcification medium). Purified guinea pig liver TG2 (0.01 U/mL, Sigma) (CM + TG),
chloroquine (2.5 uM, Sigma) (CM + Chloro), an inhibitor of endolysosomal function®,
both (CM + Chloro + TG), or 052 (10uM)(CM + 052), were added to the medium.

Calcification was assessed by colorimetric quantification.
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Western Blots and co-immunoprecipitation

Proteins were extracted using 1% Triton, 150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7.4), | mM
EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 % IGEPAL Co-630, 1 mM sodium orthovanadate, 1 pg/mL
aprotinin, 1 gg/mL leupeptin and 1 mM PMSF. We then proceeded according to the in vivo
description.

For co-immunoprecipitation studies, 350 pg of protein extracts were incubated overnight at
4 °C with LRPS5 antibody (Santa Cruz, 2 ug/mL). The immune complexes were then
collected with protein G sepharose beads (Amersham). Binding of TG2 to LRPS5 was
assayed by Western blot using TG2 antibody (Neomarkers, 1:1000) corrected by LRP5

protein content.

Statistical analysis

Values are expressed as mean +/- SEM. One sample # tests with either control or CM values
fixed at 100% were used to test for statistical significance. We used an ANOVA followed
by Bonferonni’s correction to compare groups for calcium amounts describing our in vivo

and ex vivo models of calcification.
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4.5. Results

Vascular calcification models

In vivo, the calcium content in the aorta gradually increased from week 1 to week 4 of
WVK treatment. The increase was significant after 3 weeks of WVK treatment, and
continued to progress at 4 weeks (Figure 1A). A similar profile was observed in the ex vivo
model, although the time-course was in days and not weeks (Figure 1B). In vitro

calcification was also significantly present after 7 days in CM conditions (Figure 1C).

Importance of TG2 in vascular calcification associated with ISH

When TG2 was added to the culture medium in vitro, we did not observe any change in
vascular calcification, compared to CM (Figure 2A). However, when endolysosomal
function was blocked in VSMCs with chloroquine, a significant 60% increase in
calcification resulted. Adding TG2 and chloroquine concomitantly raised calcium values
even further by an additional 33%. The specific and irreversible inhibitor of TG2, 052,
decreased calcification by 54%, when added to the culture medium of VSMC. Even more
strikingly, 052 produced an 88% reduction of vascular calcification in the ex vivo model

(Figure 2B).

Binding of TG2 to LRPS is prevented by 052

These next studies were performed to confirm that TG2 could bind LRPS and activate §3-
catenin®, and to determine if the inhibition of TG2 could affect this binding. Herein, we
observed an increased binding of TG2 to LRPS in CM compared to controls (Figure 3). As
could be expected from calcification measurements, adding TG2 to CM did not increase
TG2-LRPS5 binding. However, the combination of chloroquine and TG2 tended to increase
the binding of TG2 to LRPS. Interestingly, 052 was able to diminish this binding by more
than 75%, compared to CM. Studying the expression of LRP5 and LRP1 in vivo, we found
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Figure 1 : Time course of elastocalcinosis in the warfarin/vitamin K model in vivo (A) and
in rat aortas induced by warfarin and PO,> ex vivo (B). Calcification of rat aortic VSMCs

induced by PO, after 7 days of culture (C). *p< 0.05 vs Ctrl.
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that LRP1 expression decreased after 1, 2 and 3 weeks of treatment as compared to control
animals (supplemental data), while LRP5 expression remained unchanged (supplemental

data).
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Figure 2 : (A) Evaluation of different treatment conditions added to CM in vitro : TG2 0.01
U/mL (CM + TG), Chloroquine 2.5 uM (CM + Chloro), Chloroquine and TG2 (CM +
Chloro + TG) and 052 10 uM (CM + 052). (B) Impact of adding 052 (10 uM) to the
calcification medium (CM4) ex vivo. #p < 0.05 vs CM or CM4.
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Figure 3
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Figure 3 : Binding of TG2 to LRPS in vitro in different treatment conditions : Calcification
medium (CM), CM and TG2 (CM + TG2), CM, chloroquine and TG2 (CM + Chloro +
TG2), CM and 052 (CM + 052). *p < 0.05 vs Ctl, #p < 0.05 vs CM.
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Impact of 052 inhibitor downstream of LRPS

To truly establish a link between TG2, Wnt/B-catenin pathway and vascular calcification in
our models, we looked at 2 different markers of B-catenin activation. First, we tested if
GSK3 was phosphorylated on serine 9, as an inactivation mechanism. Interestingly, pGSK3
was increased at 2 and 3 weeks of treatment in our in vivo model of vascular calcification
(Figure 4A). We then looked at the expression of p21, which is down-regulated upon B-
catenin activation, as a second marker of this pathway. We observed a decreased expression
of p21 in vivo (Figure 4B). Studying our ex vivo model, we observed an increased
phosphorylation of GSK3 after 4 days in CM conditions (Figure 4C), while p21 was
decreased accordingly, after 3 and 4 days (Figure 4D). When 052 was added to the
calcifying medium, the phosphorylation of GSK3 and the expression of p21 were similar to

control values (Figures 4C and D).

Link between TGF-f3 and TG2

In the current study, we wanted to verify if the inhibition of TGF-B could prevent the
activation of Wnt/B-catenin signaling. Therefore, we added SB-431542 to the CM ex vivo
and measured both phosphorylation of GSK3 and p21 expression. Interestingly, SB-431542
was able to prevent GSK3 phosphorylation (Figure 5A) and down-regulation of p21

expression (Figure 5B).
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Figure 4: Western blots evaluating the phosphorylation of GSK3 (pGSK3) and the
expression of p21 in the warfarin/vitamin K model in vivo (A and B) and in calcification

medium ex vivo (C and D). *p < 0.05 vs Ctl, #p < 0.05 vs CM4.
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Figure 5: Modulation of GSK3 phosphorylation (A) and p21 expression (B) by SB-
431542 (10 uM), an inhibitor of TGF-B signaling, evaluated ex vivo by Western blot. #p <
0.05 vs CM4.
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Supplemental data
Figure 1 : Expression of LRP1 (A) and LRPS (B) in the warfarin - vitamin K model. *p < 0.05 vs
Ctrl.
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4.6. Discussion

In the present study, we identified TG2 as a key regulator of vascular calcification
in association with an in vivo model of ISH. We also suggest that TG2 might be an
important link between early and late events associated with the pathology. To our
knowledge, it is also the first study to show an effect of blocking endolysosomal activity on
vascular calcification, through the modulation of TG2. Finally, we demonstrate the
therapeutic potential of a new specific inhibitor of TG2 in the context of vascular
calcification.

In vivo, WVK treatment increased vascular calcification significantly after 3 weeks,
which continued to progress at week 4. We have previously shown that these modifications
were associated with increased vascular stiffness, leading to the elevation of systolic blood
pressure, which also occur in human ISH*’. We have previously demonstrated that our ex
vivo model induced a similar pattern of medial calcification as we observed in vivo by
staining aortic sections with Von Kossa'*. As compared to our in vivo model, calcification
takes place within 4 days instead of 4 weeks, and this model also offers the possibility of
testing inhibitors that are not suitable for in vivo use. Moreover, drugs are tested on a whole
tissue, with its intact tridimensional matrix. We consider this an advantage over cell-culture
models, although the latter facilitates the study of specific signaling pathways.

We have previously published a study characterizing a new irreversible inhibitor of
TG2*. Furthermore, this inhibitor, known as 052, did not bind to FXIIIa, a member of the
TG family involved in blood coagulation and wound healing®, as demonstrated by
fluorescent labeling on a SDS-PAGE. It is thus, to our knowledge, the first inhibitor to
show a specific affinity for TG2. Furthermore, when used as a probe by coupling the
inhibitor to rhodamine, we showed increased fluorescent labeling of TG2, especially in
areas of vascular calcification on external elastic lamellae, which are characteristically
undulated”. In the present experiment, we studied the effect of this inhibitor on vascular
calcification. Our ex vivo results show a dramatic decrease in vascular calcification. The
effect was also significant when 052 was added to the calcifying media in vitro. This

clearly showed how crucial TG2 is to vascular calcification. We also tested the impact of
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exogenous TG2 on calcification in vitro by adding 0.01 U/mL of TG2 to our CM condition.
Surprisingly, we did not observe an amplification of calcification. This differs with what
Favermann et al observed in their model, where exogenous TG?2 increased calcification 3-
fold”. This could be ascribed to methodological differences. First, our primary cultures
were obtained from rat aortic VSMCs instead of mice. Secondly, we only added PO,” to
our medium, and not ascorbic acid nor CaCl,. Finally, our calcification levels were much
higher (300-400 ug Ca**/mg protein vs 50 ug Ca®*/mg protein), potentially masking the
effect of exogenous TG2. We also believe that the regulation of TG2 through LRPI-
dependant endolysosomal degradation observed by Zemskov and colleagues” might
explain our results. Indeed, as discussed, TG2 alone did not increase calcification, even
when we doubled its concentration”. However, when we added chloroquine, calcification
increased significantly, and even more so when TG2 and chloroquine were added together.
Taken together, these data suggest that, at least in this in vitro model, LRP1 is able to
internalize exogenous TG2 added to the medium for subsequent degradation, thus
modulating TG2 effects on vascular calcification. Since it has been demonstrated
previously that LRP1 expression declines with age”, we were curious to study its
modulation in our in vivo model, with the postulate that if LRP1 regulates TG2, TG2-
mediated effects, including calcification, could increase with age. Our results revealed that

LRPI is indeed down-regulated after 1,2, and 3 weeks of treatment with warfarin.

Thus, LRP1 down-regulation could very well play a part in calcification events by
allowing enhanced TG2 abundance and activity, something we previously reported in
vivo™. More evidence for a protective role of LRP1 comes from Boucher et al., who
demonstrated that loss of LRP1 in VSMCs in vivo leads to a Marfan-like syndrome with
TGF-B activation and elastic fiber fragmentation®, a phenomenon also observed in our

model'.

* Unpublished observation
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The binding of extracellular TG2 to LRPS5 has recently been identified in mouse
VSMCs*. Here, we show that it is also the case in rat VSMCs and that the binding
increases in calcifying conditions (CM) compared to control conditions. However, when
exogenous TG?2 is added to the CM, there is no added binding. This correlates with our
hypothesis that LRP1-dependant internalization and degradation of TG2 is capable of
regulating exogenous TG2 activity. However, in the presence of both TG2 and chloroquine,
there is a strong tendency towards an increased binding of TG2 to LRPS5, supporting the
importance of TG2 degradation in regulating its activity. Finally, when TG2 was blocked
with 052, we observed a decrease of TG2-LRPS5 binding, suggesting that the catalytic
domain, inactivated by 052, is necessary for LRP5 binding. Alternatively, 052 binding
could modify the conformation of TG2 and reduce its binding affinity. In any case, our
results provide evidence that the mechanism of action (inhibition of calcification) of 052
involves altered TG2 binding to LRPS.

As demonstrated elegantly by Favermann and colleagues for the first time in 2008,
TG2-LRP5 binding leads to B-catenin activation in in vitro vascular calcification. In line
with these results, some markers of Wnt/B-catenin signaling activation were measured. We
first examined the phosphorylation of GSK3 on serine 9, which is increased upon Wnt/B3-
catenin activation. This phosphorylation step inactivates GSK3 and allows B-catenin to
move to the nucleus for transcription activity’>. PI3K/Akt can also induce the
phosphorylation of GSK3RB on this serine residue’**. However, when we blocked PI3K
with wortmannin ex vivo, we did not observe any effect on vascular calcification,
suggesting that this pathway is not involved in our model’. We noted that GSK3
phosphorylation was increased significantly after 4 days of CM in the ex vivo model, and
after 2 weeks of WVK treatment in vivo. Interestingly, when 052 was added to the medium
of the ex vivo model, this augmentation was prevented. The second signaling element we
studied is p21. This protein is consistently down-regulated upon B-catenin activation™. We

observed a significant reduction of p21 expression both in vivo and ex vivo. Moreover, in

* Unpublished observation
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line with the effect on GSK3, the addition of 052 prevented the response in the ex vivo
model.

Taken together, we provide evidence to support the hypothesis that in vascular
calcification, TG2 binds to LRP5 and induces activation of B-catenin that can in turn
translocate to the nucleus and activate the expression of target genes implicated in vascular
calcification, such as Cbfa-1°" and ET-1°**. Moreover, this signaling pathway also targets
genes that are involved in fibrosis® ***. This is of interest to us since fibrosis is a critical
player of arterial stiffness associated with ISH. Indeed, we have shown in a previous study
that regression of vascular calcification was insufficient to overcome vascular rigidity, due
to the stimulation, by calcification, of vascular fibrosis". Since TG2 plays a part not only in

vascular calcification but also in fibrosis'® 74

, we think that it is a key molecule to target
in order to prevent the development of this complex pathology. Incidentally, inhibiting TG2
has been shown to protect against fibrosis and preserve kidney function in models of
chronic kidney disease and diabetic nephropathy**.

We have previously published the time course of events taking place in the onset of
vascular calcification, leading to ISH after enhanced vascular stiffness. One of the early
events was the activation of TGF-B signaling'*. However, we observed a temporal gap
between this early activation (1 week) and the induction of Cbfa-1 or ET-1 (3-4 weeks).
Previous reports suggest that TGF-B can activate TG2**. To test this sequence of events in
our models of vascular calcification, we used the inhibitor of TGF-8 signaling, SB-431542,
and studied downstream events (we have previously reported that this inhibitor blunts
calcification in our ex vivo model'*). We postulated that, if TG2 lies downstream of TGF-8,
we should observe effects similar to the ones obtained with 052, when measuring GSK3
phosphorylation and p21 expression. Indeed, when SB-431542 was added to the CM in our
ex vivo conditions, we noted a normalization of Wnt/B-signaling. This lends support to our
hypothesis that TG2 is activated by TGF-8 to play a determinant role in the development of
vascular calcification, and potentially fibrosis, associated with ISH.

One limitation of our study is that we were unable to test 052 in vivo, owing to its limited

solubility. Current studies are underway to modify its structure, to increase its solubility
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without altering its pharmacological profile, prior to further characterization of its in vivo
behavior (absorption, pharmacokinetics, etc...). We hope that a second generation of
compounds will thus allow us to measure the impact of TG2 not only on vascular
calcification, but also on vascular stiffness, which we did not measure ex vivo. However,
the observation that GSK3 phosphorylation and p21 down-regulation also occur in vivo
strongly suggests that the same mechanisms we revealed in vitro and ex vivo are involved
in our in vivo model as well.

In conclusion, we propose that TG2 plays a central role in the development of
vascular calcification, through LRPS5 binding and B-catenin signaling. Using a novel TG2
inhibitor, we were able to provide direct evidence for this sequence of events. We also
provide evidence for an important role of LRP1 in scavenging TG2, thus limiting its
deleterious signaling in the vasculature. Moreover, we have linked these new observations
with our previous study pointing to TGF- as an early player in the development of
vascular calcification and as a potential stimulus for TG2 overexpression. Therefore, we
believe that TG2 is a worthwhile therapeutic target to pursue in an effort to limit the

damage associated with vascular stiffness and the resulting isolated systolic hypertension.
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La matrice extracellulaire a longtemps ¢été¢ considérée comme une entité inerte,
composée de différentes molécules et procurant aux organes et tissus une force mécanique.
Aujourd’hui, la conception que nous avons de la matrice extracellulaire a évolué en une
structure dynamique interagissant avec les cellules et générant des signaux qui affectent

2
leur comportement™®.

De plus, les modifications entrainant la dégradation ou le
remaniement de ses constituants en font un environnement essentiel a la croissance, au
développement et au remodelage des tissus. De méme, 1’altération de ces processus
dynamiques est directement associée au développement de plusieurs pathologies, ce qui fait

de la matrice extracellulaire une cible thérapeutique d’intérét*.

Toutes les pathologies sont sans doute reliées, que ce soit de facon quantitative ou
qualitative, a une modification de la matrice extracellulaire. Cependant, il est important de
distinguer les changements de la MEC qui cause la maladie, de ceux résultant de la
pathologie, puisque les stratégies thérapeutiques vont étre différentes en fonction d’une
cause primaire ou secondaire’”. Présentement, il n’y a que peu de médicaments ciblant
directement des composantes de la matrice extracellulaire. Les mieux connus sont
possiblement 1’abciximab, 1’efalizumab et le natalizumab, qui ciblent les intégrines. Ils sont
utilisés dans le traitement du syndrome coronarien aigu, du psoriasis et de la sclérose en
plaques, respectivement %, Plusieurs autres médicaments influencent la dynamique de la
MEC au-dela de leur cible primaire. Cependant, I’effet sur la matrice est souvent faible et

peu spécifique, en plus d’avoir plusieurs effets déléteres.

Dans les derniéres années, le nombre de projets de développement de médicaments
ciblant directement la matrice extracellulaire a augmenté. Les trois principales stratégies
utilisées sont les petites molécules, les biopharmaceutiques ainsi que les thérapies cellulaire
et génique. En 2007, les petites molécules constituaient environ 50% des projets de
développement actifs, tandis que les biopharmaceutiques ainsi que les thérapies cellulaire et
génique représentaient 1’autre 50%. Les aires thérapeutiques de ces projets étaient

multiples, et différents statuts de développement avaient été atteints (Figure 32).



Figure 32: Projets de développement de médicaments ciblant la MEC
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Ces médicaments ciblent principalement la synthése de la matrice extracellulaire ou
sa dégradation. Mes travaux de doctorat ont mis 1’accent sur deux cibles de la synthése de
matrice extracellulaire : le TGF-B et la TG2, et une cible de la dégradation de la matrice
extracellulaire, les MMPs. Les prochaines sections discuteront des stratégies présentement

utilisées et des stratégies envisageables pour bloquer ces trois cibles.

A. Cibles au niveau de la synthése de la matrice extracellulaire

a. Le TGF-B

En ciblant la synthése de la matrice extracellulaire, le but est d’empécher la fibrose.
Cette accumulation de protéines matricielles, essentiellement du collagéne, via une
synthése accrue ou une stabilisation intermoléculaire par la formation de liaisons
covalentes, est impliquée dans plusieurs pathologies humaines, dont 1’hypertension
systolique isolée. En effet, la fibrose vasculaire est un des éléments, qui, avec 1’age,
contribuent a 1’augmentation de la rigidité artérielle. Durant mon doctorat, nous avons
observé I’'implication de deux facteurs pro-fibrotiques dans le développement de la rigidité
artérielle: le TGF-B (Résultats, partie 1) et la transglutaminase 2 (Résultats, partie 2). Le
TGF-B, en plus de participer a la fibrose vasculaire, est également impliqué dans des
désordres fibrotiques au niveau du coeur, des reins, du foie, des poumons et de la peau5 % 11
constitue donc une cible intéressante pour un traitement anti-fibrotique. Par ailleurs, les
travaux effectués pendant mon doctorat ont également permis d’identifier le TGF- comme
un ¢élément clé de la calcification vasculaire. En effet, un inhibiteur de 1’activité kinase
associée au récepteur du TGF-B a pu prévenir le développement de la calcification dans une
adaptation ex vivo du modele warfarine-vitamine K (Résultats, partie 1). Le TGF-B a donc
un role a jouer sur les deux composantes majeures de la rigidité artérielle, soit la fibrose et

la calcification vasculaires.

Les interventions visant les réponses au TGF-B sont nombreuses, et sont utilisées

dans des contextes pathologiques différents. D’abord, il est possible de bloquer le TGF-3
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lui-méme a ’aide d’anticorps neutralisants, tels le metelimumab (anti-TGFB2), utilisé¢ dans
la sclérodermie®”’, et le lerdelimumab (anti-TGEB1), utilisé dans I’amélioration du résultat
de la chirurgie pour un glaucome. Ces anticorps, synthétisés par Cambridge Antibody
Technology (CAT), ont cependant été discontinués en Phase I et III, respectivement’”.
Présentement, deux autres anticorps sont en Phase I, le GC-1008 de CAT et Genzyme™”, et
un anticorps de Eli Lilly’'°. Tl est également possible d’employer des récepteurs solubles du
TGF-B, qui ont notamment démontré une efficacité dans 1’éradication de cellules tumorales
dans un modéle de souris’''. D’autres protéines liant le TGF-B, comme la décorine, peuvent

c A [T . 12
aussi étre utilisées pour le bloquer directement’'.

Une deuxiéme stratégie consiste a bloquer 1’activation du récepteur ou I’activation
de la signalisation en aval a 1’aide de petites molécules a base d’imidazole ou de
pyrazole™®. Cette stratégie a été utilisée durant mon doctorat avec le SB-431542, qui inhibe
I’activité kinase du récepteur au TGF-B. Le SD-208 est un autre inhibiteur pouvant remplir
la méme fonction®". Présentement, aucune donnée clinique n’est disponible en ce qui a
trait aux petites molécules, mais une nouvelle molécule de Eli Lilly est présentement en

Phase I de développement'”.

Une autre stratégie consiste a utiliser des oligonucléotides antisens pour empécher la
synthese de TGF-B. Antisense Pharma développe présentement le trabedersen, qui a
démontré une amélioration de la survie, par rapport a la chimiothérapie conventionnelle,
pour le traitement d’un gliome de grade élevé en Phase IIb°'*. Ce produit est présentement
en Phase III. Un autre oligonucléotide d’ Antisense Pharma, AP 11014, ciblant le TGF-B1,
est présentement étudi¢ en Phase pré-clinique. Ainsi, les études en cours pourraient
permettre le développement d’un médicament efficace et sécuritaire pour 1’utilisation chez

’homme.
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b. La transglutaminase 2

La seconde cible pro-fibrotique identifié¢e durant mon doctorat est Ia
transglutaminase 2. En effet, une étude effectuée pendant ma formation a démontré
I’activation de la transglutaminase dans le développement de I’hypertension systolique
isolée’”. Or, comme le suggérent mes travaux, son implication dans la pathologie de
I’hypertension systolique isolée ne se limite pas a la fibrose. En effet, nous avons montré le
role clé de la transglutaminase dans la calcification vasculaire associée a cette pathologie.
L’inhibiteur que nous avons utilisé, le 052, se lie de facon spécifique et irréversible a la
transglutaminase 2. Cette liaison bloque 1’activité catalytique de la TG2, ce qui signifie que
la formation de liens covalents par cette enzyme est inhibée et suggere que la fibrose

induite par la TG2 est limitée par le 052.

Par ailleurs, la formation de liaisons covalentes induite par la transglutaminase 2
n’est pas seulement associée a la fibrose. Elle est également impliquée dans certaines
maladies neurodégénératives. En effet, ’agrégation de B-amyloide et tau dans la maladie
d’Alzheimer, de a-synucléine et de corps de Lewy dans la maladie de Parkinson et de la
protéine huntingtin dans la maladie de Huntington est associée a une activité accrue de TG2
au niveau du cerveau’'®>"’. Les inhibiteurs compétitifs de la TG2, comme la cystamine et le
monodansylcadavérine, sont souvent utilisés dans des études in vitro et in vivo. Ils ont
effectivement démontré des effets bénéfiques dans des modeles de maladies de Parkinson et
de Huntington’**>*. Or, ces inhibiteurs ont des effets non spécifiques qui ont également
montré des bénéfices dans le traitement de la maladie de Huntington. En effet, une étude a
démontré que I’effet bénéfique de la cystamine sur la dysfonction motrice et la survie était
indépendant de [I’inhibition de [Iactivit¢ de la TG2°**. L’utilisation d’inhibiteurs
spécifiques, serait donc plus utile pour déterminer 1’impact de I’inhibition de la TG2 dans
ces pathologies. Le 052, qui a été utilisé durant mon doctorat, est, a ma connaisance, la
premiére molécule & lier spécifiquement TG2>"°. En effet, plusieurs inhibiteurs se lient

¢galement au FXIII. Or, I’inhibition de cette enzyme peut entrainer des problemes de

coagulation™® et de cicatrisation’*®. La modification de la structure du 052 en fera donc un
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candidat de médicament particulierement intéressant pour traiter 1’hypertension systolique
isolée, mais également les maladies neurodégénératives, les désordres fibrotiques, la

. . N P 27,52
maladie coeliaque et le cancer, ou I’activité de la TG2 est accrue®” *2*.

La liaison de la TG2 au co-récepteur LRP5/6 de la voie Wnt/B-catenin induit la
calcification et constitue une nouvelle cible thérapeutique. En effet, comme 1’a démontré
Khosla en utilisant un inhibiteur de structure similaire’*, la liaison du 052 a la TG2 induit
un changement conformationnel qui I’empécherait de se lier a LRP5/6. Ceci explique
pourquoi nous avons observé une diminution de la liaison de TG2 a LRP5/6, ainsi qu’une

prévention de la calcification, en présence du 052 (Résultats, partie 2).

Par ailleurs, il existe un lien entre le TGF-8 et la TG2. En effet, la TG2 a été
impliquée dans le stockage et I’activation du TGF-8 en liant le LTBP qui lui est associ¢ a la
matrice extracellulaire®”. Or, le TGF- peut également induire la synthése et I’activation de
TG2' %332 Dans nos expériences, il semble que ce second scénario soit celui qui
prédomine. D’abord, P’activité¢ de la TG2 est accrue apres celle du TGF-B. Ensuite, un
inhibiteur du TGF-8 prévient I’activation de la voie de signalisation Wnt/B-catenin induite
par la liaison de TG2 a LRP5/6 (Résultats, partie 2). Il est possible qu’il y ait une boucle de
rétroaction positive entre le TGF-B et la TG2. Cependant, nous n’avons pas mesuré¢ un
second pic d’activation du TGF-8 apres celui détecté a une semaine de traitement
(Résultats, partie 1). Il pourrait donc se situer au-dela des quatre semaines de traitement ou
nous avons mesur¢ la liaison de Smad2/3 a Smad4. Néanmoins, les résultats proposés dans
cette thése font du TGF-8 et de la TG2 des cibles attrayantes pour le traitement de

I’hypertension systolique isolée.
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B. Cibles au niveau de la dégradation de la matrice extracellulaire

La dégradation de la matrice extracelluaire contribue également au développement
de plusieurs pathologies humaines. Les MMPs, ADAMTs et les cystéines protéases sont
particuliérement impliquées dans ces pathologies’”. Durant ma formation, nous avons
identifi¢ les métalloprotéinases comme des acteurs importants dans le processus de
calcification associ¢ au développement de la rigidité artérielle et de 1’hypertension
systolique isolée. En effet, nous avons observé une augmentation aigiie et transitoire de
I’activité de MMP-9 dans ce processus pathologique (Résultats, partie 1). L’inhibition des
métalloprotéinases avec la doxycycline a permis de prévenir 1’augmentation de la
calcification et la rigidité artérielle. De plus, ’activation de MMP-9 précédait celle du
TGF-B, suggérant la libération de ce facteur pro-calcifiant et pro-fibrotique sous 1’influence
de MMP-9. Les enzymes protéolytiques, particulicrement les MMPs, ont fait 1’objet de
plusieurs projets de développement de médicaments. Cependant, a 1I’exception du Periostat
(doxycycline hyclate), un inhibiteur non spécifique des MMPs approuvé pour les maladies
périodontiques, le développement clinique de tous les inhibiteurs des MMPs a été arrété.
Ceci est attribuable a la faible sélectivité des inhibiteurs des MMPs, une mauvaise
validation des cibles pour la thérapie visée ainsi qu’a des modeles animaux pré-cliniques
mal définis pour la sécurité et ’efficacité™. De plus, I’importance d’un groupement liant le
zinc a été surrévaluée. La conception actuelle des inhibiteurs de MMPs met plutot I’accent
sur le ciblage de sous-domaines, au niveau du site catalytique, de méme que 1’étude de la
flexibilité conformationnelle, afin d’acquérir une bonne sélectivité™*. Par ailleurs, les
inhibiteurs des MMPs ont plus souvent qu’autrement ¢été utilisés dans un contexte de
maladies chroniques, entre autre au niveau cardiovasculaire. La plupart des effets
secondaires des inhibiteurs de MMPs ont également lieu durant un traitement a long

4
terme53

. Or, il a récemment ¢été¢ découvert que ’activit¢ des MMPs pouvait étre régulée
dans un contexte aigu, soit par un stress oxydant ou une phosphorylation®*> **®. En effet, un
stress oxydant induit ’activation des MMPs tandis qu’une phosphorylation induit son

inactivation. Ainsi, 'utilisation aigiie de nouveaux inhibiteurs spécifiques des MMPs
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pourraient avoir du succes dans des études cliniques pour le traitement de maladies

cardiovasculaires aigiies comme I’infarctus du myocarde™" >**,

Dans notre étude sur les MMPs, nous avons observé 1’activation aigiie et transitoire
de MMP-9. L’utilisation aigiie d’un inhibiteur spécifique de MMP-9 pourrait s’avérer
efficace dans notre modele d’hypertension systolique isolée. En effet, deux semaines de
traitement ont suffi pour inhiber la calcification et la fragmentation de I’élastine, mais pas
la rigidité artérielle, suggérant I’apport de la fibrose au phénomene (Résultats, partie 1). Il
se peut donc que les MMPs soient uniquement impliquées dans la calcification. Cependant,
il est également possible que deux semaines d’inhibition non spécifique des MMPs soient
suffisantes pour entrainer un débalancement au niveau de la matrice favorisant sa synthese
et donc, la fibrose. Un traitement plus aigu permettrait de vérifier laquelle de ces
hypothéses est la plus plausible. Cependant, bien que ce concept soit intéressant sur le plan
théorique et expérimental, il est difficile d’imaginer comment il pourrait €tre transpos¢ a
des patients en clinique. En effet, vu la précocité de I’augmentation d’activité de MMP-9, il
serait difficilement envisageable d’entamer un traitement avant 1’apparition des symptomes,
a moins que cette activité devienne un biomarqueur de la pathologie. L’inhibition de MMP-
9 pourrait toutefois s’avérer bénéfique pour réduire les conséquences de co-morbidités
associées a I’hypertension systolique isolée, telles que I’ischémie cardiaque et I’infarctus du

myocarde, en atténuant les 1ésions d’ischémie-reperfusion” ou la taille de I’infarctus®*®.

Par ailleurs, la source de I’activation de MMP-9 dans notre étude demeure
inconnue. Bien que nous ayons obtenu des résultats négatifs lors de la mesure du stress
oxydant dans ce modéle®*’, nous n’avons pas effectué cette mesure en aigu, soit avant le 7e
jour de traitement in vivo. Il se pourrait donc qu’un stress oxydant aigu et transitoire ait
déclenché I’activation de MMP-9. Une autre alternative pourrait impliquer une
déphosphorylation de la MMP-9 par I’alcaline phosphatase. En effet, cette enzyme, qui
contribue a la formation des crystaux d’hydroxyapatite, est exprimée dans notre modele de
calcification’'. 11 a, de plus, été démontré que les CMLVs exprimaient spontanément cette

\ A . . . , q- 42
enzyme, trés t6t dans le processus de calcification, tant intimale que médiale®**. Or, une



177

déphosphorylation de la MMP-2 par I’alcaline phosphatase augmente de 25 fois son
activite*®. Ainsi, le profil d’expression et d’activité de la phosphatase alcaline et la
phosphorylation de MMP-9 pourraient en révéler davantage sur la source de I’activation de

cette dernieére dans notre modeéle.

C. Conclusion

En conclusion, la matrice extracellulaire est une cible thérapeutique actuellement en
évaluation dans plusieurs pathologies. Dans le cas du vieillissement vasculaire, on observe
une augmentation de la rigidité des arteres de gros calibre. Les modifications de la matrice
extracellulaire telles que la fragmentation du réseau ¢lastique, la calcification des lamelles
¢lastiques et la fibrose sont les principaux responsables de ce phénomene. La rigidité accrue
de ces arteres entraine 1’augmentation de la pression systolique et la diminution de la
pression diastolique, ce qui mene au développement de I’hypertension systolique isolée.
Cette pathologie entraine un dommage des organes cibles et accroit le risque de morbidité
et de mortalité*'’. Par ailleurs, méme si le traitement de I’hypertension systolique isolée par
une modification du style de vie et la combinaison de médicaments antihypertenseurs
permet de réduire la mortalité et le nombre d’événéments cardiovasculaires, le controle de
la pression demeure décevant®. Or, il a été démontré que, malgré des effets similaires sur
la pression artérielle brachiale, certains médicaments agissent différemment sur la pression
aortique centrale™**. Ce phénoméne peut, en partie, expliquer les effets interprétés comme
étant « pression indépendants » de certains traitements anti-hypertenseurs. Ainsi, d’une
part, la mesure de la pression centrale pourrait se révéler un outil intéressant en clinique.
D’autre part, cibler directement les mécanismes impliqués dans le développement de la
rigidité artérielle pourrait mener au développement de futurs traitements pharmacologiques

efficaces.

Dans ce méme ordre d’idée, mes travaux de doctorat ont permis d’établir la

séquence des événements qui se succedent au niveau de la matrice extracellulaire pendant
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le développement de I’hypertension systolique isolée. Ainsi, trois éléments clés ont été
identifiés, soient les MMPs, particuliecrement MMP-9, le TGF-8 et la transglutaminase 2.
Ces derniers sont également impliqués dans d’autres pathologies qui découlent de
modifications de la matrice extracellulaire. En outre, de nouvelles thérapies présentement
en développement ciblent directement les MMPs, le TGF-8 et la transglutaminase 2 et ont
montré des effets bénéfiques dans ces pathologies. Leur ciblage, dans le contexte de
I’hypertension systolique isolée, pourraient également Etre avantageux, en s’attaquant

directement a la source du probléme.
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Abstract

Tissue transglutaminase (TG2) catalyzes the cross-linking of proteins. TG2 has been
implicated in fibrosis and vascular calcification, both of which lead to a common feature of
ageing known as arterial stiffness. In order to probe the role of TG2 in arterial
rigidification, we have prepared a fluorescent irreversible inhibitor as a probe for TG2
activity (RhodB-PGG-K(Acr)-LPF-OH). This probe was synthesized on solid support,
characterized kinetically (kinaee = 0.68 min™', K; = 79 uM) and then used to stain the aorta
from rats used as a model of isolated systolic hypertension (ISH). Interestingly, TG2
activity was thus shown to increase over four weeks of the hypertension model,
corresponding with the previously observed increase in arterial stiffness. These results

clearly suggest an association between TG2 and the phenomenon of arterial rigidification.
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Introduction

Transglutaminases (TGases) (EC 2.3.2.13) are a family of Ca*"-dependent enzymes that
catalyze an acyl transfer reaction from the y-carboxamide group of a peptide-bound
glutamine residue to the g-amino group of a peptide-bound lysine residue, resulting in the
formation of an isopeptidic amide bond that may cross-link peptides or proteins (Figure 1).
Acyl transfer from glutamine to other primary amines and even water can also be mediated
by TGases.(Achyuthan et al., 1993, Folk and Cole, 1966, Greenberg et al., 1991)
Mammalian TGases from tissue, epidermis and plasma have been extensively
characterized. Of these, tissue TGase (TG2) has been shown to participate in biological
processes such as endocytosis (Davies et al., 1980, Levitzki et al., 1980), apoptosis (Fesus
et al., 1987) and cell growth regulation.(Birckbichler et al., 1983) TG2 is mostly a
cytosolic protein, but it has also been detected in the nucleus (Lesort et al., 1988) and can
be secreted from the cell. Outside the cell, it plays one of its most important biological
roles, cross-linking the extracellular matrix (ECM), thus making it less susceptible to
proteolytic degradation.(Aeschlimann and Thomazy, 2000) When TGase-mediated cross-
linking activity is not carefully regulated, it may also be involved in a number of
physiological disorders, such as acne (De Young et al., 1984), the formation of cataracts
(Azari et al., 1981), immune system diseases (Fesus, 1982), psoriasis (Schroeder et al.,
1992), Alzheimer’s disease (Norlund et al., 1999, Selkoe et al., 1982), Huntington’s disease
(Dedeoglu et al., 2002, Mastroberardino et al., 2002), Celiac disease (Piper et al., 2002) and

cancer metastasis (Choi et al., 2005, Mehta, 2009).



Figure 1 TGase-mediated protein cross-linking
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TG2 has also been implicated in fibrosis (Griffin et al., 1979, Johnson et al., 2007,
Small et al., 1999) and vascular calcification (Faverman et al., 2008, Johnson et al., 2008,
Kaartinen et al., 2007). In large conduit arteries, these two phenomena lead to a common
feature of ageing known as arterial stiffness. Vascular calcification is an active
phenomenon involving the modulation of matrix Gla protein (MGP) (Schurgers et al.,
2008) and the phenotypic modulation of vascular smooth muscle cells (Shanahan et al.,
2000). On the other hand, fibrosis may be explained by an increased collagen/elastin ratio
in the extracellular matrix (Johnson et al., 2001). As we described previously, this is due to
elastin degradation (Bouvet et al., 2008) as well as the accumulation of collagen (Essalihi et
al., 2007). Transglutaminase has been shown to participate in this phenomenon by cross-
linking collagen in the extracellular matrix. (Ientile et al., 2007, Johnson et al., 2007,
Johnson et al., 1997). The collagen network being rather rigid, its accumulation in arteries
has been associated with increased vascular stiffness (Arribas et al., 2006, Bruel et al.,
1998, Safar et al., 2003, Zieman et al., 2005).

The hemodynamic consequences of arterial stiffening are an increased systolic

blood pressure (SBP), unchanged or slightly reduced diastolic blood pressure (DBP),
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increased pulse pressure (PP) and the development of isolated systolic hypertension (ISH).
We have developed a rat model of ISH, known as the warfarin/vitamin K (WVK) model,
which mimics the physiopathological process of the disease observed in man (Bouvet et al.,
2008, Essalihi et al., 2005, Essalihi et al., 2003, Essalihi et al., 2004). It consists in
blocking the vitamin K dependant maturation of a physiological inhibitor of calcification,
MGP, with warfarin, while preventing the rats from bleeding with the concomitant
injection of Vitamin K1. With this model, we obtain an elevation of vascular calcification,
collagen content and vascular stiffening within 4 weeks of treatments.

TG2 is involved in vascular calcification and collagen accumulation. These
phenomena are known to cause arterial stiffening and occur in ISH. Therefore, our
working hypothesis is that TG2 is involved in the stiffening of large arteries associated with
ISH. Interrogation of the putative role of TG2 in arterial rigidification requires a sensitive
method for detecting active TG2 in samples of arterial tissue. To that end, we have
designed substrate analogue probes that are capable of reacting with TG2, leading to its
efficient fluorescent labeling. Furthermore, the use of one of these probes (1, Figure 2) in a
rat ISH model allows an association to be made between TG2 activity and arterial

rigidification.
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Figure 2 Rhodamine probe 1 used in this work, based on previously reported

irreversible inhibitors 2 (de Macédo et al., 2002) and 3 (Pinkas et al., 2007)

+N
Ac-PQP ; LPF-NH»2

RhodB-PG G-K(Acr )-LPF Cbz-K(Acr)-G Ac-PQP-DON-LPF amide
1) (2) (3
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Results and Discussion
Probe design and synthesis

Many irreversible inhibitors of TG2 have been developed, based on a simple
dipeptidic scaffold resembling the commonly used acyl-donor substrate, Cbz-Gln-Gly,
(Folk and Chung, 1985) bearing a reactive electrophilic group such as dihydroisoxazole,
(Choi et al., 2005) thiadiazole, (Marrano et al., 2001), epoxide, (Marrano et al., 2001)
chloroacetamide, (Pardin et al., 2006) maleimide, (Halim et al., 2007) or o,B-unsaturated
amide (de Macédo et al., 2002). These amides are among the most potent irreversible
TGase inhibitors, having kinc/K; values exceeding 10° M'lmin'l, attesting to the reactivity
of an acrylamide group properly positioned in the TG2 active site. In a series of dipeptide
acrylamide inhibitors we have previously examined the effect of the length of the
acrylamide-bearing side-chain.  This study convincingly demonstrated the superior
reactivity and affinity of the dipeptide whose side-chain comprises four methylene units, in
‘N-acryloyl lysine derivative 2 (Figure 2).

In order to be useful as a specific activity probe, an irreversible inhibitor must be
selective for its target enzyme. In this light, we designed a probe based on an extended
peptide sequence that should show high affinity and selectivity for TG2. Our preliminary
efforts to this end consisted of a simple sequence alignment of native proteins known to
serve as high-affinity substrates for TG2. Namely, flanking amino acid sequences were
compared between the glutamine-donor substrates pro-elafin peptide (Sohn et al., 2003)
(KVLDGQDP) and gliadin peptide (Hausch et al., 2003) (PQPQLPY). We reasoned that

the sequence PNPQLPF should confer excellent affinity for TG2, while presenting only one
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reactive Gln residue, potentially simplifying subsequent analyses. Interestingly, this
sequence was found to conform roughly to the patterns predicted by Fésiis (Keresztessy et
al., 2006) and Hitomi (Sugimura et al., 2006), upon analysis of TG2 reactivity with libraries
of phage-displayed peptides. Our PNPQLPF sequence was then validated for in vivo
reactivity by Ting and co-workers, who used it as a donor-substrate sequence in a TG2-
mediated cell-surface labelling application (Lin et al., 2006). Finally, it is important to note
the success that Khosla and co-workers have achieved with this approach (Hausch et al.,
2003). By inserting a 6-diazo-5-oxo-norleucine (DON) residue in the place of the second,
reactive Gln residue in a high-affinity sequence based on a gliadin peptide, they designed
the extended peptidic inhibitor Ac-PQP-DON-LPF-NH, (3, Figure 2) that reacts as
efficiently as any small molecule inhibitor (kinac/ K1 = 2.9 X 10° M'lmin'l). More recently,
Khosla and co-workers have shown (Pinkas et al., 2007) that a truncated version of this
inhibitor, namely Ac-P-DON-LPF-NH,, reacts even more efficiently (kinac/ K1 = 8.3 X 10°
M 'min™).

Rhodamine B was chosen as a fluorophore for conjugation to the peptidic inhibitor
sequence due to its high quantum yield and red emission, easily distinguishable from
intrinsic cellular fluorescence. Furthermore, free rhodamine B is affordable and its
incorporation into a peptide sequence can be achieved through straightforward coupling
procedures. In order to ensure that the fluorophore does not decrease the affinity of the
peptide sequence for TG2, and that the adjacent peptide does not quench the fluorescence
of the fluorophore, it was deemed necessary to attach the rhodamine to the peptide

sequence through a spacer moiety. It has been reported that secondary amides of
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rhodamine are less fluorescent than their parent acid, presumably due to lactamisation. For
this reason, the rhodamine moiety of inhibitor 1 was attached to the peptide sequence
through a tertiary amide linkage with a proline residue. The non-fluorescent control
compound 4 (Figure 3) was designed according to the same criteria, having the same
reactive electrophile, substrate peptide sequence and spacer sequence as inhibitor 1, but

lacking the rhodamine B fluorophore.

Figure 3 Solid-phase synthesis of rhodamine labeling agent 1 and control compound 4
Fmoc-based
O solid-phase
., . synthesis =
Fmoc” ‘(J)J\OH Fmoc” XJ)J\ O moc\PGG O
\ TMSOTf
acrylic acid o)
1) Fmoc removal ¢ EEDQ H
1 mOC\PGG O Fmoespag LPFO
2) rhodamine B, )
EEDQ HoN™T
3) cleavage
) g o
\cleavage

Fmoc-PGG-K(Acr)-LPF
(4)

To facilitate the preparation of these labelling agents, a strategy was developed to
allow their synthesis on solid-support (Figure 3). In general the devised synthetic route
follows typical Fmoc-based peptide synthesis using Wang resin. Notably, the approach

shown in Figure 3 allows the acryloyl group to be added to the e-amino group of the Lys
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residue, without requiring cleavage from the resin. “N-Fmoc-°*N-Boc-protected Lys was
first prepared from a known protocol (Albericio et al., 1990) and then added to the resin-
bound LPF tripeptide. Removal of the Boc group from the side-chain of the doubly
protected residue, without cleavage from the resin, was critical to this approach. This was
achieved using TMSOTT, according to the procedure published by Lejeune ef al. (Lejeune
et al., 2003). The acryloyl group was then added using acrylic acid and the coupling agent
EEDAQ, in the absence of base. These conditions were found to be superior to addition of
acrylic anhydride, for example, giving an excellent yield without degradation of the
electrophilic acryloyl group. Our procedure for Fmoc-based peptide coupling did not affect
the integrity of the acryloyl group either, allowing a peptide spacer sequence to be added
subsequently. Finally, the rhodamine fluorophore was added to the N-terminal of the
peptide chain in excellent yield, using the same mild coupling conditions as for the addition
of the acryloyl group. After cleavage from the resin, peptides were purified by preparative
HPLC prior to kinetic evaluation or application.

The effect of the spacer sequence on the fluorescence of the rhodamine probe was
also studied. Two additional probes were prepared, where the N-terminal proline residue of
peptides 1 and 4 was replaced with glycine, resulting in peptides having spacer sequences
GGG and numbered 5 and 6, respectively (Table 1). The fluorescence of probe 1, having a
tertiary amide rhodamine linkage, was found to be comparable to free rhodamine B.
However, peptide 5, wherein the rhodamine moiety is attached to the peptide through a

secondary amide, was found to be 13-fold less fluorescent. This is consistent with the
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putative formation of a lactam isomer having a significantly lower quantum yield
(Adamczyk and Grote, 2000).

Finally, a negative control compound was prepared, bearing a rhodamine B moiety,
but with a glycine residue in the place of the electrophilic acryloyl-lysine residue. This
control compound (RhodB-PGG-G-LPF-OH, 7) was synthesized on solid support

according to methods similar to those shown in Figure 3 (see Experimental).
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Table 1 Kinetic parameters measured for TG2 affinity labels studied herein:
R N
'XGG [ LPF
YRR
A~
O
Compound | R= X= | Kipae min™") | Ky (WM) | Kinact/ Ki (WM™ min’
p)

1 rhodamine B Pro 0.68 £ 0.20 79 =44 0.009 = 0.008
4 Fmoc Pro 0.46 = 0.08 42 = 17 0.011 = 0.006
5 rhodamine B Gly 0.19 = 0.02 62 0.032 +£0.014
6 Fmoc Gly 0.36 = 0.06 22 £ 8 0.016 = 0.008

Kinetic characterization

The affinity and reactivity of our probes were then determined in vitro. The

reaction of recombinant guinea pig liver TG2, expressed and purified according to a

published procedure (Gillet et al., 2004), with a chromogenic dipeptide substrate (de

Macédo et al., 2000) showed a mono-exponential decrease in rate upon addition of peptidic

inhibitors studied herein, consistent with the simplified kinetic scheme shown as Figure 4.

First order rate constants were measured for this loss of activity, and fitted as a function of

varied inhibitor concentration, taking into account the observed protection offered by the

presence of substrate (see Figure 4 and equation 1 in Experimental Section). The kinetic

parameters thus measured for the peptidic inhibitors studied herein are shown in Table 1.
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Figure 4 Kinetic scheme for irreversible inhibition in presence of substrate

kcat
ES > E+P

E+S

From Table 1 it would appear that peptides 5 and 6, having lower K; values than
their respective counterparts 1 and 4, may be bound more tightly by TG2. Perhaps the
GGG spacer sequence, being more conformationally mobile than the PGG spacer, allows
for better placement of the bulky Fmoc or rhodamine groups. However, this improved
binding does not result in significantly improved reactivity, since all of the probes studied
have comparable overall efficiency ratios (kinact/K1). These efficiency ratios are lower than
those of the most efficient peptidic irreversible inhibitors (Hausch et al., 2003, Pinkas et al.,
2007), but they are as high (Pardin et al., 2006) or higher (Halim et al., 2007) than those of
many other irreversible inhibitors, suggesting peptide 1 may be used effectively as a useful

fluorescent probe for TG2 activity.

Labeling selectivity

Ultimately, for compound 1 to be most useful as a probe, it should ideally be
selective for TG2. In particular, it is important to distinguish between the activities of
transglutaminases TG2 and Factor XIIla. As described above, the peptide sequence of 1

was designed to display affinity for TG2 and to be less reactive with Factor Xllla,



XV

according to previously reported observed sequence specificities (Sugimura et al., 2006).
The targeted selectivity was evaluated by incubating probe 1 with purified TG2 and with
commercial Factor XIlla, followed by visualization of fluorescent labeling by SDS-PAGE.
As shown in Figure 5, probe 1 does not react significantly with Factor XIIIa (Figure 5A)
but it reacts strongly with TG2 (Figure 5B), as intended. Furthermore, no reaction with
TG2 was detected in the absence of added calcium, (Figure 5C) confirming that the

labeling reaction was indeed dependent on the native, calcium-dependent TG2 reaction.

Figure 5 SDS-PAGE analysis of labeling selectivity
Incubation of activated Factor XIIla with compound 1 (30 min, 37 °C) reveals no
fluorescent labeling (Lane A), whereas incubation with TG2 results in strong
fluorescent labeling (Lane B), but not in the absence of added calcium (Lane C).

See Experimental Section for details.

A B C
FXllla TG2 TG2
+ Ca2+ + Ca2+ - Ca2+
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Figure 6 : Staining of aortic tissues using irreversible TG2 inhibitors as fluorescent probes
on control rats (A), WVKI rats (B), WVK2 rats (C), WVK3 rats (D) and WVKA4 rats (E).
Negative control using compound 7 on WVK4 rats (F). Pre-incubation of compound 4
followed by incubation of compound 1 to determine the specificity of compound 1 staining
on WVKA4 rats (G). A represents the adventitia, L the lumen and M the media of the aortic

wall. Arrows point to areas of TG2 fluorescence.
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Tissue staining and Biological implication
In our model of ISH, arterial stiffness appears between the 3 and 4™ week of
warfarin/vitamin K treatment (Essalihi et al., 2007). Indeed, calcification is usually
increased first, followed closely by fibrosis, which leads to the stiffening of the artery.
Therefore, we stained aortic tissue sections obtained from rats receiving this treatment for
1, 2, 3 and 4 weeks, while controls remained untreated. We first investigated control
tissues, where no specific fluorescence could be detected using compound 1 as a probe
(Figure 6A). At 1 and 2 weeks of treatment (WVK1 and WVK?2), some staining could be
detected between the elastic lamellae of the aortic wall (Figure 6B and C). After three
weeks of treatment (WVK3), we observed an interesting phenomenon. Indeed, aortic
staining seemed to have moved from between elastic lamellae in the media of the artery to
areas of undulated elastic lamellae present in the outer media, adjacent to the adventitia
(Figure 6D). As we have shown previously, these regions correspond to areas of
calcification, where elastic lamellae are fixed by hydroxyapatite crystals into an undulated
form, as detected by Von Kossa staining (Essalihi et al., 2005). This is also where fibrosis
first appears when we stain these sections for collagen (Essalihi et al., 2007). Furthermore,
at 4 weeks of treatment (WVK4), where calcification is at its maximum, but also when
fibrosis is significantly elevated in the vascular wall (Essalihi et al., 2007), TG2 staining
with compound 1 was now strictly associated with these undulated, calcified areas (Figure
6E). This suggests an association between calcification and transglutaminase activity.
Looking at the literature, we have no doubt that the role played by TG2 in these areas is

pro-calcifying and pro-fibrotic by nature. However, further studies are necessary to
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confirm what is, at this point, only hypothetical in this model. To make sure that
rhodamine was not staining the tissue non-specifically, we used a control compound, 7, that
is coupled to rhodamine but does not react with TG2. When aortic sections were incubated
with this compound, we did not detect any fluorescence (Figure 6F). Furthermore, to test
for the specificity of compound 1, we pre-incubated the sections with control compound 4,
which binds to TG2 but is not coupled to rhodamine. This allowed us to saturate the
binding sites of compound 1 on active TG2. We then incubated the sections with
compound 1 and did not detect significant fluorescence (Figure 6G) relative to sections
treated only with compound 1, indicative of the specificity of the staining method.
Therefore, we could detect an increased TG2 activity after as little as one week of
treatment. Increasing the duration of treatment led to a staining pattern that was associated
with areas of calcification and fibrosis. This suggests that TG2 activity is increased during
the process of calcification and fibrosis associated with arterial stiffness and ISH. In future
work, it would be interesting to use these same irreversible inhibitors in the context of ISH,
but as blocking agents rather than probes, to measure their impact on calcification, fibrosis

and arterial stiffness.

Significance

New fluorescent irreversible inhibitors were designed as labeling agents for TG2.
These inhibitors were based on a peptidic sequence designed to confer affinity for TG2 and
selectivity over Factor XllIla, as demonstrated by SDS-PAGE. As such, these inhibitors

may be useful for ‘chemical knockout’ experiments intended to distinguish the biological
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activities of the two closely related transglutaminases. The fluorescence of the inhibitors
presented herein was also optimized with respect to the spacer fragment that links the
rhodamine B fluorophore to the peptide sequence. The most fluorescent inhibitor was then
used to probe TG2 activity in a WVK rat model for ISH. Fluorescent staining of aortic
tissue revealed that over a four week period, TG2 activity increases in parallel with arterial

stiffness, suggesting an association between TG2 activity and arterial rigidification.
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Experimental

General synthesis

All Fmoc-protected amino acids, resins and coupling reagents were purchased from GL
Biochem; Wang resin was purchased from NovaBiochem. All other reagents were
obtained from Sigma-Aldrich. Reactions requiring anhydrous conditions were carried
out under a dry nirogen atmosphere employing conventional benchtop techniques. 'H-
and C-NMR spectra were recorded on AMXR400 and AMX300 spectrometers and
were referenced to the residual proton or "*C signal of the solvent. Mass spectra were
determined by FAB+ ionisation on an AutoSpec Q spectrometer at the Regional Mass

Spectrometry Centre at the Université de Montréal.

Reactor tubes for solid-phase peptide synthesis were obtained from Supelco and
shaking was performed on a shaker. All resins were swelled in DMF and washing steps
were performed using CH,Cl, and DMF (EMD Chemicals). Purification of all peptides
was performed using a preparative HPLC method. Mass spectral data (MS, LCMS)
were obtained using two different columns - column A : Gemini C18, 150 x 4.6 mm,
5m (Phenomenex, Torrance, CA); column B : Synergi Polar-RP, 150 x 4.6 mm, 4m
(Phenomenex, Torrance, CA). Crude peptides were purified using a preparative
Synergi Polar-RP, 100 x 21.20 mm column (Phenomenex, Torrance, CA) on a Varian
(Prep Star) HPLC system at the Regional Mass Spectrometry Centre at the Université

de Montréal.



xx1il

General procedure for Fmoc peptide synthesis of irreversible inhibitors :

All peptides were synthesized using standard solid phase Fmoc chemistry. Briefly, the first
Fmoc protected amino acid (5.5 mmol) was coupled to Wang resin (1.1 mmol) using DIC
(5.5 mmol) and DMAP (0.11 mmol) in DMF (5 resin volumes). The level of loading of the
amino acid on the resin after the first coupling step was determined by spectroscopic
measurement of the UV absorbance of the piperidine dibenzofulvalene adduct formed
during Fmoc deprotection. This loading level was used as the resin loading capacity for all
subsequent steps. The remaining free hydroxyl functionalities were capped by treating the
resin with a mixture of acetic anhydride/pyridine (2:3) followed by shaking for 2 h. After
washing with DMF (3 times with 10 resin volumes) and DCM (3 times with 10 resin
volumes) and ether (3 times with 10 resin volumes), the Fmoc group was removed by
incubating three times with piperidine in DMF (20% v/v; 10 resin volumes) for 5 min,
followed by washing with DMF (3 times with 10 resin volumes), DCM (3 times with 10
resin volumes) and ether (3 times with 10 resin volumes) in preparation for the next amide
coupling. Deprotection was verified by a positive Kaiser test on a sample of a few beads.
Then each Fmoc protected amino acid (1.7 mmol) was coupled to Wang resin preloaded
with the necessary carboxyl-terminal amino acid (0.68 mmol) in DMF (5 resin volumes)
using HOBT (1.7 mmol) and DIC (1.7 mmol). This operation was performed twice for 30
min. Coupling was verified by negative Kaiser test on a sample of a few beads. The
peptide was then cleaved from the resin (1 g) by incubating with TFA:DCM (1:1) for 2
hours. The peptide was precipitated from the cleavage solution using diethyl ether and

hexane and its purity was determined by HPLC using two different columns - column A :
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Gemini CI18, 150 x 4.6 mm, 5u (Phenomenex, Torrance, CA), and column B : Synergi
Polar-RP, 150 x 4.6 mm, 4u (Phenomenex, Torrance, CA). The crude peptide was purified
using a preparative Synergi Polar-RP, 100 x 21.20 mm column (Phenomenex, Torrance,

CA) on a Varian (Prep Star) HPLC system.

Boc deprotection protocol

To a reactor containing 1 g of the Wang resin supported Fmoc-peptide (0.68 mmol,
according to the measured loading level), were added 30 mL of deprotection mixture,
freshly prepared from 470 uL TEA (2 eq.), 1.09 mL of TMSOTTf (0.2 M) and 28.44 mL of
anhydrous DCE. The resin was shaken for 10 min then filtered and washed with 5 x 5 mL
of DCM, 2 x 5 mL of DIEA 10% in DCM, 3 x 5 mL of DCE. Deprotection was carried out
for another 10 min with a fresh deprotection mixture. The resin was filtered then washed
with 5 x 5 mL of DCM, 2 x 5 mL of DIEA 10% in DCM, 2 x 5 mL of DCM, 2 x 5 mL of
DMF and 2 x 5 mL of Et,0. Deprotection was verified by positive Kaiser test on a sample

of a few beads.

Acrylation and Rhodamine B coupling protocol

To the Wang resin-supported peptide (1 g, 0.68 mmol), either Fmoc-protected in the case of
acrylation or deprotected in the case of Rhodamine B coupling, swollen in anhydrous DCM
(5 resin volumes), was added acrylic acid (1.7 mmol) and EEDQ (1.7 mmol). The reaction

mixture was shaken for 1 hour, followed by washing with DMF (3 times with 10 resin
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volumes), DCM (3 times with 10 resin volumes) and ether (3 times with 10 resin volumes).

This operation was performed twice.

HPLC analysis and purification.

For HPLC analysis, the peptide was cleaved from the resin as described in General
procedure for Fmoc peptide synthesis. The crude material was purified by preparative
Synergi Polar-RP (100 x 21.20 mm) column, on a Varian (Prep Star) HPLC system using
80-95 % of MeOH in water as eluant, a flow rate of 8 mL/min and the detector set at 254
nm. The collected fractions were freeze-dried to give the peptide in the form of a powder.
The areas under the peaks were determined using LC/MSD Chem Station (Agilent

Technologies).

Synthesis of irreversible inhibitors

RhodamineB-prolinyl-glycinyl-glycinyl-lysinyl(acryloyl)-leucinyl-prolinyl-

phenylalaninate (1)

This peptide was cleaved from the resin and purified by preparative HPLC as described
above. The collected fractions were freeze-dried to give the desired irreversible
peptidic inhibitor 1 as a pink powder (overall yield: 10%; 98% purity by column A,

96% purity by column B) HRMS m/z (M+H"): caled 1193.63938; found 1193.63908.
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Fmoc-Prolinyl-glycinyl-glycinyl-lysinyl(acryloyl)-leucinyl-prolinyl-phenylalaninate (4)

This peptide was cleaved from the resin and purified by preparative HPLC as described
above. The collected fractions were freeze-dried to give the desired irreversible
peptidic inhibitor 4 as a white powder (8% overall yield; 91% purity by column A, 90%

purity by column B). HRMS m/z (M+H"): calcd 991.49238; found 991.49072.

Fmoc-Glycinyl-glycinyl-glycinyl-lysinyl(acryloyl)-leucinyl-prolinyl-phenylalaninate
)

This peptide was cleaved from the resin and purified by preparative HPLC as described
above. The collected fractions were freeze-dried to give the desired irreversible peptidic
inhibitor § (6% of yield ; 98% purity by column A, 99.9 % purity by column B) as a

white powder. HRMS m/z (M+H"): calcd 951.46108; found 951.46215.

RhodamineB-glycinyl-glycinyl-glycinyl-lysinyl(acryloyl)-leucinyl-prolinyl-
phenylalaninate (6)

This peptide was cleaved from the resin and purified by preparative HPLC as described
above. The collected fractions were freeze-dried to give the desired irreversible peptidic
inhibitor 6 (yield : 10%; 81% purity by column A, 80% purity by column B) as a pink

powder. HRMS m/z (M+H"): caled 1153.60808; found 1153.60589.

RhodamineB-prolinyl-glycinyl-glycinyl-glycinyl-leucinyl-prolinyl-phenylalaninylate
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This peptide was cleaved from the resin and purified by preparative HPLC as described
above. The collected fractions were freeze-dried to give the desired control probe 7 as a
pink powder (yield : 30%; 99% purity by column A, 98% purity by column B). HRMS

m/z (M+H"): calcd 1068.55532; found 1068.55472.

Kinetic Methods for Irreversible Inhibition

All assays were performed in triplicate. Kinetic runs were recorded on a UV-visible
spectrophotometer at 405 nm and 25 °C, in a buffer composed of 50 mM CaCl,, 50 uM

EDTA, and 0.1 M MOPS (pH 7.0). All aqueous solutions were prepared using deionized

water. All kinetic assays were carried out using 900 uL of buffer, 50 uL of 0.15 mg/ mL

TGase, 25 uL of the chromogenic substrate Cbz-Glu(y-p-nitrophenyl ester)Gly (Leblanc et

al., 2001) dissolved in DMF (54 uM, corresponding to 6-fold Ky) and 25 uL of inhibitor.
Final concentrations of inhibitors ranged from 10 M to the solubility limit of each
compound. Stock solutions of the inhibitors were also prepared in DMF such that the final
concentration of this co-solvent was constant at 5 % v/v. Kinetic runs were initiated by
enzyme addition and evaluation was carried out by the method of Stone and Hofsteenge
(Stone and Hofsteenge, 1985), as described previously (de Macédo et al., 2002, Marrano et
al.,, 2001). Mono-exponential time-dependent inactivation was observed for all of the
inhibitors studied herein. Observed first-order rate constants of inactivation were

determined from non-linear regression, using a mono-exponential model. These rate
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constants were in turn fit to equation 1 by non-linear regression, providing the kinetic

parameters kinact and K as defined in Figure 4 and shown in Table 1.

rp— T L (Eqn 1)
[1]+ Kl(l + [S])
K

M

Enzyme Preparation

Recombinant guinea pig liver TG2 was over-expressed and purified from E. coli following
our previously published procedure (Gillet et al., 2004). The purified TG2 solution used in
all assays had a specific activity of 30 U/mg in 25 mM Tris—acetate (pH 7) according to the
hydroxamate activity assay (Nemes et al.,, 2005) in which Cbz-L-GIn-Gly and
hydroxylamine are used as acyl-donor and acyl-acceptor substrates respectively.
Recombinant human TG2, used in the selectivity tests, was expressed and purified as
reported previously (Piper et al., 2002). Its activity was verified using a previously
reported chromogenic activity assay (Leblanc et al., 2001). Factor XIII was purchased
from Zedira (Darmstadt, Germany). It was activated using thrombin and its activity

verified by a fluorogenic assay, according to the supplier’s protocols.
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Selectivity Tests

Parallel incubation experiments were performed in three 1.5-mL Eppendorf tubes. To the
first was added Factor XIII (3 mg/mL (activated with 0.3 NIH units of thrombin), in 56.8
mM Tris (pH 7.5), 11.36 mM CaCl,, 113.6 mM NaCl, 0.113% w/v PEG 8000, 5.68 mM
GlyOMe<HCI, 5.68 mg/L hexadimethrine bromide, and compound 1 (90 uM dissolved in
DMF, 0.9% final vol/vol). To the second was added human TG2 (0.868 mg/mL in 25 mM
Tris (pH 7.2), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM TCEP) in the presence of calcium (0.6
M) and compound 1 (90 uM dissolved in DMF, 0.9 % final vol/vol). The third tube was
identical to the second, but with 5 mM EDTA and no added calcium. All three tubes were
incubated for 30 minutes at 37 °C, then analysed by 10% SDS-PAGE. The resulting gel
was exposed under a trans-UV lamp to determine fluorescent labeling and then stained with

Coomassie blue to reveal protein.

Animal Treatments

Male Wistar rats weighing 175 to 200 g (n = 9 per group) were obtained from Charles
River Breeding Laboratories (St-Constant, Qc, Canada). They received warfarin
(20mg/kg/day in driking water) and vitamin K (phylloquinone, 15mg/kg/day sc injection)
(WVK) during 1, 2, 3 and 4 weeks. Dosages were adjusted every second day. Control rats
consisted of age-matched untreated rats (Ctrl). All animal experiments were approved by

the Animal Care and Use Committee of Université de Montréal.
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Tissue preparation

Animals were sacrificed with a lethal dose of pentobarbital (65 mg/kg) and the aorta was
harvested. A small section (0.5 — lcm) of aorta was frozen at -80°C in Tissue-Tek OCT
compound, (Sakura Finetek Inc., Torrance, CA, USA). These aorta sections were later cut
into 10-um thick cryosections with a cryostat (Leica Microsystems, model CM3050S,
Richmond Hill, ON, Canada), collected on Colorfrost/Plus Microscope slides (Fisher

scientific, Ottawa, ON, Canada) and kept at -20°C.

Tissue staining

Tissue slides were allowed to thaw at room temperature for 20 minutes. OCT was removed
and tissues permeabilized in PBS containing 0.1% triton for 20 minutes. Tissue sections
were then circled using an ImmEdge PEN (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). A
1 mM solution of compound 1 was prepared in a buffer containing 0.1 M Tris HCI (pH
7.5), 0.15 M NaCl and 5 mM CaCl, and applied to the tissue sections for 15 minutes at 37
°C. Slides were then rinsed 4 times (5 minutes each) under agitation in PBS. After rinsing
in distilled water for 5 minutes, slides were dried briefly before applying a solution of
Mowiol/p-phenylenediamine (9:1 vol/vol) (Calbiochem, San Diego, CA, USA and Sigma-
Aldrich, Canada, respectively) to prevent bleaching. As a negative control, we applied 1
mM of an inactive form of the inhibitor, compound 7, that is also coupled to rhodamine.
Furthermore, to make sure that compound 1 does not bind non-specifically in the tissue, we

applied 5 mM control compound 4, an irreversible inhibitor that is not coupled to
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rhodamine, for 45 minutes at 37 °C, before applying 1 mM of the normal rhodamine-
coupled inhibitor (1), to the same section. Since compound 1 binds to the active form of
TG2, fluorescence was evaluated as an index of TG2 activity. To do so, slides were
photographed with a fluorescent microscope (Axioskop 40, Carl Zeiss Canada Ltd,

Toronto, ON with SPOT RT Slider, Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, MI).
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