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Les effets combinés de l'augmentation de l'espérance de vie, de la diminution de la
natalité et de l'arrivée a 1'dge de la retraite de la génération du Baby-boom ont accru la
proportion de seniors au sein des sociétés occidentales. Ce contexte démographique
particulier, associé¢ a la volonté légitime de "bien" vieillir des Papy-boomers, pose aux
scientifiques et aux professionnels de santé la question d'une meilleure compréhension des
mécanismes du vieillissement pour peut-Etre parvenir un jour a en limiter les effets.

Les effets du vieillissement cardiovasculaire sont l'une des principales causes de
mortalité dans les pays occidentaux. Au niveau des gros troncs artériels, ce vieillissement va
se manifester par l'apparition d'une artériosclérose, s'accompagnant d'une rigidité pariétale

accrue ayant elle-méme des répercussions sur l'ensemble du systéme cardiovasculaire.

L'augmentation de la rigidité pariétale aortique avec l'age a été définie par Safar (1989)
comme "maladie des vaisseaux rigides" (MVR ou "stiff vessel disease"). L'étude de la
cohorte de Framingham a permis d'estimer sa prévalence a plus de 30% chez les personnes

dgées de plus de 75 ans (Kannel et coll., 1980).

La description de la MVR revét une importance clinique majeure étant donnés
I'hypertension systolique isolée (HTSI) qui en résulte (Nichols et O'Rourke, 1998) et le lien

entre morbidité et mortalité cardiovasculaires et HTSI (Kannel, 2003).

Cependant, a ce jour, il n'existe aucun traitement anti-artériosclérotique spécifique de
la MVR, en dehors de quelques tentatives thérapeutiques médicamenteuses, majoritairement
expérimentales, visant & corriger certaines de ses manifestations telles que la calcification
(traitement anti-calcique, Fleckenstein et coll., 1983) ou la glycation du collagene
(traitement anti-"AGEs" (advanced glycation end products), Huijberts et coll., 1993 ; Cantini
et coll., 2001 ; Kass et coll., 2001). De plus, les traitements antihypertenseurs actuels tendent
surtout & diminuer la composante diastolique, parfois de fagon trop importante, par rapport a

la composante systolique. Or, c'est uniquement cette derniére qui est augmentée dans I'HTSI.

Au cours de ce travail de thése expérimentale, nous avons choisi d'explorer une
nouvelle voie pour tenter de mieux comprendre la survenue et le développement de la MVR,
qui, si elle se révélait étre impliquée, pourrait permettre d'identifier de nouvelles cibles

pharmacologiques. Cette nouvelle voie est basée sur des observations récentes qui nous ont
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suggéré que le processus artériosclérotique pourrait Etre, entre autres, d'origine

inflammatoire,

D'une part, cette hypothése nous a été suggérée par plusieurs études cliniques récentes
montrant une augmentation de la rigidité pariétale artérielle chez les patients souffrant de
pathologies & composante inflammatoire telles que la polyarthrite rhumatoide (Wong et coll.,
2003) ou le lupus érythémateux (Selzer et coll.,, 2001). Plus récemment, Booth et ses
collaborateurs (2004) ont observé que la vascularite systémique, modele d'inflammation
systémique était associée & une augmentation de la rigidité pariétale artérielle. D'autres
travaux de la méme équipe (Yasmin et coll., 2004), montrant que vitesse de transmission de
l'onde de pouls (VOP) et pression pulsée (PP), toutes deux augmentées lors de la
rigidification de la paroi de l'aorte, sont significativement corrélées aux taux de protéine C-
réactive, suggdérant ainsi que l'inflammation pourrait étre impliquée dans les mécanismes de

rigidification de la paroi artérielle, nous ont également conforté dans cette hypothése.

D'autre part, Ricote et ses collaborateurs (1998b) et Duval et ses collaborateurs (2002)
ont étudié la modulation de la réponse inflammatoire dans le cadre de 1'athérosclérose, autre
pathologie vasculaire avec inflammation pariétale et présentant des analogies avec la MVR.
Ces auteurs ont ainsi montré que l'activation des PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor vy, récepteurs activés par les activateurs de peroxysomes de type 7y), récepteurs
nucléaires capables, entre autres propriétés, de moduler l'inflammation, par un ligand
spécifique de la famille des glitazones ou thiazolidinediones (TZD), avait un effet bénéfique
sur la progression des manifestations athérosclérotiques. A notre connaissance, aucune étude

n'a été réalisée pour évaluer I'impact de 'activation des PPARYy sur l'artériosclérose.

Ces différents éléments nous conduisent a émettre I'hypothése d'une participation d'un
processus inflammatoire dans la MVR et d'une implication des PPARy dans la modulation

de ce processus, via leur activation par un ligand spécifique.

Dans une premiére partie bibliographique, nous nous consacrerons a la description des
caractéristiques de la MVR et de ses méthodes d'exploration, ainsi qu'a I'étude des PPARs et
de leurs fonctions biologiques et plus particulierement de leur implication dans des
pathologies cardiovasculaires. Dans une seconde partie, nous exposerons les

expérimentations que nous avons réalisées afin de vérifier notre hypothése de travail.
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I~ ELASTICITE DE LA PAROI ARTERIELLE

Ejecté du cceur de fagon pulsatile, le sang présente & sa sortie du ventricule gauche
d'importantes oscillations de pression. Les gros troncs artériels (aorte, artéres fémorales,
artéres carotides...) ont alors pour role de transformer cet écoulement pulsatile en un
écoulement stabilisé en pression. En effet, les gros troncs artériels peuvent recevoir
instantanément le volume de sang éjecté du cceur en I'emmagasinant en partie pendant la
systole puis en le restituant pendant la diastole, permettant ainsi une perfusion continue des
organes. Cette fonction d'amortissement (ou effet Windkessel) n'est rendue possible que

grice aux propriétés d'élasticité de la paroi artérielle.

1.1 — DEFINITIONS

L'élasticité est la propriété physique que posseéde un corps de se déformer sous I'effet
d'une force ou contrainte, puis de reprendre sa forme initiale lorsque la force cesse de
s'exercer (Kane et Sternheim, 1986). Les propriétés d'élasticité d'un corps peuvent étre
étudiées grace a des courbes contrainte/déformation. Par exemple, dans le cas des gros
troncs artériels, la contrainte sera la pression intraluminale tandis que la déformation pourra

étre évaluée par les variations du diametre artériel (Figure 2).

La déformation d'un corps purement élastique est instantanée et proportionnelle a la
contrainte (loi de Hooke). Cependant, a cause de I'hétérogénéité de sa composition, la paroi
artérielle n'est pas purement élastique mais présente plutot un caractere viscoélastique. Ainsi,
un facteur temps supplémentaire entre également en compte : la déformation consécutive a

une contrainte n'est pas instantanée, de méme que le retour a 1'état initial.

La déformation de la paroi aortique résulte de l'application d'une contrainte qui est
définie comme la force imposée par unité de surface, ou contrainte pariétale (CP). La paroi
aortique supporte des contraintes s'exercant dans 3 orientations : la pressurisation comprime
la paroi de l'artére et l'amincit (contrainte radiale), mais exerce également une traction qui
distend l'artére (contraintes longitudinale et circonférentielle) (Dobrin, 1978, Figure 1).
Cependant, in vivo, la variation de longueur des artéres au cours d'un cycle cardiaque n'est

que de 1%. De plus, la paroi des grosses artéres €lastiques étant mince, il en résulte qu'a un
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niveau de pression donnée, la contrainte radiale ne représente que 5% de la contrainte
circonférentielle. Ainsi, les contraintes prédominantes appliquées a la paroi des grosses
artéres ¢lastiques et les déformations qui en résultent se font essentiellement dans la
direction circonférentielle. Il en découle que la contrainte pariétale peut étre évaluée

expérimentalement par la mesure des variations de diametre interne.

Figure 1 : Contraintes radiales (r), circonférentielle (C) et longitudinale (L) imposées a

la surface aortique (d'aprés Dobrin 1978).

Le rapport contrainte appliquée sur déformation qui en découle permet de définir un
indice d'élasticité, le module élastique de Young (ME) (Bergel, 1961). Il représente une
constante caractéristique d'un matériel et plus la valeur de ce module élastique est élevée,
moins le matériau est élastique. Or, la paroi artérielle étant visco-élastique, la relation
contrainte-déformation n'est pas linéaire. On définit donc un module élastique incrémental
ME;,. qui correspond & la tangente en chaque point de la relation contrainte-déformation
(Figure 2). A un niveau de contrainte faible, cette relation est pratiquement linéaire et le

module élastique incrémental est €gal au module €lastique de Young.

Le module élastique de la paroi artérielle n'est pas constant. Il varie avec 1'état de
déformation, le vaisseau devenant de moins en moins élastique au fur et a mesure de
l'augmentation de la déformation. Cette propriété spécifique des arteéres permet de maintenir

leur intégrité structurale dans un trés large domaine de pression intraluminale (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique de la relation contrainte-déformation d'un
corps purement élastique (en pointillé) et d'un corps viscoélastique (trait continu) comme la
paroi aortique ainsi que du module élastique de Young (ME) et du module élastique

incrémental (MEiy,) (d'aprés Dobrin, 1978).

La distensibilité artérielle représente la capacité relative de distension de la paroi
artérielle sous l'effet d'une contrainte. Elle est mesurée par le rapport AV / Vo AP, en mmHg’
! ol Vy représente le volume artériel initial (diastolique) et AV la déformation (c'est-a-dire
la variation de diamétre interne) induite par une contrainte (c'est-a-dire une variation de la
pression intraluminale, AP).

La compliance artérielle est définie comme le rapport d'une variation absolue de
volume pour une variation de pression intraluminale imposée (AV / AP, mL.mmHg™). La
compliance dépend ainsi de la distensibilité artérielle mais également du volume sanguin (et
donc de 1'éjection ventriculaire), de la viscosité sanguine et du diameétre artériel. Il en
découle que la valeur de compliance peut rester constante malgré une diminution de
1'élasticité artérielle si celle-ci s'accompagne d'une dilatation du vaisseau. La compliance est
l'un des facteurs responsables de la forme et de I'amplitude de l'onde de pression artérielle
(Nichols et O'Rourke, 1998 ; cf. ci-dessous) et constitue la composante capacitive de la

post-charge cardiaque (Westerhof et coll., 1971).
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[.2 — RIGIDITE PARIETALE AORTIQUE, RISQUES ET CONSEQUENCES

CARDIOVASCULAIRES

Au cours du vieillissement, associé¢ ou non a l'hypertension artérielle (Cox, 1979 ;
Marque et coll., 1999 ; Cantini et coll., 2001) et de diverses pathologies telles que le diabéte
(Huijberts et coll.,, 1993 ; Kass et coll., 2001) ou l'insuffisance rénale terminale (Safar et
coll., 2004), on observe une augmentation importante de la rigidité, ou perte de 1'élasticité,

de la paroi des gros troncs artériels.

Cette augmentation de la rigidité de la paroi artérielle va entrainer dans un premier
temps une majoration de la PP avec apparition dune HTSI. A terme, ceci est
particuliérement délétére pour I'ensemble du systeme cardiovasculaire et est responsable
d'une majoration des complications au niveau du cceur, des gros et des petits vaisseaux

(O'Rourke et coll., 2002).

L.2.1 — Pression pulsée et hypertension systolique isolée

1.2.1.1 — Définitions

La PP est définie comme la différence entre le pic de pression systolique et la pression
de fin de diastole : elle est donc le reflet des oscillations de la pression sanguine (Figure 3).
Chez un individu sain, chez qui les parois artérielles sont élastiques et amortissent la PP, elle

est de l'ordre de 30 4 45 mmHg (O'Rourke et coll., 2002).

L'amplitude de la PP dépend d'une part du volume d'éjection systolique, c'est-a-dire le
volume sanguin éjecté par le ventricule gauche en fin de systole ; en effet, plus le volume
d'éjection systolique est important, plus la différence entre pression systolique (PAS) et

diastolique (PAD), donc la PP, sera importante.

D'autre part, 'amplitude de la PP dépend des caractéristiques de l'arbre artériel et des

propriétés visco-€lastiques de ses parois (Dart et Kingwell, 2001 ; cf. ci-dessous).
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Figure 3 : Onde de pression artérielle (trait plein) avec la pression artérielle moyenne
(évaluée par l'aire sous la courbe grisée, PAM). La PP est définie comme la différence entre

la pression artérielle systolique (PAS) et la pression artérielle diastolique (PAD).

1.2.1.2 — Hypertension systolique isolée

Lors du vieillissement, 'augmentation de la rigidité pariétale des gros troncs artériels
s'accompagne d'une perte de leurs propriétés de distensibilité. Ainsi, I'aorte ne va plus étre en
mesure d'amortir les oscillations de la pression artériclle : la PAD diminue, la PAS
augmente, avec pour conséquence une augmentation de la PP, sans que l'on observe

toutefois une augmentation de la PAM.

Parallélement & cela, il peut exister un phénoméne d'augmentation des résistances
périphériques (comme dans le cas d'une hypertension artérielle (HTA) essentielle par

exemple) : la PAD, la PAS, la PAM et éventuellement la PP augmentent.

La conjonction de ces deux phénoménes conduit a une conservation de la PAD avec
augmentation importante de la PP et de la PAS : il s'agit d'une HTSI (HTSI). L'apparition
d'une HTSI n'est donc pas uniquement le fait d'une perte de distensibilité au niveau des gros

troncs artériels (Berger et Li, 1990).
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1.2.1.3 — Amplification de la pression pulsée

Le signal de pression artérielle (onde de pouls) n'a pas une allure uniforme tout au long
de l'arbre artériel. En tout point, il résulte de l'addition d'une onde incidente €mise par
I'éjection ventriculaire et d'une onde de pression réfléchie sur les bifurcations artérielles
(rénales, iliaques) et artériolaires (Latham et coll., 1985) et sur les zones de changements de
composition pariétale. Ainsi, en fonction de l'endroit de mesure sur I'arbre aortique, plus ou
moins loin des sites de réflexion, I'onde de réflexion s'additionnera a des endroits différents

sur le tracé du signal incident (Murgo et coll., 1980 ; Nichols et O'Rourke, 1998).

ooooooooo

: Point de
fe———— mesure
. central
! :
! .
! ;
' :
I :
I _/ E
1<
i [~
— — = [Irajetde l’onde \ . _
incidente I Point de
! 7 mesure
» / & périphérique
» Trajet de I’onde

)

réfléchie

Figure 4 : Evolution du contour de l'onde de pression le long de 'aorte chez I'Homme
(d'apres Latham et coll., 1985). L'onde de pression (=) mesurée en tout point de l'aorte

résulte de I'addition d'une onde incidente (m= == ) €t d'une onde réfléchie (oueos ).

Chez l'individu jeune, plus on s'éloigne du cceur, plus la PP augmente car lorsque que
le site de mesure se rapproche des sites de réflexion, les réflexions reviennent plus

rapidement et s'additionnent plus précocement par rapport au cycle cardiaque. On observe
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donc une amplification de la PP aortique (= PP périphérique / PP centrale) le long de 'arbre
artériel, entre le point de mesure central et le point de mesure périphérique (de l'ordre de

50% chez I'Homme jeune).

En revanche, chez la personne dgée, on observe une accentuation de l'intensité des
ondes réfléchies (rétrécissement du calibre artériolaire, modification de composition
pariétale...). L'augmentation de la VOP consécutive a la perte d'élasticité aortique induit un
trajet plus rapide de l'onde incidente et un retour plus précoce des ondes réfléchies. Ainsi,
l'augmentation de la PP est proportionnellement moins importante au niveau périphérique
qu'au niveau central. Il en découle que l'amplification de la PP est fortement atténuée avec

l'age chez I'Homme (15% a 50 ans, amplification nulle a 65 ans, O'Rourke et coll., 1968).

L'amplification de la PP aortique correspond donc a un paramétre hémodynamique qui

refléte 'augmentation de la rigidité pariétale de l'aorte (Nichols et O'Rourke, 1998).

1.2.1.4 — Pression pulsée et risque cardiovasculaire

L'analyse des parametres cardiovasculaires recueillis dans la cohorte de 1'étude de
Framingham (Kannel et coll., 1980) a montré pour la premiere fois que contrairement a ce
qui était largement accepté jusque 13, la composante diastolique n'était pas la seule
responsable des séquelles dues a I'hypertension. Kannel et ses collaborateurs (1980) ont ainsi
montré qu'il existait un lien entre HTSI et complications cardiovasculaires et excés de
mortalité. Plus récemment, de nombreuses études cliniques ont montré que l'augmentation de
la rigidité pariétale aortique et 1'élévation de PP qui en découle, sont des facteurs de risque
de morbidité et mortalité cardiovasculaires chez les sujets hypertendus essentiels (Blacher et

coll., 1999 ; Laurent et coll., 2001).

D'autres auteurs ont également montré que le lien entre rigidité pariétale aortique et
morbi-mortalité cardiovasculaire était retrouvé aussi chez des sujets avec une PAM normale
comme, par exemple, les sujets 4gés avec HTSI (Meaume et coll., 2001), chez les sujets
diabétiques (Lehmann et coll., 1998) et chez les sujets insuffisants rénaux au stade terminal
(London et Cohn, 2002), et ce indépendamment de la valeur de PAM. Dans ces études, aprés
correction pour l'dge, l'augmentation de la VOP aortique - paramétre témoignant de

l'augmentation de la rigidité de la paroi aortique - est le facteur prédictif le plus important
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pour la mortalité cardiovasculaire. Du fait de la perte des capacités d'amortissement de la
paroi aortique, une diminution de la PAD peut également étre observée dans ces populations
et conduire & une moindre perfusion coronaire (Hansson, 1989). Cependant, dans les études
de Meaume, Lehmann et London, l'importance de ce dernier facteur comme facteur de risque
supplémentaire s'additionnant & celui de la rigidité pariétale aortique elle-méme n'a pas été

évalué.

De fagon générale, dans les différentes études mentionnées ci-dessus, la rigidité de la
paroi aortique est un facteur de risque d'augmentation de la mortalité cardiovasculaire
(infarctus du myocarde, ischémie périphérique, accident vasculaire cérébral...). Ainsi, les
conséquences déléteres de la rigidité pariétale aortique concernent le cceur (cf. paragraphe
1.2.2), les gros vaisseaux eux-mémes (cf. paragraphe 1.2.3) et les petits vaisseaux (impliqués

dans la distribution des flux, cf. paragraphe 1.2.4).

1.2.2 — Conséquences cardiaques de l'augmentation de la pression pulsée

En conditions normales, I'éjection ventriculaire est maximale lorsque le systéme
aortique est le plus distensible. Ce mécanisme de couplage cceur-vaisseau permet de limiter
l'augmentation de la pression télésystolique ventriculaire, protégeant ainsi les fibres
myocardiques et permettant leur fonctionnement optimal (Nichols et coll., 1985 ; Starling,
1993). Or, la perte d'élasticité aortique dge-dépendante perturbe le couplage ceeur-vaisseau.
Le cceur devant éjecter dans un systéme plus rigide, ceci lui impose une post-charge plus
importante d'ou une augmentation de la contrainte télésystolique imposée au ventricule
gauche. Il s'ensuit une surcharge cardiaque conduisant & terme a l'apparition dune
hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) associée & un dysfonctionnement cardiaque
(Nichols et coll., 1985). Or, il a été¢ démontré que I'HVG est elle aussi un facteur de risque

indépendant de morbi-mortalité (London et coll., 2001).

Bouthier et ses collaborateurs (1985) ont confirmé la relation significative entre le
rapport "masse sur volume" du ventricule gauche — indice de I'hypertrophie — et la rigidité

aortique.
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Au niveau fonctionnel, la majoration de la PAS sans changement de la PAM conduit a
une diminution de la performance cardiaque (Safar, 1989). Pour O'Rourke et ses
collaborateurs (1992), l'augmentation de la pression systolique se traduit au niveau des
performances cardiaques par un travail cardiaque excessif avec un déficit de perfusion
coronaire par rapport a un sujet jeune et sain (Figure 5). Une diminution de la PAD pourra

¢galement accentuer ce déficit de perfusion coronaire.

Excés de travail

systolique
Déficit de perfusion
coronaire
&
S\
¢
L $33:
\
%
& g’
XHNV
Systole Diastole Systole Diastole
Sujet jeune Sujet agé

Figure 5 : Onde de pression artérielle caractéristique d'un sujet jeune (en noir) et d'un
sujet 4g¢ (en rouge). Les zones hachurées représentent les différences de performances

cardiaques entre les 2 sujets.
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1.2,3 — Fatigue du cumul des chocs et remodelage pariétal

A chaque éjection (ou cycle) cardiaque, les biomatériaux constitutifs de la paroi
artérielle subissent un étirement cyclique, responsable d'une fatigue, dépendante a la fois du
nombre de cycles et de l'amplitude de chaque cycle (O'Rourke, 1990). Au niveau
physiologique, l'dge et la fréquence cardiaque vont jouer sur le nombre de cycles, tandis que

la PP est I'équivalent clinique de 1'amplitude de 1'étirement cyclique (Laurent et coll., 2001).

Ce processus de "fatigue du cumul des chocs" ou "fatigue des biomatériaux" est
amplifié¢ par l'augmentation de la PP et entraine un remodelage de la paroi artérielle. Le
remodelage pariétal désigne tout changement structural de la paroi artérielle et plus
particuliérement ici une hypertrophie pariétale et une augmentation du diameétre interne (D).
Laurent et ses collaborateurs (2001) proposent deux voies complémentaires pour expliquer

I'influence de la PP sur le remodelage pariétal (Figure 6):

(1) une voie biochimique active : I'étirement cyclique est un déterminant majeur du
phénotype des cellules musculaires lisses (prolifération, migration, apoptose, dégradation de
la matrice extracellulaire (MEC), Leung et coll,, 1976) en stimulant l'expression de
nombreux génes de ces cellules, notamment ceux des protéines de la MEC (collagene,

métalloprotéinases (MMP), ...),

(2) une voie biomécanique passive : 'augmentation de la PP entraine une majoration
de I'étirement cyclique et par conséquent une fatigue accrue des biomatériaux, pouvant se
manifester notamment par des microdissections ou des fragmentations des lames élastiques

pariétales.

Boutouyrie et ses collaborateurs (1999) ont montré que la PP carotidienne, a l'inverse
de la PAM et de la PP brachiale, était un déterminant indépendant de la dilatation et de
I'épaississement de la paroi de l'artére carotide, suggérant ainsi que la PP locale influence

plus le remodelage pariétal que la PAM.
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Etirement cyclique
- ; (amplitude, nombre de cycles) : :
Voie active Voie passive

Composants pariétaux aortiques

Activation expression de génes dans
les cellules musculaires lisses

_ i o Fatigue des biomatériaux
Prolifération, migration, apoptose,
dégradation de la MEC

N

Remodelage de la paroi artérielle

(épaisseur pariétale, augmentation du diamétre interne)

\

Modification des propriétés élastiques de la paroi

Figure 6 : Influence de |'étirement cyclique sur le remodelage de la paroi artérielle et
les modifications des propriétés élastiques de la paroi, soit par une voie active biochimique,

soit par une voie passive biomécanique (d'apres Laurent et coll., 2001).

L'augmentation de la PP et I'amplification de la fatigue du cumul des chocs qui en
résulte vont donc amplifier la dégradation de la MEC et favoriser le remodelage pariétal

aortique, qui va lui méme auto-entretenir la rigidité paridtale.

Ce processus de fatigue du cumul des chocs fragilise donc la paroi artérielle et plus
particuliérement la média et l'adventice, conduisant & un stress pariétal croissant, a une
dilatation et & la formation d'un anévrysme. L'évolution naturelle de l'anévrysme est une

augmentation inéluctable de son calibre avec, a terme, rupture de 'anévrysme.

Par ailleurs, ce processus pourrait également expliquer l'apparition plus fréquente
d'artérites des membres inférieurs plus importante chez les sujets ayant une VOP aortique

plus élevée (Lehmann et coll., 1998).
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L.2.4 — Perturbation de la distribution des flux

Comme nous venons de le décrire, ['augmentation de la rigidité de la paroi aortique
lors du vieillissement s'accompagne d'une perte des propriétés de compliance des gros troncs
artériels et d'une élévation de la PP. Les gros troncs artériels n'assurant plus leur role
d'amortissement de la pression artérielle, on peut imaginer que ceci puisse avoir des
répercussions au niveau des petites arteres. Il pourrait en effet en découler une fatigue des
biomatériaux avec amplification de la dégradation de la MEC de la paroi des petits vaisseaux
ou modification d'expression génique des CML avec une perturbation de la régulation des

débits périphériques (cérébraux, rénaux...).

Cette hypothése pourrait expliquer l'incidence plus élevée d'accidents vasculaires
cérébraux observée chez les sujets présentant une VOP aortique plus élevée (Lehmann et
coll., 1998). Ainsi, Laurent et ses collaborateurs (2003) ont montré que la rigidité pariétale
aortique était un facteur prédictif indépendant d'accidents vasculaires cérébraux fatals chez

les patients présentant une HTA essentielle.

Cependant, aucune corrélation n'a été observée entre la PP et la mortalité d'origine

cérébrovasculaire (Benetos et coll., 1997b).
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1.3 — MESURE DES PROPRIETES ELASTIQUES DE LA PAROI AORTIQUE

De nombreuses techniques d'évaluation in vitro des propriétés visco-élastiques de la
paroi artérielle ont ét¢ développées depuis les années 1960. Ces méthodes sont généralement
basées sur des mesures de Di et de ses variations (en estimant que AV = ADi, cf. ci-dessus)
en réponse 4 une variation de pression intraluminale. Cependant, bien que 'expérimentation
in vitro permette un contrdle précis des forces appliquées, le facteur le plus limitant des
études in vitro de l'aorte réside dans la restriction de I'étude du vaisseau méme, en faisant
abstraction de l'ensemble cardiovasculaire en tant que systeme. De plus, les segments
artériels présentent une rigidité accrue in vitro par rapport a celle observée in vivo (Dobrin,
1978) et une rétractation longitudinale importante lors de I'excision, rétractation elle-méme
variable avec le vieillissement et ['hypertension. Ainsi, ces modifications observées in vitro
pourraient rendre caduque I'hypothése selon laquelle la CP peut étre estimée a partir des

variations de diameétre interne.

L'ensemble de ces limites est a 1'origine du développement de différentes techniques de
mesure de ['élasticité de la paroi aortique in vivo, via des mesures de diamétre du vaisseau,

de VOP ou via une estimation a partir de modéles mathématiques.

1.3.1 — Mesure des variations de diamétre du vaisseau au cours d'un cycle cardiaque

Ce type de techniques, utilisables tant chez 'Homme que chez l'animal, est bas¢ sur la
mesure des variations systolo-diastoliques du diameétre et de la pression intraluminale du
vaisseau étudié au cours du cycle cardiaque (Lacolley et coll., 2002b). Les variations du
diameétre sont mesurées par un systéme d'écho-tracking Doppler vasculaire mis au point par

Hoeks et ses collaborateurs (1985).

La technique d'écho-tracking Doppler s'appuie sur une méthode ultrasonore permettant
de suivre 1'écho des parois vasculaires au cours du cycle cardiaque. Ceci peut étre réalisé
chez le rat anesthésié ou non (Van Gorp et coll., 1996), cette derni¢re expérimentation étant
cependant assez contraignante car nécessitant une habituation de ['animal a 1'apposition de la

sonde. La technique d'écho-tracking Doppler présente l'avantage de pouvoir répéter les
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mesures du module élastique incrémental jour aprés jour sur un méme animal, permettant
ainsi, par exemple, le suivi de I'efficacité¢ d'un traitement chronique, avec la possibilité¢ de
varier les conditions expérimentales. Cependant, il faut souligner la difficulté¢ de replacer

précisément la sonde toujours exactement au méme endroit.

Parallélement a cela, la PP est souvent mesurée de fagon non-invasive par tonométrie
d'aplanation. Cette technique se base sur I'apposition sur l'artére carotide d'une sonde munie
d'un capteur sensible aux variations de pression qui permet I'enregistrement continu de la
pression au cours du cycle cardiaque. Le principe de base de la tonométrie d'aplanation
consiste a "¢craser" l'artere a l'aide d'un tonometre. Ceci impose donc que I'artére repose sur
un support solide et que la pression exercée par le tonometre soit d'une part suffisamment
faible pour ne pas occlure l'artere et modifier la pression intraluminale et d'autre part

suffisamment forte pour égaler la pression exercée par le sang sur la paroi artérielle.

Pression exercée par
le tonométre

===n

PP

Intégration du

signal .
4¢— Tonomeétre

Capteur de
pression
(Millar)

Arteére

Figure 7 : Principe de la mesure de la pression pulsée par tonométrie d'aplanation
(d'aprés O'Rourke et coll., 1992).
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L.3.2 — Mesure de la vitesse de transmission de l'onde de pouls

L'enregistrement de la VOP est la méthode la plus ancienne d'évaluation des propriétés
élastiques de la paroi artérielle (Roy, 1880 ; Bazett et Dryer, 1922). Elle est aujourd'hui
utilisée tant chez l'animal (Niederhoffer et coll., 1997b) que chez 'homme (O'Rourke et
coll., 2002). Cette technique se base sur le fait que plus la paroi artérielle est rigide, plus

l'onde de pouls se propage rapidement le long de l'arbre artériel.

La VOP (cm/s) est définie comme le rapport entre la distance (Al, cm) entre 2 sites de
mesure (thoracique et abdominal) de signaux de pression aortique et le temps (At, s)

nécessaire a 1'onde pour parcourir cette distance :

VOP = Al/ At.

Le délai entre 2 ondes de pression enregistrées en 2 sites du tronc artériel peut Etre

défini comme :
- le temps séparant les "pieds" des ondes de pression,

- le temps d'arrivée sur l'onde distale d'un signal externe généré au niveau de l'onde

proximale,

- le décalage de temps nécessaire pour superposer, suite a une translation sur l'axe des
temps, le "front", ou augmentation diastolo-systolique de la pression artérielle, de

l'onde de pression distale sur le front de I'onde de pression proximale.

Pour une artére a paroi mince (rapport épaisseur pariétale/rayon interne < 0,1 (Milnor,
1989)), la précision du calcul du ME par la mesure de la VOP dépend essentiellement de la

précision atteinte dans la détermination de At.

En connaissant la VOP et le diamétre interne de l'aorte, il est alors possible de calculer

le ME (10° dynes/cm?) selon 1'équation de Moens-Korteweg :

ME = (VOP? x D; x p)/h

ol p = densité sanguine (1,05 g/cm®) h = épaisseur médiale (pm)
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Outre une évaluation de 1'élasticité de la paroi aortique, I'étude de 1'onde de pouls
présente aussi l'intérét d'apprécier des modifications de l'amplification de la PP le long de
l'arbre artériel et des phénomenes de réflexions d'ondes. O'Rourke et ses collaborateurs
(1992) ont également suggéré que ['étude qualitative de l'onde de pouls apporte des
informations supplémentaires dans le diagnostic des altérations cardiovasculaires
pathologiques chez I'Homme et pourrait permettre la mise en place d'une thérapeutique

mieux adaptée.

1.3.3 — Estimation de la compliance aortique a partir de modeles mathématiques

L'un des modeles le plus fréquemment utilisé est le modele de Windkessel, qui par
analogie avec un circuit électrique, assimile le systeme artériel & un circuit & deux éléments
comprenant une capacitance qui se décharge dans une résistance selon une loi mono-
exponentielle (O'Rourke et coll.,, 2002). Cette représentation simple de la circulation
artérielle peut étre utilisée dans la partie diastolique de la courbe de pression artérielle. La
compliance est alors calculée comme le rapport entre la constante de temps de la
décroissance diastolique de la courbe de pression et la résistance périphérique et nécessite

donc la mesure du débit cardiaque.

Liu et ses collaborateurs (1986) ont amélioré la méthode de calcul de la compliance a
partir du méme modele. La compliance est alors calculée en fonction de l'aire sous la courbe
entre deux points de la descente diastolique, choisis en fin de diastole afin de s'affranchir de
l'influence du contour de l'onde de pression diastolique, les ondes réfléchies se surajoutant

en début de diastole.

Quelle que soit la méthode utilisée pour I'évaluation de la rigidité pariétale aortique
chez 'Homme, la premicre conférence de consensus sur la rigidité artérielle (O'Rourke et
coll., 2002) a permis la définition d'un certain nombre de recommandations afin d'en
normaliser la mesure, notamment en tenant compte de 1'dge du patient et des conditions de

mesure (O'Rourke et coll., 2002).
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1.4 — DETERMINANTS DE LA RIGIDITE PARIETALE

Il existe plusieurs déterminants a la rigidité pariétale qui la modifient a différents
degrés. Ainsi, d'apres Milnor (1990), le tonus local dii a la contractilité des cellules
musculaires lisses médiales, la contrainte et la composition pariétales ont une influence
directe dans les conditions physiologiques sur la rigidité pariétale aortique. Nous verrons
¢galement comment ces parametres évoluent au cours du vieillissement et jouent d'autant

plus sur le développement de la rigidité pariétale aortique.

1.4.1 — Tonus musculaire local

L'impact du tonus des cellules musculaires lisses sur 'élasticité pariétale reste un sujet
de controverse, en particulier pour les gros troncs artériels tels que I'aorte ou l'artére carotide.
Certains auteurs concluent que I'élasticité pariétale augmente suite a une relaxation des
cellules musculaires lisses artérielles (Gaballa et coll., 1998) et d'autres suite a une activation
(Dobrin et Rovick, 1969). Enfin, une autre école conclut a I'absence d'impact du tonus
musculaire sur 1'élasticité aortique (Niederhoffer et coll., 1997a), dans les situations
physiologiques.

Cependant, on ne peut exclure chez I'homme ['influence d'une vasoconstriction
périphérique, provoquant des ondes de réflexions plus importantes et donc une augmentation
de la PP. En revanche, chez le rat, du fait de la taille plus petite de I'animal, l'effet du tonus
musculaire local dii aux cellules musculaires lisses semble étre moins déterminant pour la

rigidité pariétale aortique (Milnor, 1990, p. 296).

Par ailleurs, il a été suggéré que l'endothélium, par sa capacité a libérer des substances
vasoactives, peut moduler les propriétés élastiques (Levy et coll,, 1990) en modifiant le

tonus vasomoteur.
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1.4.2 — Contrainte pariétale

Comme prédit par la relation contrainte/déformation vue précédemment (Figure 2),
plus la CP augmente, moins la déformation est importante, donc plus la paroi artérielle sera
rigide.

L'équation de Lamé permet de calculer la CP (10° dynes/cm” avec 1 mm Hg = 1334

dynes/cm?) tel que :
CP=(PAM x D;)/2h

Ainsi, toute augmentation du Di et/ou de la pression intraluminale ou toute diminution de
'épaisseur pariétale, induisant une majoration de la CP, augmentera la rigidité pariétale

aortique.

1.4.2.1 — Effet de la pression intraluminale

La pression intraluminale intervient dans la mesure ol son €lévation rigidifie les parois
des artéres, de maniére indépendante de leur géométrie et de leur composition de base
(Armentano et coll,, 1995). En effet, cette augmentation de la pression intraluminale,
engendrant une augmentation de la CP, conduit au transfert progressif de la charge
hémodynamique des composants les plus extensibles car a faible module élastique (fibres
élastiques et cellules musculaires lisses), vers les composants les moins extensibles, a fort

module élastique (fibres de collagéne) (Roach et Burton, 1957).

Une augmentation chronique de la pression intraluminale, comme celle observée dans
I'HTA, induit donc une augmentation du ME de la paroi artérielle qui se traduit par une
augmentation de la VOP (Amin et coll., 1996) et une diminution de la compliance artérielle.
Cependant, différentes études (Hayoz et coll., 1992 ; Laurent, 1995 ; Armentano et coll.,
1995) ont montré que la distensibilité artérielle de sujets hypertendus jeunes est similaire a
celle de sujets normotendus lorsqu'elle est déterminée dans une gamme de pression
identique. Ceci n'est pas le cas chez les sujets hypertendus dgés dont les gros troncs artériels

présentent une rigidité intrinseque méme & PAM normale (Marque et coll., 1999).
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1.4.2.2 — Effet de la géométrie aortique

Lors d'un accroissement chronique du diamétre interne de l'aorte, une hypertrophie
pariétale se développe et compense dans un premier temps cette augmentation du diamétre,
maintenant ainsi la CP a un niveau normal. Cette hypertrophie implique néanmoins des
modifications de la composition pariétale (Mulvany, 1993), elle-méme déterminant

important de I'élasticité de la paroi artérielle (cf ci-dessous).

En conséquence, les modifications chroniques de géométrie, impliquant une dilatation
et une hypertrophie pariétale, aboutissent finalement a une augmentation de la rigidité

aortique.

1.4.3 — Composition pariétale

1.4.3.1 — Description de la composition pariétale aortique

La paroi aortique se compose de trois tuniques concentriques distinctes. A partir de la

lumiére vasculaire, on trouve :

(1) l'intima, composée de l'endothélium et de la limitante élastique interne. Son
organisation en couche monocellulaire confere & l'intima une faible influence sur 1'élasticité
de la paroi (Burton, 1954) mais l'endothélium est néanmoins capable de libérer des

substances vasoactives pouvant modifier le tonus vasomoteur.

(2) la média, délimitée par les limitantes élastiques interne et externe, est essentielle

dans la détermination des propriétés mécaniques de la paroi (cf. ci-dessous).

(3) I'adventice, composée de fibres de collagéne et d'élastine, assure la liaison avec les
tissus conjonctifs adjacents. Elle pourrait jouer un réle important dans 1'élasticité de la paroi,
seulement pour des niveaux de pression élevés (Dobrin 1978) et dans la résistance a la

rupture des anévrysmes.
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1.4.3.2— Réle de la média dans les propriétés élastiques de la paroi

La média assure l'essentiel des propriétés élastiques de la paroi. Elle ne contient
généralement qu'un seul type cellulaire, la CML vasculaire, s'appuyant sur une MEC
composé€e en majeure partic d'élastine, de collagéne et de protéoglycannes (Wolinsky et
Glagov, 1967).

Au sein de la média, la répartition et la quantification de ces différents éléments
peuvent étre étudiées histologiquement en deux (histomorphométrie, Corman et coll., 1998)
ou trois dimensions (microscopie confocale, Giummelly et coll., 1998). Les taux de
collagéne et d'élastine peuvent étre également mesurés via le dosage de I'un de leurs acides
aminés caractéristiques (respectivement hydroxyproline (Neuman et Logan, 1950 ; Cantini
et coll., 2001) et desmosine et isodesmosine (Giummelly et coll., 1995)), éventuellement
aprés une séparation basée sur leur solubilité différente (Michel et coll., 1994). 1l est & noter
cependant que les résultats obtenus peuvent varier selon la technique utilisée (Cantini et

coll., 2001).

%+ Elastine et collagéne

L'¢lastine représente environ 40% de la média de l'aorte thoracique (Apter, 1967), puis
son taux diminue au fur et a mesure qu'on s'éloigne du cceur vers les arteres de résistance.
C'est une protéine élastomeérique trés extensible, vectrice des propriétés de distensibilité des
gros troncs artériels. Dans la média, I'élastine est organisée en un réseau de lames élastiques
continues, paralléles et concentriques.

Le collagéne représente environ 15% de la média des gros troncs artériels (Apter,
1967). Les fibres de collagéne sont trés peu extensibles mais leur organisation en réseau leur
confere cependant une certaine flexibilité. Le role physiologique des fibres de collagéne est
de maintenir l'intégrité de la structure vasculaire en résistant aux forces de traction. Les
modifications des collagénes induisent des pertes graves de la cohésion du tissu conjonctif

pariétal.

% Cellules musculaires lisses vasculaires

Les CML occupent 40 & 50% de la média aortique (Apter, 1967). Les propriétés
mécaniques des CML sont fonction de leur état de contractilité : a 1'état relaché, les CML

sont trés extensibles mais le ME du muscle lisse contracté peut facilement augmenter d'un
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facteur 10. Cependant l'influence global du tonus musculaire local (cf. paragraphe 1.4.1)
reste minime par rapport aux autres déterminants de la rigidité pariétale aortique.

La média artérielle se présente comme un empilement de faisceau (ou feuillet)
musculo-élastiques (Clark et Glagov, 1985). Chaque feuillet consiste en un groupe de CML
et de fibres de collagene délimité par des fibres €lastiques orientées suivant le grand axe des
cellules. Cettq disposition permet une distribution uniforme des contraintes mécaniques au

sein des vaisseaux.

+*» MEC et interactions cellules-matrices

Entre les fibres élastiques, se trouve la matrice interstitielle, composée de collagenes
fibrillaires (majoritairement de type III), de diverses protéines de structure (fibronectine,
ténascine) et de protéoglycannes. Les CML sont entourées individuellement d'une membrane
basale (collagéne de type IV, laminines, protéoglycannes). Les branchements latéraux entre
les fibres élastiques et la surface cellulaire permettent de coupler chaque feuillet élastique au
suivant. Les connections ainsi organisées coordonnent la tension des lames élastiques a la

tension active globale des CML.

Les liaisons entre les CML et la MEC impliquent des protéines d'adhésion du type
fibronectine et leurs récepteurs membranaires, les intégrines et constituent de véritables
structures d'attachement, visibles en microscopie électronique, les plaques denses (Lacolley

et coll., 2002a).

1.4.4 — Effet du vieillissement sur les déterminants de la rigidité pariétale

1.4.4.1 — Modifications de la contrainte pariétale

Au cours du vieillissement cardiovasculaire chez 'Homme, on observe généralement
un allongement de l'aorte (Gerstenblith et coll., 1976) ainsi qu'une altération de sa capacité
de rétractation (Learoyd et Taylor, 1966). Une dilatation apparait progressivement, le rayon
interne aortique s'¢levant de 9% par décennie entre 20 et 60 ans chez 'Homme (Nichols et
coll., 1985), et une hypertrophie pariétale se développe. De méme, le rapport h / D; augmente
(Milnor, 1990, p. 52-53).
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Ainsi, chez I'Homme, la compliance aortique varie peu jusqu'a 60 ans car
l'augmentation progressive de la rigidité pariétale arotique est compensée par une dilatation
et une élongation qui augmentent le vouleme aortique. Apres 60 ans, l'augmentation de la
rigidité pariétale aortique devient proportionnellement plus importante que 'augmentation de
volume et la compliance aortique diminue. Ceci entraine alors une augmentation de la
contrainte ventriculaire télésystolique et une dysfonctionnement du couplage coeur-vaisseaux

(Milnor, 1990).

Ainsi, chez le sujet agé ne souffrant pas d'HTA essentielle, la PAM n'est pas modifiée,
tandis que le le diamétre et 1'épaisseur médiale augmentent parallélement. Au final, la

contrainte pariétale évolue donc peu avec l'age.

1.4.4.2 — Modifications de la composition pariétale

Au cours du vieillissement cardiovasculaire, la composition de la paroi aortique va
présenter des modifications, tant d'un point de vue qualitatif que d'un point de vue

quantitatif,

2

% Modifications quantitatives

Avec l'age, une activité élastolytique augmentée (Hornebeck et coll., 1978) pourrait
étre impliquée dans le processus de destruction progressive de l'intégrité du réseau élastique
(Toda et coll., 1980 ; Lakatta et coll., 1987). Parallelement a cela, et bien qu'une diminution
de la protéolyse soit observée avec 1'dge (Monnier et coll., 1984), plusieurs études montrent
que le vieillissement ne s'accompagne pas d'une accumulation de collagéne (ou fibrose) dans
la paroi aortique (Niederhoffer et coll., 1997b ; Marque et coll., 1999 ; Cantini et coll.,
2001), mises a part quelques exceptions (Corman et coll., 1998). En fait, ce ne sont pas tant
les modifications quantitatives liées a 1'dge qui vont influencer la rigidité pariétale aortique

mais plutdt les modifications qualitatives.
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% Modifications qualitatives

Entre l'enfance et I'dge de 90 ans, le taux de calcium total de la paroi artérielle est
multiplié par 50 a 100 (Fleckenstein et coll., 1983). Cette accumulation intense de calcium,
ou calcinose, n'est pas homogéne : le calcium va se déposer en "plaques" et
préférentiellement au niveau des lames élastiques les plus proches de la lumiere (Eliot et
Mac Grath, 1994). La fixation du calcium sur 1'élastine, ou élastocalcinose, induit une
augmentation de la rigidité pariétale via des modifications a la fois structurales (dans
l'association des composants des fibres ¢lastiques) et fonctionnelles (altérations des

propriétés élastiques par diminution des interactions hydrophobes) (Rucker et coll., 1974).

De méme, des altérations de I'état du collagéne peuvent intervenir et favoriser la
rigidité¢ pariétale aortique telles que l'augmentation du rapport collagéne de type I (de
module élastique plus élevé) sur collagéne de type III (Deyl et coll., 1987) ou l'accumulation
lente et progressive d'AGEs suite a une glycation non enzymatique (Cantini et coll., 2001 ;
Kass et coll., 2001). En effet, les AGEs sont responsables d'une désorganisation de
l'assemblage des protéines matricielles et du pontage des protéines, en particulier du

collagéne (Bulckaen et Puisieux, 2003)

L'hypertrophie pariétale observée au cours du viellissement résulte d'altérations aussi
bien au niveau des cellules musculaires lisses (CML) que de la matrice extracellulaire
(MEC). On observe une hypertrophie et/ou une hyperplasie des CML qui s'accompagnent
d'une altération des réponses contractiles et relaxantes de ces cellules (Folkow et Svanborg,

1993) et une augmentation des taux de glycosamines dans la MEC (Bouissou et coll., 1987).

< MEC et liaisons cellules-matrice

Les modifications au cours du vieillissement des autres protéines matricielles et en
particulier des protéines d'adhésion sont moins connues. Les taux de fibronectines
plasmatiques sont fortement augmentés chez I'nomme 4gé, mais aucun lien direct entre les
taux plasmatiques circulants de cette glycoprotéine et son accumulation tissulaire n'a été

établi in vivo (Lacolley et coll., 2002a).
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En résumé, les effets du vieillissement sur les déterminants de la rigidité pariétale
aortique concerne peu la contrainte pariétale et des modifications quantitatives de la
composition pariétale. En revanche, les atteintes qualitatives (calcinose, glycation,
modification du rapport collagéne I/III, dégradation du réseau élastique et peut-&tre
interactions cellules-matrice) semblent avoir quant a elles un plus fort retentissement. Il
convient donc de trouver un modéle animal capable de mimer ces différents aspects, au

moins en partie.

1.5 - MODELES ANIMAUX DE RIGIDITE PARIETALE AORTIQUE HUMAINE

1.5.1 — Problématique

Le point critique de toutes les études physiopathologiques et pharmacologiques en
expérimentation animale reste de trouver un modéle animal mimant au mieux les

caractéristiques de la pathologie humaine.

Dans le cas du vieillissement cardiovasculaire chez I'Homme, l'apparition et le
développement d'une rigidité pariétale aortique résulte de la somme des altérations des
différents déterminants de 1'élasticité artérielle. Ainsi, on observe notamment une calcinose
artérielle d'apparition trés progressive (le taux de calcium augmente de 50 & 100 fois entre 0
et 90 ans, Fleckenstein et coll., 1983) accompagnée d'une glycation des fibres de collagene

(ce qui les rend encore plus rigides) et d'une augmentation du rapport collagéne/élastine.

Une solution simple pourrait étre d'utiliser des rats 4gés (30 mois ou plus). Cependant,
ce modele se révele étre assez imparfait pour mimer la physiopathologie du vieillissement
cardiovasculaire humain car si le rat 4gé de 30 mois développe bien une glycation des fibres
de collagéne (Cantini et coll., 2001), il ne présente qu'une calcification relativement faible

par rapport au rat jeune (taux de calcium multiplié par 2 ou 3, Kieffer et coll., 2000).

Le simple vieillissement naturel n'étant pas suffisant pour obtenir chez le rat une
rigidité pariétale aortique aux caractéristiques comparables a celles observées chez 'Homme,
il a donc été nécessaire de développer des modeles animaux afin d'étudier la MVR. Plusieurs

possibilités sont alors envisageables en fonction des caractéristiques de la MVR que l'on
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souhaite accentuer : calcification intense, dégradation du réseau élastique, fibrose, glycation,

altérations des interactions cellules-MEC...

Au cours de cette étude, nous avons choisi de nous intéresser plus particulierement a
l'une de ces caractéristiques de la MVR, la calcification intense de la paroi aortique
(Atkinson, 1999). Plusieurs modeles ont été développés afin d'induire une calcification de la
paroi aortique chez l'animal. Ainsi, il a ét¢ notamment montré que l'administration de
warfarine et de vitamine K1 (Essalihi et coll., 2003), de méme que 1'administration de fortes
doses de vitamine D3 et de nicotine (modéle VDN, cf. ci-dessous) provoquaient une
calcification de la paroi aortique avec pour conséquences une rigidification de cette paroi et
I'apparition d'une HTSI. Ce dernier modele, le rat VDN, que nous avons choisi d'utiliser au
cours de ce travail, a fait l'objet de nombreuses études au laboratoire qui ont permis de

décrire ses principales caractéristiques.

1.5.2 - Le rat VDN

Haas et coll. (1958) ont été¢ les premiers a décrire les effets vasculaires de
I'hypervitaminose D. Leurs travaux leur ont ainsi permis de développer un mod¢le
expérimental de calcinose pariétale "accélérée" chez le jeune rat, obtenue par
l'administration de doses massives de vitamine Ds et de nicotine. Ce modéle a par la suite été
repris et modifié successivement par Fleckenstein (1985) puis Atkinson et ses collaborateurs

(Henrion et coll. 1991b, Atkinson 1992).

1.5.2.1 — Développement du modéle VDN

Le modele original de Fleckenstein (1985) consistait en I'administration d'une forte
dose de vitamine D; suivie d'administrations bi-quotidiennes de nicotine pendant 5 jours.
Les rats traités présentaient une forte calcification de leurs artéres et mouraient dans les 6
jours suivant l'administration de vitamine D;. L'administration simultanée de fortes doses
d'inhibiteurs calciques permettait de protéger les rats de l'effet 1étal d'un tel traitement : ces
observations ont apporté des informations fondamentales pour le développement de la classe

des inhibiteurs calciques.
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Afin d'obtenir un modéle d'artériosclérose "viable" a moyen terme, Atkinson et ses
collaborateurs (Thorin et coll., 1990 ; Henrion et coll. 1991b, Atkinson, 1992) ont modifié le
modele proposé par Fleckenstein afin d'en limiter la toxicité. Le modele ainsi proposé, le rat
VDN, consiste en l'administration d'une dose unique de vitamine D3 (300 000 Ul/kg) suivie
dans la méme journée par deux administrations de nicotine (25 mg/kg) espacées de 8 heures

a de jeunes rats 4gés d'environ 2 mois.

La mortalité engendrée par ce traitement n'est plus que d'environ 10% dans la premiére
semaine apres le traitement VDN (Marque et coll.,, 2001a). Les rats présentent une perte
d'environ 20% du poids corporel pendant la premiére semaine puis retrouvent une
croissance normale. Les effets du traitement VDN se maintiennent a long terme (au moins

jusqu'a 1'age de 14 mois, Atkinson et coll., 1994).

1.5.2.2 — Caractéristiques du modeéle VDN

L'administration d'une dose supra-toxique de vitamine D3 provoque chez les rats traités
une hypercalcémie transitoire pendant environ 6 jours (Figure 8, Kieffer et coll., 2000), due
au relargage de calcium a partir du tissu osseux et a la nourriture. Le calcium se dépose
ensuite dans différents organes, avec une concentration variable selon les tissus : aorte
thoracique > aorte abdominale > artére carotide > rein > artére caudale > cceur > artere

mésentérique (Henrion et coll., 1991a).

L'administration de nicotine entraine une libération trés importante d'adrénaline et de
noradrénaline, provoquant une vasoconstriction importante des cellules musculaires lisses
vasculaires voire une nécrose favorisant la libération du calcium intracellulaire (Hass et
coll., 1958). En absence de nicotine, la calcification pariétale est plus faible (Niederhoffer,

données non publiées).

En ce qui concerne plus particuliérement l'aorte thoracique, I'hypervitaminose D
associée a la nicotine produit donc rapidement une calcinose pariétale durable d'intensité
comparable a celle observée chez 'Homme agé. Le taux de calcium tissulaire total dans la
paroi aortique est multiplié par un facteur 30 a 50. Les sites principaux de fixation du
calcium sont les fibres élastiques médiales les plus internes (Henrion et coll., 1991b ;

Niederhoffer et coll., 1997a). (Figure 9).
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Figure 8 : Evolution du taux de calcium plasmatique (O) et de la paroi de l'aorte

thoracique (®) suite a un traitement VDN au jour 0 (d'apres Kieffer et coll., 2000).

Figure 9 : Coupes d'aorte de rat VDN montrant la calcification intense de la paroi

(désignée par les fleches, en marron, coloration de Von Kossa). Grossissement x100
(gauche), x400 (droite) (d'apres Niederhoffer et coll., 1997a).
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Cette ¢lastocalcinose médiale sous forme de dépdts calciques non homogenes, entraine

progressivement une fracturation des lames élastiques. A terme, le réseau élastique médial

est fragmenté et désorganisé (Figure 10).

Figure 10 : Observation des lames €lastiques d'aorte de rats VDN (a droite) et Non-

VDN (a gauche) en microscopie confocale (d'aprés Giummelly et coll., 1998).

Plusieurs ¢tudes réalisées au laboratoire sur le rat VDN (Thorin et coll., 1990 ;
Henrion et coll., 1991a et 1991b ; Atkinson et coll., 1994 ; Tatchum-Talom et coll., 1995 :
Niederhoffer et coll., 1997a et 1997b ; Lartaud-Idjouadiene et coll., 1999 ; Kieffer et coll.,
2000 ; Marque et coll., 2001a) ont mis en évidence plusieurs caractéristiques communes
avec les effets du vieillissement cardiovasculaire : augmentation de la VOP, du ME pariétal
aortique, de la PP, apparition d'une HTSI et d'une HVG avec adaptation des myocytes pour
maintenir les performances cardiaques. La PAM et le volume d'éjection systolique quant a

eux ne sont pas modifiés.

Au sein du modele VDN, la cascade d'événements serait la suivante (Figure 11) :
I'élastocalcinose entraine une altération des propriétés fonctionnelles et une dégradation des
fibres ¢lastiques aboutissant a une augmentation du ME et donc de la rigidité pariétale. La

rupture du réseau €lastique de maintien entraine une dilatation artérielle qui stabilise dans un
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premier temps la compliance artérielle. Mais la rigidité pariétale artérielle est telle que

malgré la dilatation, la compliance diminue (Atkinson et coll., 1994 ; Lartaud-Idjouadiene et

coll., 1999). L'élastocalcinose est associ¢e a une élévation de la PP et de la CP cyclique. Le

couplage de ces deux phénomeénes pourrait potentiellement provoquer de nouvelles cassures

des fibres élastiques, exposant ainsi de nouveaux sites de fixation pour le calcium. Ce

systéme de rétroaction positive amplifierait I'élastocalcinose et 'augmentation consécutive

de rigidité, dépassant au-deld d'un seuil critique les capacités compensatrices de la

vasodilatation.

Rupture du
réseau élastique
de maintien

Dilatation
aortique

©

ﬁ

Elastocalcinose
pariétale aortique

1

Dégradation des fibres
élastiques
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fonctionnelles élastiques

1

Diminution de 1'élasticité
aortique

Majoration de la PP

Augmentation de la
contrainte cyclique
pariétale

®

Diminution de la compliance aortique

Figure 11 : Schéma représentatif des conséquences de 1'élastocalcinose dans le modele

VDN.
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II - LES PPARS ET LEURS EFFETS BIOLOGIQUES

Le premier récepteur PPAR a été identifié chez la souris il y a une quinzaine d'années
par Isseman et Green (1990). Ces auteurs le décrivaient alors comme un récepteur hormonal
nucléaire activé par des substances ayant la capacité d'induire la prolifération des
peroxysomes. Depuis, son existence a été retrouvée dans de trés nombreuses especes et les
PPARSs sont considérés aujourd'’hui comme une sous-famille de récepteurs nucléaires a part
entiére. Ainsi, ils sont rapidement passés du statut de "récepteurs orphelins” aux ligands
endogenes ef aux roles physiologiques inconnus a celui de récepteurs nucléaires parmi les

plus décrits et les plus étudiés (Schoonjans et coll., 1997 ; Wilson et coll., 2000).

Impliqués dans la régulation du métabolisme des lipides et des lipoprotéines et dans
I'homéostasie du glucose, les PPARs sont une cible pharmacologique de choix pour le
traitement des désordres métaboliques tels que les hyperlipidémies (via leur activation par

les fibrates) ou le diabéte (via leur activation par les TZD).

Cependant, les connaissances sur les PPARs ne cessent de s'accroitre et de mettre en
évidence leur role pléiotropique du fait de leur implication dans des mécanismes
physiologiques aussi divers que le déroulement du cycle cellulaire, la différentiation et la
détoxiﬁcationl cellulaire, I'implantation feetale, le développement cérébral, l'inflammation
mais également dans des mécanismes pathologiques tels que le cancer ou I'athérosclérose
(Debril et coll.,, 2001 ; Schohn et coll.,, 2001). De ce fait, les activateurs des PPARs
pourraient se révéler efficaces dans de nombreuses pathologies autres que les

hyperlipidémies et le diabéte (Pershadsingh, 2004)

Aprés quelques généralités sur la famille des PPARs, nous nous intéresserons plus
particuliérement au cours de cet exposé aux principales fonctions biologiques de ces
récepteurs (métabolisme lipidique et glucidique, inflammation) ainsi qu'a la place qu'ils
occupent dans certaines pathologies cardiovasculaires. Enfin, nous décrirons de nouvelles
familles thérapeutiques actuellement développées par l'industrie pharmaceutique dans le but
d'agir de fagon encore plus précise et spécifique sur la cible pharmacologique que sont les

PPARs.
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I1.1 — GENERALITES

II.1.1 — Les récepteurs nucléaires et la sous-famille des PPARs

Les récepteurs nucléaires sont des régulateurs de la transcription de certains génes et
de diverses fonctions intracellulaires (Escriva et coll., 2000). Ils représentent une super-
famille de plus de 120 protéines, comprenant notamment les récepteurs des oestrogenes, des
hormones thyroidiennes, des glucocorticoides, des rétinoides, de la vitamine Dj ainsi que les
membres de la sous famille des récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes
(PPARS). Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription activés par des ligands
et qui régulent de nombreuses fonctions biologiques allant de la prolifération, de la
différenciation et de l'apoptose cellulaires au métabolisme lipidique et a 1'homéostasie
énergétique. Les stéroides, les hormones thyroidiennes, les acides gras, les vitamines A et D
sont des exemples de ligands lipophiles naturels pouvant se lier a cette superfamille de

récepteurs (Houseknecht et coll., 2002).

La sous-famille des PPARs inclut des génes distincts codant pour plusieurs
isoformes. Trois isoformes ont ainsi été décrites : PPARa (NR1C1), PPARB/6 (NR1C2) et
PPARy (NR1C3) (Schoonjans et coll., 1996). PPARy présente [ui-méme 2 sous-types,
PPARYy, et PPARY, qui différent par leur extrémité N-terminale (Tontonoz et coll., 1994).

I1.1.2 — Structure des PPARs

Bien que les différentes isoformes de PPARs soient codées par des genes différents,
leurs structures protéiques sont similaires et comporte 5 domaines : une extrémité N-
terminale ou domaine A/B, un domaine C de liaison a I'ADN, une région "charniére"
(domaine D), un domaine E pour la liaison avec le ligand et un domaine F pour lequel
aucune fonction n'a encore été identifiée (Figure 12, Blanquart et coll., 2003). A l'intérieur
de la famille des PPARSs, le domaine de liaison a 'ADN est conservé a 85%, celui de liaison

au ligand a 70% (Wilson et coll., 2000).
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La région N-terminale ou domaine A/B contient chez certains récepteurs, dont PPARYy,
une séquence AF-1 (Activation Function-1), qui activerait la transcription en absence de

ligand (Castillo et coll., 1999).

Le domaine C contient 2 structures en doigts de zinc et 9 cystéines (structure
conservée dans toute la super-famille des récepteurs nucléaires) lui permettant de se fixer sur

I'”ADN au niveau d'une séquence PPRE (Peroxisome Proliferator Response Elements).

Le domaine D correspond a une région "charni¢re", importante pour la liaison avec les

co-facteurs (Debril et coll., 2001).

Le domaine de liaison au ligand, situé dans le domaine E est formé de 12 hélices o
dont I'organisation tridimensionnelle ménage une cavité hydrophobe permettant d'accueillir
le ligand. C'est également au niveau du domaine E que le PPAR va se dimériser avec le
récepteur nucléaire RXR (retinoic X receptor) et que se trouve la principale fonction

activatrice transcriptionnelle (AF-2).

Site de
liaison a Région Site de liaison au
AF-1 I'ADN charniére  ligand et 3 RXR AF-2
— r A4 \ ™~ —
A/B C D E F

Figure 12 : Représentation schématique de la structure de la protéine PPAR et de ses
différents domaines (d'aprés Blanquart et coll., 2003).

11.1.3 - Mécanisme d'action des PPARs

A 1'¢tat inactif, les PPARs sont liés a des co-répresseurs. Leur activation nécessite de
s'en séparer, suite a la liaison du PPAR avec un ligand spécifique. Aprés pénétration du
ligand dans la cellule puis dans le noyau, celui-ci se fixe au PPAR et l'active en provoquant
un changement de conformation tridimensionnelle dans la région de liaison avec I'ADN.

Cette modification conformationnelle permet non seulement au PPAR de se fixer a 'ADN
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mais aussi de stabiliser I'interaction entre le PPAR et le récepteur nucléaire de I'acide 9-cis
rétinoique (RXR). Ces derniers forment alors un hétérodimeére. L'interaction PPAR / RXR va
¢galement permettre le recrutement de co-activateurs qui peuvent moduler spécifiquement

l'activité des PPARs.

Le PPAR, li¢ a son ligand et a RXR, se fixe sur une séquence promotrice spécifique
d'un gene cible ou PPRE (Debril et coll., 2001). La séquence consensus PPRE pour les
PPARSs consiste en la répétition de séquences AGGTCA espacées d'une base, précédée en 5'
d'une séquence spécifique a l'isoforme (par exemple pour PPARa
C(C/G)(A/G)A(A/T)C/T)) (Neve et coll., 2000). L'interaction entre PPAR et PPRE a pour
effet d'activer et de moduler une ARN-polymérase I qui va transcrire I'ADN en ARNm.
Ainsi, l'activation transcriptionnelle de génes-cibles résulte en une synthése protéique et
entraine des effets biologiques divers (Wilson et coll., 2000). Ce processus correspond a un

phénomeéne de trans-activation (Figure 13).
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|

Fonction biologique

Figure 13 : Mécanisme d'action des PPARs par trans-activation. Suite a la liaison avec

un ligand, la protéine PPAR est activée et régule la transcription d'un gene-cible.
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En plus de leur capacité a réguler l'expression des génes a un niveau transcriptionnel
par l'intermédiaire des PPREs, les PPARs peuvent également réprimer la transcription de
génes en interférant négativement avec d'autres voies de signalisation, comme par exemple
celles de NF-xB, de STAT et de AP-1. Ce mécanisme de trans-répression, qui régule
négativement ['expression de génes impliqués dans le processus inflammatoire, a été proposé
comme étant a la base des propriétés anti-inflammatoires des PPARs. Il serait indépendant
d'une liaison & I'ADN mais reléverait plutét d'interactions protéine/protéine avec formation
de complexes inactifs ou d'une compétition pour un co-facteur commun (Ricote et coll.,

1998a ; Delerive et coll., 1999b ; Vlaeminck-Guillem et coll., 2003),

Par ailleurs, les ligands et les co-activateurs ne sont pas les seuls agents capables de
modifier l'activité des PPARs. Ainsi, la phosphorylation de la sérine 82 de la protéine
PPARy par une MAP kinase produit une modulation de l'activité transcriptionnelle de
PPARy. Cette phosphorylation produirait en effet un changement conformationnel au niveau
du site AF-2 ayant pour conséquence une variation de l'affinité pour certains ligands ou co-

activateurs (Debril et coll., 2001).

Enfin, Hauser et ses collaborateurs (2000) ont proposé¢ un nouveau mécanisme de
régulation de la protéine PPARY suite a la liaison au ligand : 1'induction de la dégradation du
récepteur par le protéasome. Cette voie de dégradation, impliquéé dans la régulation des
protéines a demi-vie courte et contrdlant des fonctions cellulaires essentielles (cycle
cellulaire, transcription,... etc.), est dépendante dun phénoméne d'ubiquitination.
L'ubiquitine, polypeptide de 8 kDa, se fixe de fagon covalente aux résidus lysines. Les
protéines multi-ubiquitinylées sont ensuite rapidement dégradées par le protéasome 26S
(Blanquart et coll., 2003). Les ligands étant ainsi capables a la fois d'activer les PPARs et de
provoquer leur destruction, il existe donc dans la cellule un mécanisme de feed-back
permettant de contre-balancer l'activité transcriptionnelle des PPARs. Sporn et ses
collaborateurs (2001) proposent donc de ne pas considérer les ligands des récepteurs
nucléaires, dont les PPARs, uniquement comme de simples agonistes ou antagonistes, mais
plutét comme des modulateurs, offrant de nouvelles perspectives thérapeutiques

intéressantes (voir I1.4 - "Perspectives thérapeutiques des PPARs").
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11.2 — FONCTIONS BIOLOGIQUES DES PPARS

IL.2,1 — Expression tissulaire

Les PPARs s'expriment de fagon ubiquitaire dans l'organisme. Cependant, la

distribution tissulaire de la protéine est variable selon l'isoforme (Braissant et coll., 1996).

PPARGo. est principalement exprimé dans les tissus ayant un potentiel catabolique des
acides gras ou dans les organes ayant une activité métabolique importante tels que le foie, le

rein, le ceeur ou les glandes surrénales.

PPARY, est retrouvé essentiellement dans le tissu adipeux tandis que PPARy; est
exprimé dans les autres tissus non adipeux (intestin, glande mammaire). De plus, PPARo, et
PPARy sont exprimés dans les cellules vasculaires (cellules endothéliales, cellules
musculaires lisses ; Bishop-Bailey, 2000). Ces deux isoformes sont également retrouvées
dans la lignée des monocytes/macrophages avec des taux différents selon leurs degrés de
différenciation : alors que PPARa est exprimé aussi bien dans les monocytes circulants que
dans les macrophages tissulaires, la présence de PPARy est surtout observée dans les
macrophages (Ricote et coll., 1998b) mais également dans les cellules spumeuses

(macrophages gorgés de lipides dans les plaques d'athérome, Chawla et coll., 2001).

PPARJ/d est ubiquitaire et est souvent exprimé a des taux plus importants que PPARa

¢t PPARy (Braissant et coll., 1996).

11.2.2 - Ligands

A ce jour, une large diversité de molécules, endogénes ou synthétiques, a été décrite
comme pouvant se lier et activer les PPARs (Tableau 1). En effet, la structure
tridimensionnelle des PPARs ménagée pour accueillir le ligand est une large poche
hydrophobe, mesurant environ 1300 A. Ainsi, de nombreux ligands hydrophobes de taille et

de structures trés variables sont capables d'activer ces récepteurs.

En ce qui concerne les acides gras, certains peuvent avoir une affinité plus prononcée
pour certaines isoformes de PPARs que pour d'autres (par exemple, PPARy et les acides
linoléiques et linoléniques, Houseknecht et coll., 2002). La plupart des acides gras sont

cependant capables d'activer les 3 isoformes de PPARs s'ils sont en concentration suffisante
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dans la cellule (Kliewer et coll., 1997). Kliewer et ses collaborateurs suggerent d'ailleurs
que les PPARs seraient des "détecteurs" physiologiques du taux de lipides et
commanderaient un mécanisme moléculaire pour maintenir 'homéostasie lipidique dans

l'organisme.

Les TZD, qui présentent notamment une bonne activité anti-diabétique via l'activation

de PPARy, n'ont qu'une affinité modeste pour ce récepteur (Houseknecht et coll., 2002).

Par ailieurs, aucun ligand endogéne spécifique de chaque isoforme de PPARs n'a

encore été identifié a ce jour avec certitude.

Tableau 1 : Ligands endogeénes et synthétiques activateurs des différentes isoformes de

PPARs (d'aprés Bishop-Bailey, 2000 ; Schohn et coll., 2001 ; Houseknecht et coll., 2002).

AINS : Anti-inflammatoires non-stéroidiens ; 15d-PGJ, : 15-deoxy-A'*"*Prostaglandines J; ;
8-(S)HETE : acide 8-(S) hydroxy-eicosatétraénoique

Isoformes Ligands endogénes Ligands synthétiques
PPARa Eicosanoides dont : Fibrates dont
leucotriene B4 clofibrate
8-(S)HETE Jenofibrate
Acides gras dont : gemfibrozil
acide arachidonique AINS
PPARp/o Acides gras polyinsaturés
PPARYy Eicosanoides dont : Thiazolidinediones dont :
15d-PGJ, troglitazone
LDL oxydés rosiglitazone
Acides gras pioglitazone
Acides gras polyinsaturés AINS
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11.2.3 — Principales fonctions physiologiques des PPARs

Les PPARs sont des protéines pléiotropes et sont responsables de la modulation de
multiples fonctions biologiques. Nous ne décrirons ici que les fonctions de PPARa et PPARYy
pouvant avoir une influence potentielle sur le systéme cardiovasculaire, a savoir celles
impliquant le métabolisme lipidique et le métabolisme glucidique ainsi que le processus

inflammatoire. Le r6le physiologique de PPARf/3 est encore mal connu et peu décrit.

11.2.3.1 — PPARo et métabolisme lipidique

Chez I'Homme, l'activation de PPARa par les fibrates diminue les concentrations

plasmatiques des triglycérides et augmente celles du HDL-cholestérol (Staels et coll., 1998).

La réduction du taux de triglycérides est due a une diminution de la synthese hépatique
des lipoprotéines de trés basse densité riches en triglycérides (VLDL) et & une augmentation
de la lipolyse intra-vasculaire de ces lipoprotéines. En fait, de nombreux genes impliqués
dans le transport membranaire des acides gras et dans la B-oxydation possédent un PPRE
dans leur région promotrice. En activant PPARq, les fibrates stimulent donc la transcription
de ces génes. Ainsi, les fibrates favorisent l'entrée des acides gras dans la mitochondrie et
leur B-oxydation, ce qui diminue les quantités d'acides gras disponibles pour la synthése des
triglycérides-VLDL et donc leur sécrétion hépatique (pour revue, voir Lestavel et coll,

2001).

De plus, PPARw augmente l'activité de la lipoprotéine lipase, d'une part en stimulant
l'expression du géne codant pour cette protéine, et d'autre part en réprimant la synthése de

l'apoprotéine CIII, inhibiteur naturel de l'activité de la lipoprotéine lipase.

Enfin, PPARa augmente la synthése des apolipoprotéines Al et All, permettant ainsi

l'augmentation des concentrations plasmatiques de HDL-cholestérol.

En revanche, l'effet de PPARa sur le métabolisme des LDL est plus modeste. En effet,
les LDL acquiérent moins de triglycérides que les VLDL et subissent donc une action
limitée de la lipase hépatique. Cependant, le nombre de LDL de petite taille diminue au

profit de LDL de grande taille, moins athérogenes.

A cet effet hypolipémiant des fibrates via l'activation de PPARGa, s'ajoute également un
effet via l'inhibition partielle de 'THMG-CoA réductase, enzyme intervenant dans la synthése

du cholestérol (Berndt et coll., 1978).
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PPARY intervient peu sur le métabolisme lipidique. Les TZD diminuent cependant les
concentrations plasmatiques de triglycérides, de cholestérol et d'acides gras libres (Gillies et
Dunn, 2000 ; Einhorn et coll.,, 2000), notamment via leur action sur la différentiation
adipocytaire (cf. ci-dessous). Certaines comme la troglitazone augmentent méme le taux de

HDL-cholestérol,

11 est a noter que PPARP/S serait également impliqué dans le métabolisme lipidique, au
moins au niveau cardiaque (Gilde et coll., 2003) mais son role est & ce jour encore mal

connu et peu évalué.

11.2.3.2 — PPARy, différenciation adipocytaire et métabolisme glucidique

PPARy intervient dans la différenciation adipocytaire par action sur la régulation de
l'expression de nombreux geénes impliqués dans le phénotype adipocytaire. L'activation de
PPARy est en effet capable de promouvoir l'adipogenése dans des cellules non
adipogéniques telles que les fibroblastes (Gervois et Fruchard, 2003). Plusieurs études ont
¢galement mis en évidence une corrélation entre les mutations du gene de PPARy et la
susceptibilité au développement de 1'obésité chez 'Homme. Par exemple, Beamer et ses
collaborateurs (1998) ont ainsi montré, dans deux populations caucasiennes indépendantes,
qu'une mutation du géne de PPARYy, était associée avec une augmentation de l'indice de
masse corporelle. Ceci confirme également le réle plus marqué de 1'isoforme PPARY, dans la

différenciation adipocytaire par rapport a l'isoforme PPARy;.

Il a été montré que l'administration de TZD chez le diabétique s'accompagnait d'une
prise de poids, tant chez I'homme (Miyazaki et coll., 2002) que chez l'animal (Suzuki et
coll., 2002). Miyazaki et ses collaborateurs (2002) ont observé que la prise de poids sous
pioglitazone s'accompagne d'une augmentation de la graisse sous-cutanée et d'une
diminution de la graisse péri-viscérale abdominale. Cependant, cette redistribution de la
masse adipeuse semble elle-méme aller dans le sens d'une limitation des complications

métaboliques de type diabéte et dyslipidémies (Gasteyger et Tremblay, 2002).
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Par ailleurs, l'activation de PPARy par ses ligands améliore fortement, in vivo,
l'insulino-résistance (Yamasaki et coll.,, 1997). L'insulino-résistance se caractérise par des
anomalies de la transmission des signaux insuliniques entre le récepteur cellulaire de
l'insuline et les structures intracellulaires. Or, suite a 'administration de TZD et a l'activation
des PPARy, on observe une majoration de la synthése de protéines responsables de la
transmission des signaux insuliniques au sein de la cellule et du transport du glucose vers le
milieu intracellulaire (Gillies et Dunn, 2000). C'est pour cette propriété qu'a été développée
la famille des TZD, dans la thérapeutique du diabétique de type 11, selon un concept original
puisque les TZD n'ont aucun effet sur les cellules B des ilots de Langerhans (Gillies et Dunn,
2000). De plus, des mutations du géne de PPARy ont été identifiées chez quelques patients

présentant une résistance a l'insuline (Barroso et coll., 1999).

Cependant, il existe un paradoxe puisque les muscles sont les sites d'action principaux
des TZD. Or, le muscle est trés pauvre en PPARy alors qu'il est tres riche en PPARa. En fait,
la réduction de l'insulino-résistance liée 8 PPARy s'opere via la régulation de génes clés dans
I'adipocyte. Ainsi, PPARy favorise le flux de triglycérides allant vers le tissu adipeux
(Martin et coll., 1998), réservant ['utilisation du glucose par le cerveau, le foie et le muscle.
Des cytokines, telles que I1-6 et TNF-o sont impliquées dans la résistance & l'insuline
associée a l'obésité. PPARY atténue I'effet de ces cytokines dans le tissu adipeux. Une petite
protéine secrétée, la résistine, a été¢ récemment découverte dans les cellules adipeuses et
semble promouvoir la résistance systémique a l'insuline. Or, les TZD répriment l'expression
de ce facteur. Une autre protéine secrétée, l'adiponectine, est une cible des TZD et

potentialise la sensibilité a l'insuline (Gervois et Fruchard, 2003).

Fujiwara et Horikoshi (2000) suggérent que l'action hypoglycémiante des TZD
passerait également par une autre voie que celle de l'activation des PPARYy. La troglitazone
diminue en effet la concentration en glucose plasmatique méme aprés une administration

aigué, via un mécanisme encore inconnu.
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11.2.3.3 — PPARSs et inflammation

Alors que les propriétés régulatrices des métabolismes lipidique et glucidique des
PPARs sont de plus en plus documentées, de trés nombreuses équipes se sont intéressées
depuis quelques années au rdle que pourraient jouer les PPARs dans la modulation du

phénomeéne inflammatoire (Daynes et Jones, 2002).

Le role anti-inflammatoire de PPARa avait été suggéré dés 1996 par Devchand et ses
collaborateurs qui montraient que le leucotriéne B4, un eicosanoide pro-inflammatoire, était
un ligand de PPARa impliqué dans la régulation de la dégradation oxydative des acides gras
et de leurs dérivés, dont le leucotriecne B4 lui-méme. L'effet pro-inflammatoire du
leucotriene B4 est donc contrecarré par la stimulation de sa propre dégradation par la voie de

PPARa.

Par ailleurs, le développement d'une souris déficiente en PPARa, présentant un état

inflammatoire chronique (Gonzalez, 1997), a apporté des arguments supplémentaires.

On sait aujourdhui que les agonistes de PPARa diminuent la transcription de
nombreux geénes impliqués dans la réponse inflammatoire et réduisent in vivo la

concentration de certaines cytokines inflammatoires.

L'effet des ligands de PPARy sur l'inflammation est plus nuancé. Des études ont
montré que les ligands de PPARy inhibent la production par les monocytes/macrophages de
cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, II-1, 11-6 et I -12 (Jiang et coll., 1998), mais

les résultats pour TNFo. et I1-6 sont controversés.

De nombreux auteurs ont mis en évidence le role modulateur de ['inflammation des
PPARs dans diverses pathologies inflammatoires intestinales (rectocolite hémorragique,
maladie de Crohn, cancer du colon, Wada et coll., 2001), hépatiques (Chinetti et coll., 2003)
ou vasculaires (cf. ci-dessous). Il semblerait que le mécanisme général d'action anti-
inflammatoire des ligands des PPARs, notamment au niveau cardiovasculaire, soit la trans-
répression sur les voies de NF-xB, STAT et AP-1 (Ricote et coll., 1998b ; Delerive et coll.,
1999b ; Chinetti et coll., 2001 ; Vlaeminck-Guillem et coll., 2003).
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11.3 - PPARS ET PATHOLOGIES CARDIOVASCULAIRES

L'intérét pour les propriétés des récepteurs PPARs ne s'est pas porté dans un premier
temps sur le systéme cardiovasculaire. En effet, par rapport a certains autres tissus, les
PPARs y sont relativement peu exprimés. PPARa et PPARy sont néanmoins exprimés dans
le ceeur et dans les cellules vasculaires et immunes (cellules endothéliales, cellules
musculaires lisses (Bishop-Bailey, 2000), macrophage et cellules spumeuses (Ricote et coll.,

1998a).

Cependant, de plus en plus d'éléments tendent & montrer que les PPARs pourraient
néanmoins jouer un rdle non négligeable dans la physiologie cardiovasculaire, soit
directement, via par exemple leurs effets sur certaines dysfonctions endothéliales, soit
indirectement via leur influence sur les métabolismes glucidiques et lipidiques qui ont eux-

mémes un impact sur les facteurs de risques cardiovasculaires.

I1.3.1 — PPARs et dysfonction cardiaque lors de "hypertrophie cardiaque

Le récepteur PPARa est 1'isoforme principalement retrouvée au niveau du ceeur ot
elle y joue un réle critique dans la régulation du métabolisme des acides gras cellulaires.
Ainsi, Barger et ses collaborateurs (2000) ont montré que, durant la phase de croissance de
I'hypertrophie cardiaque, l'expression de PPARa au niveau cardiaque est diminuée et que
son activité est réprimée au niveau post-transcriptionnelle par une MAP-kinase. Cette
répression de PPARa conduit alors & une perturbation de I'homéostasie lipidique et
énergétique dans les cardiomyocytes hypertrophiés. Ces auteurs suggerent que ceci pourrait
étre la cause de certaines perturbations du travail cardiaque (arythmie, dysfonction de la

contractilité) rencontrées dans le remodelage hypertrophique pathologique du ceeur.

Des données récentes montrent que PPAR[/S serait également impliqué dans le
métabolisme lipidique au niveau cardiaque (Gilde et coll., 2003). Ces résultats demandent
encore a étre confirmés par d'autres études mais suggerent néanmoins l'existence d'un nouvel

acteur dans les pathologies cardiaques.
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Par ailleurs, PPARy est également présent dans les cardiomyocytes et pourrait aussi
avoir un réle dans le développement de 'hypertrophie cardiaque (Yamamoto et coll., 2001).
En effet, les activateurs de PPARy (PGJ, et troglitazone) inhibent l'hypertrophie des
cardiomyocytes suite a des stimuli hypertrophiques (étirement mécanique, angiotensine II,
endotheline-1...). Yamamoto et ses collaborateurs (2001) suggérent que cet effet sur
I'hypertrophie cardiaque passerait, au moins partiellement, par une régulation de la voie de

NF-xB.

Cependant, chez I'Homme, cet effet de PPARy semble moins évident. En effet, aucune
modification des paramétres cardiaques n'a été observée chez des diabétiques de type II

apres 48 semaines de traitement par la troglitazone (Ghazzi et coll., 1997).

11.3.2 — PPARs et athérosclérose

Plusieurs études cliniques (LOCAT, Frick et coll., 1997 ; BECAIT, De Faire et coll.,
1997) montrent que les fibrates diminuent la progression des Iésions athéromateuses et de
leurs conséquences cliniques, méme en l'absence d'une diminution du taux de LDL (VA-
HIT, Rubins et coll., 1999). En plus de leur localisation dans les cellules vasculaires et
immunes, PPARa et PPARy sont tous deux présents dans la plaque d'athérosclérose, au
niveau sous- endothélial et dans le noyau lipidique et semblent &tre les deux isoformes les
plus impliquées dans le processus athérosclérotique. Cependant, Puddu et ses collaborateurs
(2003) suggerent que les PPARP/S pourraient également jouer un role via la modulation de

la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires.

De fagon schématique, l'influence des PPARs sur le processus athérosclérotique se

manifeste a plusieurs niveaux (Duval et coll., 2002) :

< Métabolisme lipidique

Le réle de I'hypercholestérolémie et des dyslipidémies en général est maintenant
reconnu comme majeur dans le développement de I'athérosclérose. Or nous avons vu que les
PPARSs, et plus particuliérement PPARa, procurent un bénéfice global sur le métabolisme
général des lipoprotéines en controlant leurs concentrations plasmatiques ¢t leur

composition,
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Cependant, plusieurs études menées chez I'Homme et 'animal (Minamikawa et coll.,
1998 ; Rubins et coll., 1999 ; Li et coll., 2000) montrent que le traitement par les fibrates ou
par les glitazones diminue la progression des lésions athéromateuses méme en l'absence de

modulation majeure des niveaux de lipides plasmatiques.

+ Différenciation cellulaire et apoptose

PPARy diminue l'expression du récepteur membranaire de la chemokine MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) qui active normalement le recrutement au niveau
tissulaire des monocytes circulants. Par ailleurs, le traitement des macrophages par des
agonistes de PPARa et PPARY induit 1'apoptose de ces cellules. Cet effet, qui pourrait étre
di a l'inactivation de la voie de NF-«B, est susceptible de prévenir la formation de cellules

spumeuses (Lestavel et coll., 2001).

« Formation des cellules spumeuses

Ni Tl'activation de PPARa, ni celle de PPARy n'induisent la formation de cellules
spumeuses (Moore et coll., 2001). Plusieurs explications sont possibles. Entre autres, les
ligands de PPARy diminuent l'expression de récepteurs des LDL oxydés, tels que le
récepteur scavenger CD36 (Chawla et coll., 2001), le récepteur scavenger de type A ou le
récepteur LOX-1 (Mehta et coll., 2003). De plus, les ligands de PPARa et de PPARy
augmentent l'expression du récepteur des HDL. Ceci favoriserait la sortie du cholestérol hors
du macrophage par un mécanisme d'efflux et son transfert vers les HDL, permettant ainsi son

transport vers le foie ot il est ensuite catabolisé.

¢ Prolifération cellulaire

L'activation de PPARy diminue la prolifération des cellules musculaires lisses
vasculaires (Marx et coll., 1998 ; Hsueh et Law, 1998), ainsi que leur migration (Hsueh et

Law, 2001) dans des modéles athérosclérotiques.

«» Processus inflammatoire

Dans les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses vasculaires et les

monocytes/macrophages, l'activation des PPARs diminue l'expression de protéines de
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l'inflammation vasculaire (cytokines, chemokines, molécules d'adhésion endothéliales)
(Tham et coll., 2003). Selon Delerive et ses collaborateurs (1999b), cette propriété anti-
inflammatoire des PPARs au niveau vasculaire serait également due a une trans-répression

sur les voies de NF-kB et de AP-1

®

+» Thrombose et rupture de la plague

Les effets des agonistes des PPARSs sur la stabilité de la plaque d'athérome sont encore
mal élucidés. En effet, en favorisant 'apoptose des macrophages, ils pourraient jouer un role
potentiellement néfaste en fragilisant la plaque et en favorisant sa rupture (Mallat et Tedgui,
2002). Par ailleurs, les agonistes des PPARs sont aussi susceptibles. d'influer sur la survenue
de thrombose, événement tardif de l'athérosclérose dii a I'érosion ou a la rupture de la plaque
d'athérome, et le développement d'un état pro-coagulant par induction de facteurs tissulaires

qui participent a 1'élaboration du caillot sanguin (Duval et coll., 2002).

En revanche, d'autres effets semblent protecteurs, tels que la diminution de
l'expression de la métalloprotéinase MMP-9, enzyme sécrétée par les macrophages en
situation inflammatoire et qui dégrade la MEC, ce qui entraine un risque important de
rupture de plaque d'athérome (Marx et coll., 1998). L'inhibition de son expression pourrait

donc avoir un réle bénéfique en stabilisant la plaque d'athérome.

+ En conclusion

Dans le cas de l'athérosclérose, les PPARs agissent via la régulation de l'expression
d'un récepteur (métabolisme lipidique, infiltration macrophagique) ou non (processus
inflammatoire) (Chawla et coll., 2001). Ainsi, par leurs multiples effets bénéfiques a
différentes étapes du processus athérosclérotique, les PPARs semblent étre une cible
pharmacologique prometteuse pour le traitement de l'athérosclérose (Molavi et coll., 2002).
Des études cliniques spécifiques aux effets des ligands des PPARs dans cette pathologie
restent cependant encore nécessaires pour affirmer 'efficacité et la sécurité de ce concept

thérapeutique.

56



I1.3.3 — Autres effets cardiovasculaires des PPARS

Depuis que la présence des PPARs a été retrouvée dans les cellules du systéme
cardiovasculaire (Bishop-Bailey, 2000), de trés nombreuses études ont cherché a élucider les
mécanismes cellulaires et moléculaires dépendant de la voie des PPARs et ayant des effets
sur le coeur et les vaisseaux. Ainsi, outre leurs propriétés anti-inflammatoires que nous avons
déja vues, de nombreuses propriétés des PPARs ont été rapportées (pour revue, voir

Schiffrin et coll., 2003).

% Effets sur le stress oxydant

Les PPARSs, vig l'activation par leurs ligands, préviennent le stress oxydatif vasculaire
en augmentant d'une part la production et la disponibilité du monoxyde d'azote (NO), et ceci
tant pour l'isoforme o (Diep et coll., 2002) que pour l'isoforme y (Dobrian et coll., 2004).
D'autre part, l'effet anti-oxydant se manifeste également par l'inhibition de la production de
radicaux superoxydes intracellulaires par PPARy (Mehta et coll., 2003 ; Iglarz et coll.,
2003).

+* Effets sur la prolifération cellulaire et la fibrose

Comme cela a déja été mis en évidence dans le cadre de l'athérosclérose, les TZD
semblent posséder des propriétés anti-prolifératives a I'égard des cellules musculaires lisses
vasculaires (Yoshimoto et coll., 1999). Minamikawa et ses collaborateurs (1998) ont montré
que le traitement par TZD diminuait I'épaisseur de la paroi carotidienne (intima + média)

chez des patients souffrant de diabéte de type II.

Par ailleurs, plusieurs études avaient déja montré les effets anti-fibrotiques de
l'activation de PPARy par les TZD au niveau rénal (Routh et coll., 2002) et hépatique (Galli
et coll.,, 2002). Ishibashi et ses collaborateurs (2002) rapportent le méme effet dans un

modeéle murin d'inflammation vasculaire.

% Effets sur la fonction endothéliale

L'activation des PPARs semble pouvoir corriger certaines dysfonctions endothéliales.
Par exemple, Kato et ses collaborateurs (1999) ont montré que l'activation des PPARYy par

les TZD diminue l'expression de l'activateur de plasminogeéne de type 1 et suggeérent une
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amélioration potentielle de la fonction endothéliale dans des cas d'insulino-résistance. De
méme, l'activation des PPARa par les fibrates corrige les dysfonctions endothéliales dans un
modele d'hyperhomocystéinémie (Sood et coll., 2003). Par ailleurs, l'apopotose des cellules

endothéliales passerait par la voie des PPARs (Inoue et coll., 2003).

«* Effets sur la pression artérielle et le tonus des cellules musculaires lisses

Barroso et ses collaborateurs (1999) ont montré qu'une mutation sur le géne de PPARy
pouvait étre responsable, notamment, de l'apparition d'une hypertension. D'autres études
semblent également corroborer I'hypothése que la voie des PPARs pourrait influencer la
pression artérielle en suggérant plusieurs mécanismes d'action. Dobrian et ses collaborateurs
(2004) suggerent que l'activation de PPARy par la pioglitazone chez des rats hypertendus
pourrait corriger cette hypertension via une libération de NO. Par ailleurs, les TZD
favoriseraient la libération du peptide natriurétique C aux propriétés vasodilatatrices
(Fukunaga et coll., 2001) au détriment de l'endothéline-1, vasoconstrictrice (Delerive et
coll., 1999a). PARy empécherait également les effets Vasoconstricfeurs de l'angiotensine II
(Schiffrin et coll., 2003). 11 semblerait donc plausible que l'action des PPARs sur le niveau

de pression artérielle se fasse via une modulation du tonus des cellules musculaires lisses.

Quelques auteurs ont également suggéré que l'activation de PPARy permettrait une
diminution de la pression artérielle grace au blocage des canaux calciques dans les cellules

musculaires lisses (Buchanan et coll., 1995 ; Nakamura et coll., 1998).
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I1.4 — PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES DES PPARS

La découverte récente des effets pléiotropiques des PPARs et les résultats prometteurs
obtenus avec leurs ligands, notamment les TZD, ont conduit [a recherche pharmaceutique a
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet, une modulation plus pointue de
l'activation des PPARs, permettant d'en dissocier les effets en fonction des geénes cibles
activés, ou, a l'inverse, l'activation conjointe des PPARy et des PPARo, sont des concepts

thérapeutiques dignes d'intérét.

11.4.1 - Les modulateurs spécifiques de PPARs : les SPPARMs

Camp et ses collaborateurs (2000) ont suggéré que les TZD seraient des agonistes
sélectifs et ne se comporteraient pas de fagon identique vis-a-vis du récepteur PPARy. Ainsi,
il existerait une catégorie de génes communs, régulés de maniere identique par chaque TZD,

et une catégorie de génes régulés différemment par certaines TZD.

Pour expliquer ceci, Duran-Sandoval et ses collaborateurs (2003) suggérent
I'hypothése suivante : chaque TZD ayant une affinité différente pour le site de liaison aux
ligands sur PPARy, ceci entralnerait une conformation tridimensionnelle du complexe
PPARy-TZD variable selon chaque molécule. Ces différentes conformations pourraient
aboutir au recrutement de co-facteurs distincts et, par conséquent, entrainer une régulation

transcriptionnelle particuliere pour chaque complexe.

Ainsi, différents ligands peuvent, via un méme récepteur nucléaire, induire des
réponses biologiques communes mais aussi des réponses biologiques qui leur sont
spécifiques (Figure 14). Ce phénomene est a la base du concept de modulateurs spécifiques
de PPAR ou SPPARM (selective PPAR modulator), par analogie avec le concept des SERM
(selective oetrogen receptor modulator), développé a partir des ligands du récepteur aux

oestrogenes (Sporn et coll., 2001).

L'objectif de ces SPPARMS, synthétisés grace a une analyse plus poussée des relations
structures-activité entre le récepteur PPAR, son ligand et ses co-activateurs ou co-
répresseurs, est de dissocier les effets bénéfiques des effets indésirables des PPARs. Par

exemple, les SPPARMs de PPARy pourraient permettre de dissocier l'effet sur la
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différentiation adipocytaire de l'effet sur le métabolisme du glucose (Duran-Sandoval et
coll., 2003), ou pourraient étre une alternative intéressante pour la chimioprophylaxie ou la

chimiothérapie de la carcinogenese (Sporn et coll., 2001).

| LIGAND A =SPPARM | | LIGAND B=SPPARM |

| v

Génes cibles spécifiques Génes cibles spécifiques
du ligand A du ligand B
Réponse biologique Réponse biologique
spécifique du ligand A spécifique du ligand B

Figure 14 : Mécanisme d'action des modulateurs spécifiques de PPARs ou SPPARMs
(d'aprés Duran-Sandoval et coll., 2003).
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11.4.2. - Les co-agonistes PPARa/ : les glitazars

Etant donné que les effets des TZD sur le profil lipidique du patient diabétique sont
insuffisants, I'activation conjointe des PPARa et des PPARY pourrait étre une alternative
intéressante permettant d'obtenir des effets complémentaires et synergiques. Ainsi, une
nouvelle famille de molécules a été développée : les co-agonistes PPARa/y ou glitazars
(Duran-Sandoval et coll., 2003 ; Figure 15). D'une part, les glitazars ont des effets
bénéfiques sur le métabolisme des lipides, via l'activation des PPARa, et d'autre part, ces
molécules améliorent la sensibilité a I'insuline et ['utilisation du glucose, via l'activation de

PPARY.

| Co-agoniste PPARa/y N

W .
PPARe ~\_ RXR (r:>
PPRE e PPRE Cible
| |
Génes cibles Geénes cibles
PPARo PPARY
| )
Effets Effets
lipidiques glucidiques

Figure 15 : Mécanisme d'action des glitazars ou co-agonistes PPARa/y (d'aprés Duran-
Sandoval et coll., 2003).

Actuellement, une dizaine de glitazars sont en cours de développement (études
précliniques jusqu'a essais de phase I1I) pour le traitement du diabéte de type II. Les études
actuellement en cours devraient permettre d'évaluer le bénéfice réel de cette nouvelle famille
de molécules, potentiellement plus efficace que les TZD pour la prévention du risque

cardiovasculaire chez le diabétique de type I1.
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I- HYPOTHESE DE TRAVAIL

Depuis une quinzaine d'années, les travaux de 1'équipe EA3448 "Physiopathologie et
Pharmacologie du Vieillissement Cardiovasculaire", dirigée par le Professeur J. Atkinson
ont permis de développer un modéle murin d'élastocalcinose, le rat VDN, et d'en étudier les
caractéristiques en tant que modele animal de MVR. Le rat VDN, rat traité par
hypervitaminose D + nicotine, se caractérise par un dépdt de calcium sur les lames €lastiques
médiales proches de la lumigre, conduisant a leur destruction (phénomene d'élastocalcinose)
(Niederhoffer et coll., 1997a). Il s'ensuit une rigidité de la paroi aortique avec augmentation
de la VOP et du ME. La perte des fonctions d'amortissement de la paroi aortique est
responsable d'une élévation de la PP aortique et de la PAS dont les conséquences sont

l'apparition d'une HVG (Niederhoffer et coll., 1997b ; Lartaud-Idjouadiene et coll., 1999).

Cependant, méme si a l'instar du vieillissement humain, le modele VDN se caractérise
par une calcification intense de la paroi aortique associée & une dégradation importante de
I'état du réseau élastique, les mécanismes physiopathologiques conduisant a cet état ne sont
encore pas complétement €lucidés & ce jour. De plus, aucun traitement anti-artériosclérotique

spécifique de la MVR n'existe a ce jour.

Au cours de ce travail de thése, nous avons choisi d'explorer une nouvelle cible
pharmacologique, les PPARy (récepteurs nucléaires activés par les proliférateurs de
péroxysomes de type y), comme modulateurs du processus inflammatoire (Jiang et coll.,
1998 ; Ricote et coll., 1998a ; Chinetti et coll., 2003). Deux observations récentes ont motivé
ce choix. D'une part, plusieurs études cliniques ont mis en évidence un lien entre pathologies
inflammatoires chroniques et augmentation de la rigidité artérielle chez les patients (Wong et
coll., 2003 ; Selzer et coll., 2001 ; Booth et coll.,, 2004). D'autre part, les TZD, ligands
synthétiques des PPARy utilisés dans le traitement du diabéte de type II, ont un effet
bénéfique dans d'autres pathologies vasculaires (athérome), via une modulation de la réponse
inflammatoire de la paroi (Ricote et coll., 1998b ; Duval et coll., 2002 ; Puddu et coll.,
2003). '

Ces différents éléments nous conduisent a émettre I'hypothése d'une participation d'un
processus inflammatoire dans la MVR et d'une implication des PPARy dans la modulation

de ce processus. Pour vérifier cette hypothése, 2 approches sont alors possibles :
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(1) étudier la MVR dans un modéle d'inflammation chronique (par exemple, induction
de polyarthrite chez le rat de souche Lewis, plus sensible au processus inflammatoire,

Hedrich, 2000) ;
(2) étudier l'inflammation et les PPARy dans un modele de MVR.

Nous avons choisi (au moins dans un premier temps) cette derniere approche et utilisé

le modele VDN comme modéle de MVR.

Notre hypothése de travail est que le traitement par un ligand activateur spécifique de
PPARy (pioglitazone, Gillies et Dunn, 2000) aura un effet bénéfique sur la MVR du rat
VDN (effet anti-calcinotique ou autre), ainsi que des effets bénéfiques sur le systeme
cardiovasculaire (diminution de la rigidité pariétale aortique donc diminution de Ia

pulsatilité, d'ou diminution de 'HVG).

Dans cette étude, nous mesurerons un indice de la rigidité intrinséque de la paroi
aortique, le rapport module élastique/contrainte pariétale (ME/CP, Marque et coll., 1999 ;
Cantini et coll., 2001), ainsi que ses conséquences pathologiques que sont l'augmentation de
PP et 'HVG, ses déterminants (contrainte et composition pariétales) et 1'activation et/ou la

synthése des PPARy dans la paroi aortique.

Afin d'évaluer l'impact préventif ou curatif de la pioglitazone sur ces différents
éléments, le traitement par la pioglitazone sera initi¢ soit immédiatement aprés le traitement
VDN (au moment de la mise en place de I'élastocalcinose) soit 2 semaines plus tard (au
moment ou élastocalcinose et rigidité sont installées, Thorin et coll., 1990 ; Henrion et coll.,
1991b ; Kieffer et coll., 2000). De plus, nous vérifierons si l'effet bénéfique de la
pioglitazone sur la rigidité artérielle est dii a un effet aigu, fonctionnel, ou a un effet

chronique, structurel, sur la paroi aortique.

Nous analyserons donc l'impact de 3 facteurs : le traitement VDN, le traitement par la
pioglitazone et la durée du traitement par la pioglitazone. Cette étude sera une approche
faisant appel a des techniques allant de la biologie moléculaire a la physiopathologie et a la

pharmacologie intégrées.
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II- MATERIEL ET METHODES

I1.1 - ANIMAUX ET TRAITEMENTS

Les expérimentations sont réalisées chez des rats Wistar males non consanguins (Ico :
Wi, IOPS AF/HAN ; Charles River France, L’ Arbresle, France), 4gés de 7 semaines a leur
arrivée. Avant répartition dans les groupes expérimentaux, les rats sont maintenus une
semaine a l'animalerie dans des conditions standards : alternance lumiére/obscurité selon un
cycle de 12 heures (6h00 / 18h00), température de 21 + 1°C et humidité relative de 60%. Les
rats ont un libre accés 4 la boisson (eau adoucie, systéme d'osmose inverse, Culligan®,
Bruxelles, Belgique) et a la nourriture (AO4, UAR, Epinay-sur-Orge, France). Leurs
consommations, ainsi que leur poids, sont déterminés 2 fois par semaine.

Les expérimentations sont effectuées en accord avec l'arrété du 19 avril 1988 du
Ministére de 1’Agriculture, de I'Alimentation, de la Péche et des Affaires Rurales, Paris

(permis n° 54-5, Dr L. Lartaud ; permis n°03575, Pr J. Atkinson).

I1.1.1 - Traitement VDN : induction de l'élastocalcinose aortique

Une semaine apres leur arrivée, les rats sont séparés en 8 sous-groupes (Figure 14) par

randomisation hiérarchisée sur le poids corporel (224 + 2 g, n = 66) au jour 0 (Jp) :

> 4 sous-groupes "VDN" (n = 36) recoivent a 9h00 une injection intra-musculaire
de vitamine D3 (300 000 Ul/kg sous un volume de 1 mL/kg ; Duphafral® D; 1000, Fort
Dodge Santé¢ Animale, Tours, France) et une administration orale de nicotine (25 mg/kg sous
un volume de 5 mL/kg ; Sigma Chemical Compagny, St Louis, MO, USA). L'administration
de nicotine est répétée a 18h00 le méme jour.

Ce traitement induit une hypercalcémie dans les six premiers jours et une mortalité de
l'ordre de 10% : dans cette étude, trois rats sont morts entre J; et Js (8%). A partir de Jg, la
calcémie retrouve une valeur normale alors que le taux de calcium tissulaire augmente dans

les artéres de compliance (Henrion et coll., 1991b ; Kieffer et coll., 2000).

> 4 sous-groupes "Non-VDN" (n = 30) regoivent une injection intra-musculaire
d'EPPI (1 mL/kg, Eau Pour Préparations Injectables, Laboratoire Aguettant, Lyon, France) et

deux administrations orales d'eau adoucie (5 mL/kg).
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11.1.2 — Traitement chronique par la pioglitazone

Le traitément par la pioglitazone (Pio) ou son solvant débute a partir de J; (durée J;-
Jaa) ou de Jys (durée Jys-Juq) (Figure 16).

Les rats "Pio+" regoivent chaque jour en milieu de journée par administration orale 3
mg/kg/jour de pioglitazone sous un volume de 6 mL/kg (Yoshimoto et coll.,, 1999). Une
suspension a 0,5 mg/mL est obtenue en mélangeant la pioglitazone (don des Laboratoires
Takeda, Yamaguchi, Japon) a une solution a 0,5% de CarboxyM¢éthylCellulose (CMC,
Sigma). La suspension est réalisée 2 a 3 fois par semaine et conservée a 4°C (selon les
données de solubilité et de stabilité fournies par les Laboratoires Takeda : "Chemistry of
Pioglitazone", fiche n® A-35-564, Pharmaceutical Research Division).

Les rats "Pio-" regoivent chaque jour par administration orale une solution a 0,5% de

CMC sous un volume de 6 mL/kg.

Non-VDN/ Pio-/ Ji5-J 4
o’ n=4 (sur 5)

Pio- Non-VDN/ Pio-/J-J,,
n=35 (sur$)

o Non-VDN / Pio+/ J 5,44
. .,." n =10 (sur 10)

Pio+ N\ Non-VDN / Pio- / J;-J

n=9 (sur 10)

VDN / Pio- / J;s-J44
o® n=35(sur3)
Pio- A VDN / Pio- / JI'J44
n=4 (sur35)
VDN . VDN / Pio+ / Jy5-d,4
Piod ..-' n=12 (sur 12)
1o VDN / Pio+ / J;-J,,

T [ Py
J-7 J0 Jl ou JIS J44 J145

Arrivée & Séparation des Débuts du Derniére Mesures
’animalerie sous-groupes traitement administration hémodynamiques
et traitement Pioglitazone de pioglitazone et prélévements
VDN tissulaires

Figure 16 : Représentation schématique et chronologique du protocole de