
HAL Id: tel-01748425
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01748425

Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Etude des effets de l’adénosine sur la
métalloprotéinase-9 : Implication dans le remodelage

ventriculaire
Émilie Velot

To cite this version:
Émilie Velot. Etude des effets de l’adénosine sur la métalloprotéinase-9 : Implication dans le remod-
elage ventriculaire. Médecine humaine et pathologie. Université Henri Poincaré - Nancy 1, 2008.
Français. �NNT : 2008NAN10087�. �tel-01748425�

https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01748425
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de 
soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement lors de 
l’utilisation de ce document. 
 
D'autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction  illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr 
 
 
 
 
 

LIENS 
 
 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 



 1 

NANCY UNIVERSITÉ-HENRI POINCARÉ 

2008 
 

ÉCOLE DOCTORALE « BIOLOGIE, SANTÉ ET ENVIRONNEMENT » 
 

THÈSE 
 

pour l’obtention du titre de 
 

 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ  

HENRI POINCARÉ DE NANCY 
 

- Mention ARN : Biogenèse et Structure / Fonction - 

par 

Emilie VELOT 
 

Sujet : 

« Etude des effets de l’adénosine sur la métalloprotéinase-9. 

Implication dans le remodelage ventriculaire » 
 

Co-Directeurs de thèse :  Y. Devaux, PhD (Nancy) 

D. Longrois, MD-PhD (Nancy) 
 

Membres du jury 
 

Rapporteurs :   Monsieur le Docteur Jorge Boczkowski 

Monsieur le Professeur Alexandre Mebazaa 

 

Examinateurs :  Monsieur le Professeur Paul-Michel Mertes (Président) 

Monsieur le Docteur Yvan Devaux 

     Monsieur le Professeur Dan Longrois  

Monsieur le Docteur Bernard Weber 
 

 

Laboratoire de Recherche Cardiovasculaire, CRP-Santé 

120 Route d'Arlon L-1150 Luxembourg



 2 



 3 



 4 

La courbe de tes yeux 
 

La courbe de tes yeux fait le tour de mon cœur, 
Un rond de danse et de douceur, 

Auréole du temps, berceau nocturne et sûr, 
Et si je ne sais plus tout ce que j'ai vécu 

C'est que tes yeux ne m'ont pas toujours vu. 
Feuilles de jour et mousse de rosée, 
Roseaux du vent, sourires parfumés, 
Ailes couvrant le monde de lumière, 
Bateaux chargés du ciel et de la mer, 

Chasseurs des bruits et sources des couleurs, 
Parfums éclos d'une couvée d'aurores 

Qui gît toujours sur la paille des astres, 
Comme le jour dépend de l'innocence 

Le monde entier dépend de tes yeux purs 
Et tout mon sang coule dans leurs regards 

 
 

Paul Eluard, « Capitale de la douleur », 1926 
 
 
 
 

« Confronté à une épreuve, l'homme ne dispose que de trois choix : 1) combattre ; 2) ne rien 
faire ; 3) fuir. » 
 
« L'Homme est enfin, on peut le supposer, le seul animal qui sache qu'il doit mourir. Ses 
luttes journalières compétitives, sa recherche du bien-être à travers l'ascension hiérarchique, 
son travail machinal accablant, lui laissent peu de temps pour penser à la mort, à sa mort. 
C'est dommage, car l'angoisse qui en résulte est sans doute la motivation la plus puissante à 
la créativité. Celle-ci n'est-elle pas en effet une recherche de la compréhension, du pourquoi 
et du comment du monde, et chaque découverte ne nous permet-elle pas d'arracher un 
lambeau au linceul de la mort ? N'est-ce pas ainsi que l'on peut comprendre qu'en son 
absence celui qui "gagne" sa vie la perd ? » 

 
Henri Laborit, « Eloge de la fuite », 1976 

 
 
 
 
à tous ces tuberculeux qui ont eu assez de souffle pour exorciser la douleur par les mots ou la 

biochimie… 
à toutes les Femmes de ma vie, 

à mon Père qui m’a toujours encouragée, 
 
 
 

à mon Époux



 5 

 
 

 

 

 

 

 

REMERCIEMENTS 



 6 

 
Je remercie Monsieur le Professeur Daniel Wagner pour son accueil chaleureux au sein de son 
laboratoire. Pour sa grande confiance et son soutien permanent, je tiens à lui exprimer ma 
sincère reconnaissance et toute ma considération. 
 
 
Je tiens à exprimer mes plus sincères remerciements aux membres du jury qui m’ont fait 
l’honneur de diriger et/ou de juger ce travail. Que chacun d’entre eux trouve en ces quelques 
lignes, l’expression de toute ma gratitude et de mon plus profond respect: 
 
- J’adresse mes vifs remerciements et mon profond respect au Docteur Yvan Devaux pour la 
confiance qu’il m’a témoignée, pour son encadrement, ses nombreux conseils, son 
dynamisme et sa gentillesse. Merci pour toutes les connaissances scientifiques qu’il m’a 
apportées et pour avoir dirigé ce travail avec tant de patience. Merci également pour le soutien 
dont il m’a témoigné tout au long de ce travail. Il a su me redonner confiance après ma 
difficile expérience de Master. 
 
- Je tiens à remercier Monsieur le Professeur Dan Longrois. Je lui suis très reconnaissante de 
m’avoir fait confiance en acceptant de devenir mon directeur de thèse. Merci pour tous les 
conseils scientifiques qu’il m’a apportés et pour son encadrement, ainsi que ses idées. Qu’il 
trouve ici l’expression de mon plus grand respect. 
 
- Je remercie Monsieur le Docteur Jorge Boczkowski et Monsieur le Professeur Alexandre 
Mebazaa d’avoir consacré du temps à l’examen de ce manuscrit et d’avoir très gentiment 
accepté de faire partie des membres du jury en tant que rapporteurs externes. C’est un 
honneur pour moi qu’ils aient accepté de juger ce travail. 
 
- Je remercie Monsieur le Professeur Paul-Michel Mertes et Monsieur le Docteur Bernard 
Weber du grand honneur qu’ils me témoignent en acceptant d’être examinateurs de cette thèse, 
et de me consacrer une part précieuse de leur temps. 
 
 
Je remercie Célinette pour son aide scientifique, expérimentale, intellectuelle et amicale. Sa 
constante présence et sa bienveillance depuis le commencement. Qu’elle soit assurée de mon 
amitié sincère et de ma profonde reconnaissance. 
 
Mes remerciements s’adressent également à l’ensemble des membres du Laboratoire de 
Recherche Cardiovasculaire pour leur aide et leur soutien quotidien. Par leur compétence et 
leur bonne humeur, ils m’ont beaucoup apportée. Merci d’avoir su me supporter tout au long 
de ces trois années. Qu’ils soient assurés de ma profonde reconnaissance.  
 
Enfin, je remercie Monsieur le Docteur Didier Rouy pour ses conseils et ses connaissances en 
cardiologie, nous nous sommes croisés pendant plus d’un an, avant qu’il ne rejoigne le siège 
de la Fédération. Je lui témoigne ma sincère reconnaissance et mon profond respect.  



 7 

D' Doktorarbescht : une multitude de personnes à remercier… 
C’est tout au long de ces trois années que j’ai réalisé à quel point j’avais été conseillée, entourée, 
encouragée, soutenue dans les moments les plus difficiles de ce travail. Les progrès et avancées que 
j’ai pu accomplir, je les dois, pour une grande part, à des interventions extérieures dont il m’est 
agréable devoir de saluer les auteurs. Que soient remerciés mes collègues et amis pour s’être montrés 
compréhensifs vis-à-vis des baisses de régime et des troubles de l’humeur que me causèrent parfois de 
persistantes incertitudes. 
 
MERCI à cette merveilleuse équipe dirigée par Guy qui constitue le pétillant Laboratoire 
d’Hématologie Cancérologie Expérimentale !!! En plus de leur soutien, ils se sont toujours assuré que 
la caféine perfuse bien dans mes veines. Merci au trio que je considère comme l’« Apoptosis team » et 
leurs conseils éclairés (Nassera, Victoria et Etienne-George). Merci à Valérie pour sa gentillesse et sa 
disponibilité. Merci aux membres de la CFC, NHC-René et Wim pour leur savoir-faire et leur aide. 
 
Merci aux membres de l’IT-team qui ont toujours répondu présents pour installer un logiciel ou une 
imprimante. 
 
Merci à ma famille, Jon (qui m’a permis de prendre un nouveau départ), Sounitsch (qui m’a appris à 
…euh…je ne peux pas l’écrire) et mon Yeux-Bleus. 
 
Merci à mes amis : Sophie, Melsanie, Coumba, Speed, Sylvie, Hélène, Philipsch, Eric et tous les 
autres… Comment arrivez-vous à me supporter ? 
 
Merci à ma « DEA team », qui a su rester présente et solidaire en dépit du système. 
 
Merci à Roger-Louis N. & Piotr Ioninosky, mes compagnons de toujours qui regretteront à jamais que 
je ne sois pas un homme… Désolée les gars !!!  
 
Je suis également redevable à mes lectrices et troueuses de choc & de charme, Carine, MelK et Soph’. 
Il est où ? 
 
Pour leurs encouragements et les moments de distraction, je tiens aussi à exprimer toute mon amitié à 
Potichou et De Ben, spéciale dédicace « Genrô Maô Ken » (c’est mon préféré…). Tu l’as vu ? 
 
Merci à Anaïi, grâce à elle je me suis sentie comme Miss Daisy (Bette Midler, Reviens !), merci 
Vendresse. 
 
Merci à des enseignants remarquables qui m’ont éveillée à l’envie d’apprendre : Catherine Corbier, 
Frédérique Tête-Favier et Jean Risse. 
 
Merci à tout ceux qui m’ont accompagnée sans réserve : GW Dorn The Second, Douglas Netter, JMS 
Straczinski, Gene Roddenberry, Rick Berman, Michael Piller, Henrit Laborit, Rosalind Elsie Franklin, 
Peter Gabriel (« So »…), Danny Elfman, Terry Gilliam, JG Ballard, Michel Tournier, HG Wells, 

Philip K Dick…la liste est trop longue ; et à tous ces inventifs 漫画家, en particulier Terasawa Buichi 寺沢 武一, Kuramada Masami車田 正美, Okada Megumu岡田 芽武 et Kishimoto Masashi 斉史 岸本. 
 
Enfin, je voudrais également souhaiter bonne continuation à celles et à ceux qui poursuivent leurs 
efforts pour un jour présenter leur mémoire de thèse. 
 
PS : Si tu te reconnais, je te remercierai quand j’aurai MON Paris-brest…à bon lecteur, salut ! 

 
Mataerc ertam enis melorp 



 8 



 9 

 

 

 

 

 

 

LISTE  

DES TRAVAUX 



 10 

Publications relatives au travail présenté 

 

Activation of the Adenosine-A3 Receptor Stimulates Matrix Metalloproteinase-9 

Secretion by Macrophages. 

Velot E., Haas B., Léonard F., Ernens I., Rolland-Turner M., Schwartz C., Longrois D., 

Devaux Y., Wagner D.R. Cardiovasc Research 2008; Aug 10 [Epub ahead of print] 

 

 

Adenosine Inhibits Matrix Metalloproteinase-9 Secretion by Neutrophils: Implication of 

A2a Receptor and cAMP/PKA/Ca2+ Pathway.  

Ernens I., Rouy D., Velot E., Devaux Y., Wagner D.R. Circulation Research 2006; 99 : 590-

597 

 

 

Publication non présentée dans ce mémoire 

 

Vascular Endothelial Growth Factor and the Soluble Form of its Receptor VEGF 

Receptor-1 Contribute to the Pro-Angiogenic Properties of Adenosine. 

Ernens I., Léonard F., Vausort M., Velot E., Rolland-Turner M., Chan T., Feldman A.M., 

Devaux Y., Wagner D.R. Manuscrit en préparation 

 

 

Communications orales 
 

Adenosine promotes angiogenic switch in human macrophages.  

Ernens I., Velot E., Vausort M., Devaux Y., Wagner D.R.  

American Heart Association, Orlando, Novembre 2007. 

 

Adenosine switches macrophage from a pro-inflammatory to an angiogenic phenotype. 

Ernens I., Velot E., Vausort M., Devaux Y., Wagner D.R.  

European Council for Cardiovascular research, Nice, Octobre 2007. 

 



 11 

Posters 
 

Adenosine increases VEGF and decreases soluble VEGF receptor-1 production by 

macrophages. 

Vausort M., Ernens I., Velot E., Léonard F., Rolland-Turner M., Devaux Y., Wagner D.R. 

European Society of Cardiology Congress, Münich, Septembre 2008. 

 

Activation of the adenosine-A3 receptor facilitates monocytes/macrophages migration 

through enhanced Matrix Metalloproteinase-9 Secretion.  

Velot E., Haas B., Ernens I., Longrois D., Devaux Y., Wagner D.R. 

European Society of Cardiology – Heart Failure Congress, Milan, Juin 2008. 

 

Adenosine enhances matrix metalloproteinase-9 secretion by macrophages. 

Velot E., Ernens I., Haas B., Jeanty C., Longrois D., Devaux Y., Wagner D.R.   

Journées Claude Huriet de la Recherche Médicale,  Nancy, Novembre 2007. 

 

The A3 adenosine receptor mediates enhancement of matrix metalloproteinase-9 

secretion by macrophages.  

Velot E., Ernens I., Haas B., Jeanty C., Longrois D., Devaux Y., Wagner D.R.  

European Council for Cardiovascular Research, Nice, Octobre 2007. 

 

Adenosine stimulates matrix metalloproteinase-9 secretion by THP-1-derived 

macrophages. 

Velot E., Ernens I., Haas B., Jeanty C., Longrois D., Devaux Y., Wagner D.R.  

European Society of Cardiology – Heart Failure Congress, Hambourg, Juin 2007. 

 

Adenosine switches macrophages from a pro-inflammatory to an angiogenic phenotype. 

Ernens I., Velot E., Vausort M., Devaux Y., Wagner D.R.  

European Society of Cardiology – Heart Failure Congress, Hambourg, Juin 2007. 



 12 

 

 

 

 

 

 

LISTE DES 

ABREVIATIONS 



 13 

A1AR  récepteur à l’adénosine A1 

A2aAR récepteur à l’adénosine A2a 

A2bAR récepteur à l’adénosine A2b 

A3AR  récepteur à l’adénosine A3 

ACE  enzyme de conversion de l’angiotensine 

ADA   adénosine déaminase 

Ado  adénosine 

ADN  acide désoxyribonucléique 

ADP  adénosine diphosphate 

AMISTAD  Acute Myocardial Infarction Study of Adenosine  

AMP  adénosine monophosphate 

AngII  angiotensine II 

AP-1  activator protein-1 

APC  allophycocyanine  

APC-Cy7 allophycocyanine-cyanine 7  

ARNm  acide ribonucléique messager 

ATP  adénosine triphosphate  

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool  

BNP  brain natriuretic peptide 

BSA  albumine sérique bovine 

cAMP  adénosine monophosphate cyclique 

CCR2  récepteur aux chimiokines 2 

CD  Cluster of Differentiation   

CGS 21680  2-p-(2-Carboxyéthyl)phénéthylamino-5-N-éthylcarboxamidoadénosine 

CO2  dioxyde de carbone 

CPA   N6-cyclopentyladénosine  

CPK-MB  isoenzyme MB de la créatine phosphokinase 

CREB  cAMP response element binding protein  

CRP  protéine C-réactive 

DAG  diacylglycerol 

DIP  dipyridamole 

DLA   diphosphoryl liplide A 

DMSO  diméthyl sulfoxyde 

DNase  désoxyribonucléase 



 14 

DO  densité optique 

DPCPX  8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine 

EDTA  acide éthylène-diamine-tétraacétique 

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EHNA   érythro-9-(2-Hydroxy-3-nonyl) adénine hydrochloride 

ENT  equilibrative nucleoside transporters 

FE  fraction d’éjection 

FITC   fluorescéine isothiocyanate 

fMLP  N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 

FT   facteur de transcription 

GAG  glycosaminoglycane 

GAPDH glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

GPCR   récepteurs couplés aux protéines G 

GRK   protéine kinase des récepteurs couplés aux protéines G  

H2O2  peroxyde d’hydrogène  

HA  acide hyaluronique 

HS  héparanes sulfates   

HTA  hypertension artérielle 

IB-MECA  1-Déoxy-1-[6-[((3-Iodophényl)méthyl)amino]-9H-purin-9-yl]-N-méthyl-β-D-

ribofuranuronamide  

IC   insuffisance cardiaque  

IM  infarctus du myocarde  

IEC  inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 

IL  interleukine  

Ino   inosine  

IP3   inositol 1,4,5-trisphosphate  

ITU  iodotubéricidine 

IVA  inter ventriculaire antérieure 

JAK-STAT Janus kinase-signal transducers and activators of transcription 

LBP   LPS Binding Protein  

LPS  lipopolysaccharide  

MAPK  mitogen activated protein kinase  

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1  

MD2   myeloid differentiation-2  



 15 

MEC  matrice extracellulaire 

MLA   monophosphoryl lipide A 

MMP  métalloprotéinase matricielle 

MRS 1754 8-[4-[((4-Cyanophényl)carbamoylméthyl)oxy]phényl]-1,3-di(n-

propyl)xanthine  

MT-MMP  métalloprotéinase matricielle de type membranaire 

NECA  5-(N-éthylcarboxamido)adénosine  

NF-kB  nuclear factor-kB  

NO  monoxyde d’azote 

NT-proBNP N terminal-pro brain natriuretic peptide 

OMS   Organisation Mondiale de la Santé 

OPN  ostéopontine 

PBMC  cellules mononuclées du sang périphérique  

PBS   tampon salin phosphate  

PCR  réaction de polymérisation en chaîne 

PEA-3  polyoma enhancer A binding protein-3 

PG  protéoglycane 

PI  iodure de propidium 

PI3K   phosphatidylinositol 3-kinase 

PIP2   phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  

PK   protein kinase  

PL   phospholipase   

PMA  phorbol myristate acétate 

PREMIER Prevention of Myocardial Infarction Early Remodeling 

PSB 10 8-éthyl-1,4,7,8-tétrahydro-4-méthyl-2-(2,3,5-trichlorophényl)-5H-imidazo[2,1-

i]purin-5-one monohydrochloride 

qPCR PCR quantitative 

RECK   reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs  

RGD   arginine-glycine-acide aspartique 

RhoA   Ras homolog gene family member A 

RNase  ribonucléase 

SAH  S-Adenosyl Homocysteine 

SCH 58261  7-(2-phényléthyl)-5-amino-2-(2-furyl)-pyrazolo-[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-

c]pyrimidine  



 16 

SD  standard deviation 

SDS  sodium dodecyl sulfate  

SEM  standard error of the mean  

siARN  petit acide ribonucléique interférent 

SRAA   système rénine angiotensine aldostérone 

STAT  signal transducers and activators of transcription  

SVF   Sérum de Veau Fœtal  

TGF   facteur de croissance transformant 

TIEs   TGF inhibitory elements 

TIMPs  inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases 

TLR4  Toll-like Receptor 4 

Tm  température de fusion 

TNF-α  tumor necrosis factor-alpha  

TSP-2  thrombospndine-2 

VEGF   vascular endothelial growth factor  

 

 



 17 

 

 

 

 

 

 

 

TABLE 

DES MATIERES 



 18 

REMERCIEMENTS 

 

LISTE DES TRAVAUX 

 

LISTE DES ABREVIATIONS 

 

TABLE DES ILLUSTRATIONS 

 

TABLE DES MATIERES 

 

INTRODUCTION 

 

ETUDE BILBIOGRAPHIQUE 

 

CHAPITRE I : 

PATHOLOGIES CARDIOVASCULAIRES : RAPPELS GENERAUX 

 
1 Epidémiologie des maladies cardiovasculaires ..............................................................35 

2 Pathologies cardiovasculaires........................................................................................37 

2.1 Origine des maladies cardiovasculaires : l’athérosclérose ......................................37 

2.2 Conséquences cliniques de l’athérosclérose...........................................................39 

2.2.1 L’ischémie myocardique ou insuffisance coronarienne ..................................39 

2.2.2 L’infarctus du myocarde................................................................................40 

2.2.3 L’insuffisance cardiaque post-infarctus..........................................................45 

3 Les biomarqueurs : outils diagnostiques des pathologies cardiovasculaires ...................48 

3.1 Les biomarqueurs : définition................................................................................48 

3.2 Les biomarqueurs des maladies cardiovasculaires .................................................49 

3.2.1 Inflammation.................................................................................................50 

3.2.2 Agression cardiomyocytaire ..........................................................................51 

3.2.3 Médiateurs hormonaux..................................................................................52 

4 Synthèse .......................................................................................................................53 

 



 19 

CHAPITRE II : 

LES METALLOPROTEINASES MATRICIELLES MYOCARDIQUES 

 
1 Les métalloprotéinases matricielles : généralités ...........................................................55 

1.1 Le rôle des métalloprotéinases matricielles............................................................56 

1.2 Structures et activation des métalloprotéinases matricielles ...................................57 

1.2.1 Structures générale ........................................................................................57 

1.2.2 Mécanisme d’activation des métalloprotéinases matricielles..........................59 

1.3 Les métalloprotéinases matricielles dans le tissu myocardique ..............................60 

2 Modulation de l’activité des métalloprotéinases et remodelage matriciel.......................61 

2.1 Régulation transcriptionnelle.................................................................................61 

2.1.1 Les différents types de promoteurs des MMPs...............................................61 

2.1.2 Principaux éléments régulateurs de la transcription........................................64 

2.2 Régulation post-traductionnelle.............................................................................66 

2.3 Les inhibiteurs des métalloprotéinases matricielles................................................68 

2.3.1 Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases...........................................68 

2.3.2 D’autres inhibiteurs naturels des MMPs ........................................................69 

3 La balance MMPs/TIMPs dans le remodelage matriciel ................................................70 

4 La MMP-9 : un rôle prépondérant dans le cœur.............................................................71 

5 Synthèse .......................................................................................................................73 

 
CHAPITRE III : 

LE PROCESSUS DE REMODELAGE MYOCARDIQUE APRES INFARCTUS DU 

MYOCARDE 

 
1 Le remodelage myocardique post infarctus ...................................................................74 

2 Composition du tissu myocardique : cellules et matrice extracellulaire .........................76 

3 Vagues cellulaires après infarctus du myocarde : les différentes phases conduisant au 

remodelage myocardique et à l’insuffisance cardiaque..........................................................79 

3.1 La phase inflammatoire ou cicatrisation précoce ...................................................81 

3.2 Du remodelage précoce au remodelage tardif ........................................................84 

4 Evènements majeurs dans l’évolution du remodelage myocardique...............................86 

4.1 Apoptose et tissu de granulation............................................................................86 

4.2 Importance des glycosaminoglycanes dans le tissu de granulation.........................88 

4.3 Voie du TLR4 et remodelage myocardique ...........................................................88 



 20 

5 Synthèse .......................................................................................................................91 

 
CHAPITRE IV : 

L'ADENOSINE, MODULATEUR DE LA REACTION MYOCARDIQUE 

 
1 Métabolisme de l’adénosine et ses principaux effets biologiques...................................92 

1.1 Métabolisme de l’adénosine ..................................................................................92 

1.2 Evaluation de la concentration d’adénosine ...........................................................95 

1.3 Les principaux effets biologiques de l’adénosine...................................................96 

1.4 Adénosine : sources, effets vasculaires et cardioprotection ....................................97 

2 Les récepteurs à l’adénosine .......................................................................................100 

2.1 Généralités ..........................................................................................................101 

2.2 Le récepteur à l’adénosine A1 .............................................................................105 

2.3 Le récepteur à l’adénosine A2a ...........................................................................106 

2.4 Le récepteur à l’adénosine A2b ...........................................................................107 

2.5 Le récepteur à l’adénosine A3 .............................................................................108 

3 Synthèse .....................................................................................................................110 

 

MATERIELS ET METHODES 

 

1 Culture cellulaire ........................................................................................................113 

1.1 Lignée promonocytaire THP-1 ............................................................................114 

1.1.1 Mise en culture............................................................................................114 

1.1.2 Manipulations effectuées sur les cellules THP-1 ..........................................114 

1.2 Isolement et traitements des neutrophiles primaires humains ...............................116 

1.2.1 Purification des neutrophiles primaires humains ..........................................116 

1.2.2 Traitements des neutrophiles primaires humains..........................................117 

1.3 Isolation de monocytes et culture de macrophages humains.................................118 

1.3.1 Prélèvements sanguins.................................................................................118 

1.3.2 Purification des monocytes..........................................................................118 

1.3.3 Culture et traitements des macrophages primaires humains..........................120 

2 Étude de l’expression des transcrits d’intérêt...............................................................121 

2.1 Extraction des ARN totaux..................................................................................121 

2.1.1 A partir de sang total ...................................................................................121 



 21 

2.1.2 A partir des cellules cultivées in vitro ..........................................................122 

2.2 Rétrotranscription des ARN totaux......................................................................124 

2.3 PCR quantitative en temps réel............................................................................124 

2.3.1 Choix des amorces ......................................................................................124 

2.3.2 Principe de la réaction de PCR quantitative .................................................125 

3 Biochimie des protéines ..............................................................................................128 

3.1 Zymographie.......................................................................................................128 

3.2 Dosage immuno-enzymatique de TIMP-1 et MMP-9 ..........................................129 

4 Cytométrie en flux ......................................................................................................130 

4.1 Marquage immunofluorescent .............................................................................130 

4.1.1 Mesure de l’expression des récepteurs TLR4 et CD14 .................................130 

4.1.2 Mesure de l’expression des récepteurs CCR2 ..............................................131 

4.2 Détection de l’apoptose.......................................................................................131 

4.2.1 Externalisation des phosphatidylsérines.......................................................132 

4.2.2 Cycle cellulaire et isolation de la phase sub-G1 ...........................................133 

5 Analyse statistique ......................................................................................................135 

 

RESULTATS 

 

CHAPITRE I :  

ETUDE DES EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LA PRODUCTION DE MMP-9 PAR 

LES NEUTROPHILES 

 
1 Effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les neutrophiles.......................137 

1.1 Effet de la concentration d’adénosine sur les neutrophiles ...................................137 

1.2 Effet de l’adénosine endogène sur la production de MMP-9 ................................140 

1.3 Conclusion..........................................................................................................142 

2 Implication des récepteurs à l’adénosine dans la modulation de la sécrétion de la    

MMP-9...............................................................................................................................142 

2.1 Approche pharmacologique.................................................................................142 

2.2 Approche moléculaire .........................................................................................145 

2.3 Conclusion..........................................................................................................147 

 
 



 22 

CHAPITRE II :  

ETUDE DES EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LA PRODUCTION DE MMP-9 PAR 

LES MACROPHAGES 

 
1 Effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages de la lignée 

cellulaire THP-1 .................................................................................................................148 

1.1 Effet de la concentration d’adénosine sur les macrophages THP-1 ......................148 

1.2 Effet de l’adénosine endogène sur la production de MMP-9 ................................151 

1.3 Production de MMP-9 au cours de la différenciation ...........................................152 

1.4 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 lors d’une différenciation des 

monocytes et macrophages de 48 heures.........................................................................155 

1.5 Effet l’adénosine sur certains inhibiteurs de la MMP-9........................................156 

1.6 Conclusion..........................................................................................................159 

2 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages primaires 

humains.. ............................................................................................................................159 

2.1 Production basale de MMP-9 par les cellules du sang total..................................159 

2.2 Effet de l’adénosine sur monocytes primaires humains différenciés en 

macrophages…...............................................................................................................161 

2.3 Conclusion..........................................................................................................163 

 
CHAPITRE III :  

ETUDE DES EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LA PRODUCTION DE MMP-9 PAR 

LES MACROPHAGES STIMULES 

 
1 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages stimulés par le 

LPS… ................................................................................................................................164 

1.1 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages THP-1 

stimulés par le LPS.........................................................................................................164 

1.2 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages primaires 

humains stimulés par le LPS ...........................................................................................168 

1.3 Modulation du système de reconnaissance du LPS par l’adénosine......................169 

1.4 Conclusion..........................................................................................................172 

2 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages stimulés par 

d’autres types de stimuli .....................................................................................................173 

2.1 Autres méthodes de stimulation des macrophages THP-1....................................173 



 23 

2.2 Stimulation des macrophages THP-1 par divers ligands du TLR4 .......................175 

2.3 Conlusion............................................................................................................176 

 
CHAPITRE IV : 

IMPLICATION DES RECEPTEURS A L’ADENOSINE DANS LA PRODUCTION DE 

LA MMP-9 PAR LES MACROPHAGES 

 
1 Expression basale des récepteurs à adénosine..............................................................177 

2 Approche pharmacologique ........................................................................................179 

3 Approche moléculaire.................................................................................................181 

4 Conclusion..................................................................................................................183 

 
CHAPITRE V : 

MONOCYTES ET TISSU DE GRANULATION 

 
1 Effet de l’adénosine sur la migration monocytaire.......................................................184 

1.1 Effet de l’adénosine sur le récepteur aux chimiokines CCR2...............................184 

1.2 Effet de l’adénosine sur la migration des monocytes ...........................................187 

1.3 Conclusion..........................................................................................................189 

2 Effet de l’adénosine sur l’apoptose des monocytes primaires humains : études 

préliminaires.......................................................................................................................189 

2.1 Marquage annexine V – iodure de propidium ......................................................189 

2.2 Détection de la phase sub-G1 du cycle cellulaire .................................................192 

2.3 Conclusion..........................................................................................................194 

 

DISCUSSION 

 

CONCLUSIONS-PERSPECTIVES 

 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 

 

ANNEXES 



 24 

 



 25 

 

 
 

 

TABLE DES 

ILLUSTRATIONS 



 26 

 

Figure 1 : Initiation et progression de l’athérosclérose ..........................................................38 

Figure 2 : Comparaison entre un cœur normal et un cœur insuffisant ....................................46 

Figure 3 : Structures générales des MMPs ............................................................................58 

Figure 4 : Principaux éléments de réponse aux facteurs de transcription se fixant sur le 

promoteur des différents types de MMPs..............................................................................63 

Figure 5 : Modèle d’interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire dans le cœur .78 

Figure 6 : Etapes du remodelage ventriculaire gauche post-infarctus conduisant au 

développement d’une insuffisance cardiaque ........................................................................81 

Figure 7 : Représentation des principales voies de l’apoptose ...............................................87 

Figure 8 : Schéma du système de reconnaissance du LPS et des lipides A.............................90 

Figure 9 : Formule topologique de la molécule d’adénosine..................................................92 

Figure 10 : Synthèse et métabolisme de l’adénosine dans le cœur .........................................93 

Figure 11 : Exemple de voies d’inhibition du transport et de la métabolisation de l’adénosine.

.............................................................................................................................................94 

Figure 12 : Voies principales d’activation des récepteurs à l’adénosine...............................103 

Figure 13 : Désensibilisation et internalisation des récepteurs couplés aux protéines G. ......104 

Figure 14 : L’adénosine diminue la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles stimulés par la 

fMLP..................................................................................................................................139 

Figure 15 : L’adénosine diminue la production de MMP-9 par les neutrophiles traités par 

différents stimuli. ...............................................................................................................140 

Figure 16 : Les modulateurs du métabolisme et du transport de l’adénosine, ainsi que 

l’agoniste NECA, diminuent la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles stimulés par la fMLP.

...........................................................................................................................................141 

Figure 17 : Protocole des traitements avec agonistes (A) et antagonistes (B) sur les 

neutrophiles stimulés par la fMLP. .....................................................................................142 

Figure 18 : L’agoniste du récepteur à l’adénosine A2a diminue la production de MMP-9 par 

les neutrophiles stimulés par la fMLP. ................................................................................143 

Figure 19 : L’antagoniste du récepteur à l’adénosine A2a augmente la production de MMP-9 

par les neutrophiles stimulés par la fMLP. ..........................................................................144 

Figure 20 : Le siARN A2a diminue l’augmentation de la production de MMP-9 induite par 

l’adénosine chez les neutrophiles. .......................................................................................146 

Figure 21 : L’adénosine augmente de façon concentration-dépendante la production de MMP-

9 par les macrophages THP-1. ............................................................................................150 



 27 

Figure 22 : La production de MMP-9 par les macrophages THP-1 est augmentée par 

l’adénosine exogène aussi bien qu’endogène. .....................................................................152 

Figure 23 : L’adénosine augmente la sécrétion de MMP-9 par les THP-1 en cours de 

différenciation en macrophages. .........................................................................................153 

Figure 24 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm MMP-9 par les THP-1 en cours 

de différenciation en macrophages......................................................................................154 

Figure 25 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm et de la protéine MMP-9 par les 

macrophages THP-1. ..........................................................................................................156 

Figure 26 : L’adénosine augmente la production de TIMP-1 par les macrophages THP-1. ..157 

Figure 27 : L’adénosine ne modifie pas la quantité de transcrits RECK par les macrophages 

THP-1. ...............................................................................................................................158 

Figure 28 : L’ARNm MMP-9 est plus fortement exprimé chez les patients atteints d’infarctus 

du myocarde que chez les volontaires sains. .......................................................................160 

Figure 29 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm et de la protéine MMP-9 par les 

macrophages primaires humains issus de volontaires sains. ................................................161 

Figure 30 : L’adénosine augmente la sécrétion de la MMP-9 par les macrophages primaires 

humains issus de patients atteints d’infarctus du myocarde. ................................................162 

Figure 31 : Le LPS et l’adénosine augmentent l’expression de l’ARNm MMP-9 par les 

macrophages THP-1. ..........................................................................................................165 

Figure 32 : Le LPS et l’adénosine augmentent la sécrétion de MMP-9 par les macrophages 

THP-1. ...............................................................................................................................167 

Figure 33 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm MMP-9 par les macrophages 

primaires humains stimulés ou non par le LPS....................................................................168 

Figure 34 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm MD-2 dans les macrophages 

THP-1. ...............................................................................................................................170 

Figure 35 : L’adénosine augmente l’expression de la protéine CD14 membranaire par les 

macrophages THP-1 stimulés par le LPS. ...........................................................................171 

Figure 36 : L’adénosine augmente la production de MMP-9 par les macrophages THP-1 en 

hypoxie. .............................................................................................................................174 

Figure 37 : L’adénosine associée à l’acide hyaluronique augmente la production de MMP-9 

par les macrophages THP-1. ...............................................................................................175 

Figure 38 : L’adénosine augmente l’expression des ARNm codant pour les récepteurs à 

l’adénosine A2b et A3 par les macrophages THP-1. ...........................................................178 



 28 

Figure 39 : L’agoniste du récepteur à l’adénosine A3 augmente la production de MMP-9 par 

les macrophages THP-1. .....................................................................................................180 

Figure 40 : Le siARN A3 inhibe l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les 

macrohages THP-1. ............................................................................................................182 

Figure 41 : L’adénosine augmente la quantité de transcrits codant pour CCR2 par les 

monocytes et diminue par les macrophages.........................................................................185 

Figure 42 : L’adénosine diminue l’expression membranaire de CCR2 par les macrophages 

primaires humains. .............................................................................................................186 

Figure 43 : L’adénosine augmente la capacité migratoire des monocytes THP-1.................188 

Figure 44 : L’adénosine diminue le phénomène d’apoptose sur les monocytes primaires. ...191 

Figure 45 : L’adénosine empêche l’apparition du pic sub-G1 chez les monocytes primaires.

...........................................................................................................................................193 

 
 
Tableau 1 : Métalloprotéinases identifiées dans le tissu myocardique....................................60 

Tableau 2 : Classification, localisation et propriétés des récepteurs à l’adénosine ...............100 

Tableau 3 : Liste des amorces utilisées en PCR quantitative................................................127 



 29 

 

 

 

 

INTRODUCTION 



 30 

 

Les maladies cardiovasculaires représentent la cause majeure de mortalité dans les 

pays industrialisés. Parmi celles-ci, l’insuffisance cardiaque consécutive à l’infarctus tient une 

place privilégiée. L’infarctus du myocarde a pour conséquence immédiate une adaptation du 

cœur qui doit pallier un déficit contractile. Dans un premier temps le cœur se dilate, ce qui lui 

permet de s'adapter aux nouvelles conditions hémodynamiques. Pour que cette dilatation soit 

stable et fonctionnelle, la structure du muscle même se modifie, en particulier sa composante 

matricielle qui se dégrade et se réorganise, ce mécanisme est appelé remodelage. Le 

remodelage est un équilibre approprié entre synthèse et dégradation de la matrice. Il est 

nécessaire pour une morphogenèse normale et le maintien du tissu cicatriciel. Le remodelage 

est donc tout d'abord un phénomène adaptatif souhaitable. A l'inverse, si ce phénomène 

s'amplifie ou se dérègle, il devient pathologique et peut engendrer un défaut de contraction 

et/ou un mauvais remplissage des cavités cardiaques et ainsi conduire à l’insuffisance 

cardiaque, aboutissement de nombreuses pathologies du cœur 1, 2. 

 

Le remodelage est régi en partie par l’activité des métallo-protéinases matricielles 

(MMPs) sécrétées dans l’espace extracellulaire par les cardiomyocytes ou des cellules non-

myocytaires qui constituent le tissu de granulation, telles que les fibroblates, les cellules 

endothéliales et les cellules immunitaires 3, 4. Chaque membre de cette famille d'enzymes, et 

en particulier la MMP-9, sont capables de dégrader certains composants de la matrice 

extracellulaire et sont donc des facteurs importants de la réponse du cœur à un infarctus. Leur 

régulation se fait au niveau de la transcription des gènes, de l’activation de la forme 

zymogène, et de l’inhibition par interaction avec les inhibiteurs tissulaires des MMPs (les 

TIMPs). Très tôt après un infarctus du myocarde (de un à deux jours), la zone lésée du 

myocarde est envahie par une population de polynucléaires neutrophiles qui sécrète en masse 

de la MMP-9, ce qui contribue à une dégradation excessive de la MEC cardiaque et un 

remodelage myocardique inadapté. Puis, deux à quatre jours après infarctus, une seconde 

population de cellules inflammatoires, les monocytes-macrophages infiltrent la zone infarcie 

et produisent également de la MMP-9. Il a été démontré que la surproduction de MMP-9 est 

un facteur de risque cardiovasculaire et un biomarqueur du remodelage du ventricule gauche 
5-7. Des études effectuées au sein de notre laboratoire ont précédemment montré que la MMP-

9 est un biomarqueur de la survenue de l’insuffisance cardiaque post-infarctus 8. La MMP-9 

fait donc partie des cibles thérapeutiques potentielles pour le traitement de l’insuffisance 

cardiaque consécutif à un remodelage myocardique délétère.  
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Des études ont montré que la production d’adénosine est accrue lors d’une hypoxie, 

d’une ischémie, d’un stress ou encore d’une inflammation 9-11. Suite à cette augmentation, il a 

été observé une atténuation de ces conditions pathologiques, suggérant ainsi un effet 

protecteur de l’adénosine sur le système cardiovasculaire 12, 13. L’adénosine peut se fixer sur 

quatre types de récepteurs transmembranaires : A1, A2a, A2b et A3. Les effets 

cardioprotecteurs de l’adénosine font de ses récepteurs de nouvelles cibles thérapeutiques des 

maladies cardiovasculaires 14. Ces récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs couplés 

à des protéines G (G-Protein Coupled Receptors, GPCR). Comprenant 7 domaines 

transmembranaires, ils sont bien caractérisés. Chaque récepteur a sa spécificité cellulaire et 

active des voies de signalisation différentes 15. Dans tous les cas, les voies finales d’activation 

sont classiques (MAPK, NF-κB, CREB), mais les conséquences intracellulaires peuvent 

varier avec les types de cellules, leur degré d'activation, ou encore l'environnement.  

 

Après un infarctus du myocarde, les cellules nécrosées à cause de l’ischémie sont 

éliminées par phagocytose de la part des monocytes/macrophages infiltrés 16. Ces cellules 

entrent en apoptose après la phase aiguë de l’infarctus et il en est de même pour une partie des 

cardiomyocytes lors d’insuffisance cardiaque chronique. L’apoptose est un suicide cellulaire 

ou une mort programmée par la cellule elle-même. Elle permet l’homéostasie d’un tissu par 

l’élimination de cellules défectueuses, ou encore la résolution du phénomène d’inflammation 

par l’élimination de cellules immunitaires qui ont accompli leur rôle, assurant ainsi un retour à 

la normale 17. Des études ont montré que l’inhibition de l’apoptose permettrait une 

amélioration du remodelage ventriculaire gauche après infarctus 18-20.  

 

Notre projet s’inclue dans la thématique générale du laboratoire, qui est de développer 

un programme de recherche sur l’insuffisance cardiaque et ses mécanismes cellulaires et 

moléculaires, afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour les traitements de 

l’infarctus du myocarde et de l’insuffisance cardiaque. Il vise à caractériser les mécanismes 

responsables des effets cardioprotecteurs de l’adénosine, qui sont connus dans des 

phénomènes tels que l’ischémie, l’infarctus du myocarde, et l’insuffisance cardiaque, mais 

peu définis. En effet, malgré l’utilisation de modèles animaux transgéniques et la réalisation 

de plusieurs études cliniques, les effets cardioprotecteurs de l’adénosine sur le remodelage 

après infarctus restent mal caractérisés 15. Ceci est lié en partie au fait que l’étude des effets de 

l’adénosine est complexe à cause : (1) des différents types de récepteurs à l’adénosine 
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potentiellement impliqués, (2) d’importantes différences entre la pharmacologie des 

récepteurs à l’adénosine humains et ceux des rongeurs, (3) de la spécificité relative de 

nombreux agonistes et antagonistes à l’adénosine, (4) de l’importance de la notion de fenêtre 

thérapeutique. 

 

Nous avons émis l’hypothèse que l’un des effets cardioprotecteur de l’adénosine 

pourrait passer par une modulation de l’activité de la MMP-9. Nous nous sommes intéressés 

à caractériser les effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les neutrophiles et les 

macrophages, et sur l’apoptose des monocytes. 
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ORGANISATION DU MANUSCRIT 

 

 

Ce manuscrit est composé de cinq parties. La première présente une revue de la 

littérature concernant (1) un rappel sur les pathologies cardiovasculaires, (2) les 

métalloprotéinases maticielles myocardiques, (3) le remodelage myocardique après infarctus 

et (4) l’adénosine, comme modulateur de la réaction myocardique. La deuxième partie décrit 

les protocoles expérimentaux ainsi que les techniques de biochimie, de biologie moléculaire et 

cellulaire utilisées. L’exposé des résultats sous forme de cinq chapitres constitue la troisième 

partie de ce mémoire. L’ensemble des résultats est discuté dans une quatrième partie. Les 

conclusions et les perspectives de ce travail sont énoncées dans la dernière partie. 

 

Ce travail a été effectué au sein du Laboratoire de Recherche Cardiovasculaire dirigé 

par le Docteur Daniel Wagner, au Centre de Recherche Public-Santé (CRP-Santé) à 

Luxembourg, sous la direction du Docteur Yvan Devaux (CRP-Santé) et du Professeur Dan 

Longrois (Université Henri Poincaré, Nancy-Université).  

 

Ce travail a été soutenu financièrement par une Bourse Formation-Recherche (BFR) 

attribuée pour une durée de 3 ans par le Ministère de la Culture, de l’Enseignement Supérieur 

et de la Recherche (MCESR) du Luxembourg. 
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CHAPITRE I : 

PATHOLOGIES CARDIOVASCULAIRES : 

RAPPELS GENERAUX 

 

 

 

1 Epidémiologie des maladies cardiovasculaires 

 

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) évalue à environ un tiers (soit 17 millions 

de personnes) les décès dans le monde causés par les maladies cardiovasculaires et en 2020, 

elles deviendront à la fois les premières causes d’invalidité et de mortalité dans le monde 21, 22. 

Ces estimations croissantes sont dues aux proportions épidémiques que prennent ces maladies, 

qui contrairement aux idées-reçues ne concernent pas seulement les populations âgées des 

pays développés, mais qui au contraire touchent aussi près de 80 % des hommes, femmes et 

enfants des pays en voie de développement 23.  

 

Les risques de développer une maladie cardiovasculaire sont plus importants chez la 

femme que chez l’homme, en particulier à cause du manque de prévention 24, 25, et 

augmentent avec l’âge 26-28. De plus, le taux grandissant de ces maladies est dû à des facteurs 

de risques que l’étude des populations a permis de mettre en exergue.  

 

Certains sont liés à l’hérédité 29 ou à des maladies congénitales 30, 31, d’autres sont 

considérés comme modifiables car influencés par l’hygiène de vie (tabagisme, sédentarisarion, 

régime alimentaire inadapté…) ou une condition pathologique (hypertension, obésité, 

hypercholestérolémie…). En effet, ces derniers peuvent se résorber suite à une amélioration 

des conditions de vie (pratique sportive, suppression de la consommation d’alcool…) et/ou 

des traitements médicamenteux adéquats de ces pathologies 32-34.  

 

Parmi l’ensemble des décès dus aux maladies cardiovasculaires, la moitié est 

provoquée par des maladies des artères coronaires. En effet, depuis le début des années 90, les 

maladies coronariennes constituent la première cause de mortalité dans le monde et dans les 

pays développés 22. Près de 90 % des patients développant des affections des artères 
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coronaires ont été exposés à au moins un facteur de risque dit majeur, comprenant 

l’hypertension, le tabagisme, le diabète, ou l’hypercholestérolémie 35. Ces pathologies ont 

tendance à diminuer dans les régions de l’Amérique du Nord et en Europe de l’Ouest grâce à 

une amélioration de la prévention, du diagnostic et de leurs traitements. Cependant, les futures 

prévisions quant à l’augmentation des maladies coronaires sont tout de même estimées à plus 

de 80 % dans les pays en voie de développement, principalement à cause du vieillissement 

des populations 22, 36. 

 

Une plaque d’athérosclérose est l'étiologie dominante de la majorité des pathologies 

cardiovasculaires et sa rupture, générant l’occlusion thrombotique d’une artère coronaire, peut 

conduire dans sa forme la plus courante à un infarctus du myocarde 37. Les facteurs de risque 

de l’athérosclérose sont par ailleurs les mêmes que ceux de l’infarctus du myocarde. 

L'infarctus aigu du myocarde est une affection fréquente qui touche plus particulièrement 

l'homme à partir de 55 ans, et la femme entre 65 et 70 ans. Cette différence entre les deux 

sexes est due à un niveau de facteurs de risque plus élevé chez l’homme jeune que chez la 

femme 38. Cependant, l’association de neuf facteurs de risque modifiables (tabagisme, 

dyslipidémie, diabète, obésité, hypertension, activité physique, régime alimentaire, 

consommation d’alcool et facteurs psychosociaux) est liée à plus de 90 % à la survenue d’un 

infarctus aigu du myocarde quelque soit l’âge ou le sexe. Le tabagisme et la dyslipidémie sont 

à eux seuls responsables de plus des deux tiers de ces risques d’infarctus du myocarde. 

L’amélioration de l’hygiène de vie permet de réduire ces risques cardiovasculaires et de 

diminuer les risques d’IM de 80 % 32. La réduction de la durée de vie consécutive à un 

infarctus du myocarde est estimée à 15 ans 39 et plus de 25 % des patients atteints 

d’insuffisance coronaire meurent 28 jours après leur admission à l’hôpital 40. De plus, les 

deux tiers des victimes d’infarctus décèdent avant leur arrivée aux urgences : la 

reconnaissance des signes avant-coureurs d’une attaque cardiaque est donc essentielle pour la 

prévention et l’amélioration de la survie dans le cas d’une insuffisance coronaire 22, 41. 

 

Plus de 60 % des patients ayant souffert d’un infarctus du myocarde développent un 

remodelage myocardique, en particulier du ventricule gauche, qui peut conduire à une 

insuffisance cardiaque 40, 42. L’insuffisance cardiaque congestive est maintenant considérée 

comme une maladie aux proportions épidémiques 43, 44. En 2003 au Luxembourg, 1573 

patients pour 100 000 habitants sont décédés suite au développement d’une pathologie 

cardiovasculaire, dont 979 souffraient d’une insuffisance cardiaque congestive. En 2040, le 
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taux des personnes âgées de plus de 65 ans est estimé à 20 %, et l’insuffisance cardiaque 

congestive est devenue l’une des principales causes d’hospitalisation des patients dont l’âge 

est supérieur à 65 ans 45, 46. Avec une progression de la mortalité de 60 à 70 % à 5 ans, le 

pronostic de l’insuffisance cardiaque congestive est plus grave que celui de bien des cancers 
47. La morbidité de l’insuffisance cardiaque congestive est donc très élevée et les enjeux en 

termes d’économie et de santé publique qui en découlent sont immenses 39, 48. 

 

2 Pathologies cardiovasculaires 

 

2.1 Origine des maladies cardiovasculaires : l’athérosclérose 

 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique et locale, accompagnée d'un 

stress oxydant et d'un dysfonctionnement de l'endothélium vasculaire 49. Cette lésion 

anatomique est engendrée majoritairement par la rétention de lipoprotéines et de tissus fibreux 

formant une plaque dans la tunique interne (intima) des artères qui est recouverte par 

l’endothélium (Figure 1). C’est un processus évolutif très long qui n’est pas encore 

complètement élucidé, dont les complications sont nombreuses et responsables des deux 

premières causes de mortalité dans le monde : les accidents vasculaires cérébraux et les 

cardiomyopathies ischémiques dues à l’athérosclérose des artères coronaires 49.  

 

La plaque d’athérosclérose se développe généralement sur des sites de bifurcation des 

artères où le flux sanguin n’est plus laminaire. La formation initiale de la lésion est 

progressive. (1) Elle débute par l’entrée de lipoprotéines de faible densité dans l’intima, 

pouvant être modifiées par oxydation ou activité enzymatique. Les lipoprotéines s’accumulent 

et sont phagocytées par des macrophages qui deviennent spumeux (saturés en lipides dans 

leur cytoplasme). L’accumulation de macrophages spumeux entraîne la formation de stries 

lipidiques (Figure 1, a). (2) Des cellules musculaires lisses provenant de la tunique 

intermédiaire (media) de l’artère colonisent ensuite l’intima. Elles y prolifèrent et sécrètent en 

masse des composants de la matrice extracellulaire comme le collagène, ce qui contribue à 

favoriser la rétention et l’accumulation des lipoprotéines et à augmenter la croissance de la 

plaque. En plus des monocytes, d’autres types de leucocytes comme les lymphocytes T 

colonisent la lésion et leur activation provoque un phénomène d’inflammation chronique 
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localisée (Figure 1, b). (3) Les cellules musculaires lisses forment une chape fibreuse entre 

l’endothélium et la plaque. En mourant, les cellules spumeuses libèrent leur contenu, ce qui 

entraîne la formation de corps nécrotiques et le recrutement de cellules inflammatoires. La 

réaction inflammatoire qui en découle peut fragiliser la plaque. En effet, l’inflammation 

entraîne la rupture de la chape fibreuse par dégradation de la matrice extracellulaire et mort 

des cellules musculaires lisses. Cette plaque non occlusive peut alors se rompre ou 

l’endothélium s’éroder, ce qui provoque l’entrée en contact des composés lipidiques 

thrombogènes avec le sang circulant, et conduit à la formation d’un thrombus dans la lumière 

artérielle. Si le thrombus a un diamètre important, il peut obturer l’artère et induire une 

ischémie pouvant causer l’apparition de pathologies comme l’infarctus du myocarde (Figure 

1, c). (4) En revanche, si l’endothélium ne s’érode pas, que la plaque ne subit aucune rupture 

et qu’elle continue de croître, la lésion peut devenir occlusive et conduire aussi à une ischémie 

(Figure 1, d).  

 

 

 

 

Figure 1 : Initiation et progression de l’athérosclérose 

(d’après Rader et Daugherty, 2008 49). 

 

a, formation initiale d’une lésion d’athérosclérose avec développement de stries lipidiques ; b, 

formation intermédiaire d’une lésion d’athérosclérose avec début d’inflammation chronique ; 

c, formation d’une lésion d’athérosclérose non occlusive sensible à la rupture ; d, formation 

d’une lésion d’athérosclérose occlusive. 
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2.2 Conséquences cliniques de l’athérosclérose 

 

La fissuration d’une plaque d’athérosclérose expose l’endothélium lésé aux 

constituants du sang, plus particulièrement les facteurs de la coagulation. L’adhérence et 

l’agrégation plaquettaires, la formation de thrombine, puis de fibrine aboutissent à la 

constitution d’un thrombus essentiellement plaquettaire, qui accroît progressivement ou 

brutalement le degré de rétrécissement, pouvant aller jusqu’à l’obturation de toute la lumière 

coronaire 50. La cause de cette rupture est inconnue et de nombreux facteurs de risque peuvent 

être impliqués dans son évolution 51. Par exemple, l’étude de Framingham a mis en évidence 

des facteurs de risque corrélés à la survenue des maladies coronariennes tels que l’âge, le sexe, 

l’hérédité, le cholestérol, le diabète, l’hypertension et le tabac 52. 

 

2.2.1 L’ischémie myocardique ou insuffisance coronarienne 

 

L’ischémie myocardique (ou insuffisance coronarienne) est due à une réduction du 

diamètre des artères coronaires. Elle résulte principalement des complications de 

l'athérosclérose. Elle entraine une diminution du flux sanguin dans le cœur et donc à un apport 

insuffisant en oxygène (hypoxie) et en nutriments, qui ne correspond plus aux besoins 

énergétiques de l’organe. Certaines parties du cœur, en particulier le myocarde sont plus 

touchées par l’ischémie. Le myocarde, ou muscle cardiaque, est une couche musculaire 

épaisse, où résident notamment les cellules musculaires cardiaques spécialisées appelées 

cardiomyocytes 53.  

 

Cette rupture de l’équilibre entre besoins et apports du myocarde peut être de 2 types : 

la sténose (obstruction partielle) d'une artère coronaire qui peut provoquer une angine de 

poitrine (ou angor) se manifestant le plus souvent par une douleur thoracique réversible, ou 

l’occlusion complète d'une artère coronaire entraînant un infarctus du myocarde irréversible 2. 

La perturbation de la circulation sanguine est due majoritairement à l'occlusion d'une artère 

coronaire par un caillot (ou thrombus) constitué à l'intérieur d’une artère atteinte 

d'athérosclérose (dans 90 % des cas) 37. Tant que la sténose d’une artère coronaire est 

inférieure à 70 % de son diamètre, la perfusion d’aval dans les conditions basales est 

maintenue, grâce à un phénomène adaptatif permettant la conservation du débit coronaire 



 40 

normal en diminuant la résistance artérielle par vasodilatation. Pour des sténoses supérieures à 

70 %, en dépit d’une vasodilatation maximale, la résistance vasculaire augmente très 

rapidement et peut se traduire par une ischémie survenant pour un effort minime même au 

repos 28. 

 

En condition physiologique, la principale source énergétique des cardiomyocytes est 

l’adénosine triphosphate (ATP) issue de la β-oxydation des acides gras. Cette transformation 

métabolique nécessite une forte consommation en oxygène. Lors d’une obstruction artérielle 

partielle ou totale des artères coronaires, l’ischémie provoquée entraîne une souffrance 

myocardique dans le tissu peu ou pas irrigué. Le manque brutal d’oxygène contraint le 

métabolisme myocardique normalement exclusivement aérobie, à passer en mode anaérobie 

par utilisation préférentielle de la voie de la glycolyse, non consommatrice d’oxygène. 

Cependant les stocks d’ATP diminuent et l’absence d’oxygène au niveau du myocarde 

entraine l’apparition d’anomalies d’ordre biochimique (production d’ions H+ et de lactates), 

électrique et hémodynamique (modification de la contractilité et de la perfusion) 54, 55.  

 

Les conséquences de l’ischémie sur le myocarde sont fonction de l’importance de 

l’étendue et de la durée de celle-ci. Une circulation collatérale composée de petites 

ramifications peut se développer pour contourner l’étranglement artériel. Cependant, il existe 

peu de communication entre les différentes branches coronaires et chaque branche irrigue un 

territoire fermé. Si l’obstruction est intégrale et montre un arrêt brutal de la circulation, 

aucune suppléance n’est possible et l’absence de vascularisation entraîne une nécrose 

tissulaire 53.  

 

2.2.2 L’infarctus du myocarde 

 

2.2.2.1 La nécrose myocardique 

 

L’infarctus du myocarde (IM) est une nécrose du tissu cardiaque consécutive à une 

ischémie. Dans près de 90 % des cas, les principaux mécanismes à l’origine d’un infarctus 

aigu du myocarde sont dus à l’occlusion d’une artère coronaire par une plaque 

d’athérosclérose. Cependant dans de rares cas, il survient parfois en l’absence de toute lésion 
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athéromateuse. En effet, il existe des infarctus à coronaires angiographiquement normales et 

aussi des infarctus dus à une réduction brutale de la lumière artérielle liée ou non à la 

vasomotricité (spasme coronarien prolongé, dissection coronarienne, anomalie congénitale 

des artères coronaires, traumatisme du thorax…) 56.  

 

La nécrose est un type de mort cellulaire qui marque la destruction définitive d'une 

partie du muscle cardiaque dans une région précise du cœur. L’IM touche plus notamment la 

couche myocardique du cœur, en particulier le ventricule gauche. Les cardiomyocytes, 

constituant majeurs de ce tissu, ne semblent pas capables de proliférer de façon significative 

et ne peuvent alors remplacer la perte massive de cellules qui s’avère irrévocable 57, 58. 

L’émergence de la thérapie cellulaire avec l’utilisation des cellules souches progénitrices est 

une des nouvelles perspectives thérapeutiques à l’étude pour régénérer le myocarde et pallier 

cette déficience 59. 

 

La nécrose myocardique est le stade ultime de la souffrance coronarienne aiguë, les 

lésions sont alors définitivement établies. La suspension d’irrigation entraîne une 

consommation minimale d’énergie des cellules myocardiques touchées par l’artère occluse, 

puis leur mort au bout d’une durée moyenne de 6 heures à cause de la privation d’oxygène et 

d’énergie 60. La mort cellulaire progresse des couches endocardiques vers les couches 

épicardiques et du centre de la zone irriguée par l’artère occluse vers sa périphérie. Elle cause 

des modifications structurales majeures du tissu cardiaque telles qu’une dilatation, en 

particulier au niveau du ventricule gauche 61. Ce phénomène est appelé remodelage. Il 

explique le phénomène d’insuffisance cardiaque observé même si la taille du territoire infarci 

est peu importante 2, 62. 

 

2.2.2.2 La reperfusion 

 

La taille de l’infarctus est un déterminant majeur du pronostic vital du patient. Elle est 

dépendante de la durée de l’ischémie, de l’artère touchée, de phénomènes d’occlusions 

transitoires précédant une occlusion définitive et de l’absence de réseaux de suppléance 

préalablement développés. La stratégie thérapeutique majeure pour limiter la taille de la 

nécrose du myocarde et améliorer le pronostic de l’IM est la reperfusion cardiaque. Son 

objectif est de permettre la réouverture de l’artère responsable de l’infarctus, principalement 

en éliminant le thrombus responsable de l’occlusion coronaire et de rétablir le flux sanguin. 
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Bien qu’au centre de la zone infarcie, les cardiomyocytes déjà nécrosés ne puissent être 

récupérés, le maintien de la circulation sanguine permet de stabiliser la progression de 

l’infarctus, de prévenir la perte additionnelle de cellules au niveau de ses zones bordantes, de 

modérer la dilatation du ventricule gauche et de préserver sa fonction en limitant le processus 

de remodelage 53.  

 

L'ischémie entraîne une privation des apports de l'oxygène et des nutriments avec une 

diminution des stocks d’ATP. Les voies du métabolisme anaérobie s’activent entrainant une 

accumulation de molécules telles que les ions H+ et l'acide lactique (Li and Jackson 2002). Le 

calcium contenu dans le réticulum endoplasmique est relargué et sa concentration augmente 

au niveau intracellulaire. L’activation de protéases par le calcium associée à l’augmentation 

de l’acidité intracellulaire va provoquer des dommages en particulier au niveau de la 

membrane cellulaire. Ces dommages sont susceptibles d’être réversibles ou limités, si le flux 

sanguin n’est interrompu que pendant un bref instant ou si l’occlusion artérielle n’est que 

partielle. En revanche, ils conduisent à la nécrose et deviennent alors irréversibles si 

l’interruption du flux sanguin est totale et de longue durée, et en l’absence de reperfusion 

(Ferdinandy, Schulz et al. 2007). La reperfusion se présente donc comme la seule solution 

pour pallier le phénomène ischémique et préserver le maximum de tissu en limitant l’étendue 

de la nécrose. Cependant, des lésions des tissus peuvent aussi être observées suite à une 

reperfusion. En effet, le retour soudain du flux sanguin entraine la réintroduction d’oxygène 

dans la zone ischémiée, ce qui va favoriser la production de radicaux libres et restaurer la 

production d’ATP. La concentration en calcium intracellulaire continue son augmentation 

provoquant un processus de nécrose accélérée responsable de la destruction des membranes 

cellulaires couplée à des dysfonctionnements mitochondriaux. De plus, des mécanismes 

d’apoptose semblent aussi s’activer, toutefois la démonstration de leur implication est peu 

claire (Ferdinandy, Schulz et al. 2007). Les cellules inflammatoires sont également recrutées 

en masse pendant la reperfusion, en particulier les neutrophiles qui migrent par 

chimiotactisme entre les cellules endothéliales dans le tissu reperfusé et participent aux 

dommages membranaires par la production d'élastase, de protéases et de radicaux libres.  

 

Les deux principales méthodes de reperfusion coronaire sont la thrombolyse et 

l’angioplastie dite primaire. La thrombolyse est une injection de médicaments par voie 

veineuse entraînant une lyse du thrombus (elle peut aussi être effectuée spontanément dans 

l’organisme par des agents antithrombotiques naturels) et l’angioplastie est une technique 
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chirurgicale permettant de dilater l’artère à l’endroit du rétrécissement. Le choix de la 

méthode à employer dépend des antécédents du patient (contre-indications), du temps de 

l’admission post-IM et de la disponibilité du traitement. Ces méthodes peuvent néanmoins 

être utilisées en parallèle. La thrombolyse a un effet bénéfique dans la reperfusion précoce 

après infarctus. Cependant elle ne traite pas la rupture de plaque mais uniquement la 

thrombose coronaire contrairement à l’angioplastie primaire. Bien qu’elle réduise 

l’augmentation de taille du ventricule gauche, une réocclusion de l’artère est toujours possible 

avec subsistance du phénomène de remodelage entrainant une dilatation ventriculaire 

progressive 63, 64. Ainsi, l’angioplastie primaire associée à la thrombolyse améliore la 

préservation du myocarde et la survie du patient comparée à la thrombolyse seule 65. 

L’angioplastie est considérée comme la meilleure technique de reperfusion dans les 90 

minutes qui suivent la survenue de l’IM, cependant si elle ne peut être effectuée dans ce laps 

de temps, la thrombolyse lui est généralement préférée 66, 67.  

 

Les meilleurs résultats sont obtenus lorsque la reperfusion est effectuée au plus vite 

après diagnostic d’IM. En effet, la reperfusion précoce après infarctus autorise la survie des 

cardiomyocytes qui ont résisté à la nécrose. Cependant des études montrent que la 

revascularisation peut être bénéfique même tardivement (plus de 12 heures post-MI), malgré 

les dommages myocardiques déjà occasionnés 68, 69. Dans des modèles de rongeurs d’IM, la 

reperfusion tardive réduit la taille de l’infarctus, la dilatation du ventricule gauche et les 

problèmes de contractilité 70, 71. Dans un modèle canin, elle permet d’accélérer le processus de 

cicatrisation en favorisant le remplacement du tissu myocardique nécrosé par un tissu 

cicatriciel 72. 

 

2.2.2.3 L’ischémie résiduelle 

 

Malgré une reperfusion réussie avec recanalisation de l’artère responsable de l’IM 

dans les meilleurs délais pour préserver au maximum le myocarde, le rétablissement de la 

fonction du ventricule gauche n’est souvent que partielle 66. Ce rétablissement partiel peut être 

dû à une ischémie résiduelle causée par le rétrécissement ou l’occlusion de l’artère déjà 

reperfusée ou d’autres vaisseaux coronaires qui n’ont pas été impliqués dans l’infarctus récent, 

mais qui prive toutefois le myocarde d’oxygène et pose donc un risque de nouvel infarctus ou 

de dilatation ventriculaire 69.  
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Pour pallier cette ischémie résiduelle, une procédure de revascularisation différée peut 

être effectuée de 12 à 24 heures, voire même plusieurs semaines après une première 

reperfusion et conserver des effets bénéfiques en améliorant la fonction ventriculaire et en 

réduisant la dilatation myocardique 73. Les causes de dysfonction de la microcirculation 

coronaire peuvent être d’autres caillots causés par la rupture de la plaque, l’aggrégation 

plaquettaire ou les dommages de la reperfusion. Elles contribuent aussi au processus de 

remodelage ventriculaire. Dans un modèle d’IM canin avec reperfusion précoce, l’étendue de 

l’obstruction microvasculaire est liée à la déformation et au dysfonctionnement des zones 

bordantes de l’infarctus 74. L’amélioration de la perfusion microvasculaire post-MI améliore 

le pronostic vital et favorise un remodelage myocardique bénéfique chez le patient. Ces 

résultats suggèrent que le dysfonctionnement de la microcirculation pourrait être le lien entre 

la reperfusion, le remodelage et les conséquences de l’IM 65, 75.  

 

2.2.2.4 Notion de viabilité myocardique 

 

La viabilité myocardique peut être décrite comme la capacité du myocarde à retrouver 

un rétablissement complet de ses fonctions mécaniques suite à une reperfusion post-IM. 

Cependant, des complications tardives peuvent apparaitre après reperfusion myocardique et 

permettent de nuancer cette notion. 

 

Bien que le flux sanguin soit rétabli avant que la nécrose ne soit complète, une 

dysfonction de la contractilité du ventricule gauche peut survenir suite à la reperfusion. 

Cependant, cette dysfonction est réversible et les parties non nécrosées du myocarde peuvent 

retrouver leur fonction contractile sans intervention supplémentaire. Toutefois cette 

récupération n’est pas immédiate et nécessite quelques heures ou quelques jours, le myocarde 

est dit sidéré (stunning) 69, 76. Il faut alors plusieurs semaines pour évaluer si la fonction du 

ventricule gauche est préservée, ainsi que l’étendue de la nécrose myocardique 77. De plus, la 

réaction inflammatoire et le processus de cicatrisation occasionnés peuvent durer jusqu’à une 

semaine, voire même plusieurs mois après IM 2. Le myocarde est sidéré s’il est soumis à une 

ischémie sévère et aiguë. En revanche, s’il est soumis à une ischémie chronique, ses fonctions 

métaboliques diminuent drastiquement et de nombreuses cellules entrent en apoptose 78. Le 

myocarde est alors dit hibernant. La dysfonction de contractilité du ventricule gauche est alors 

persistante et seules les fonctions mécaniques des zones où l’activité apoptotique est faible 

peuvent potentiellement être rétablies grâce à une nouvelle revascularisation 60, 79.  
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Diverses études montrent les effets bénéfiques de la revascularisation, même si la 

fonction myocardique n’est pas intégralement restituée 80. La viabilité myocardique ne se 

réduit donc pas uniquement aux fonctions mécaniques. De plus, les zones viables dans le 

myocarde, qui n’ont pas été revascularisées suite à la reperfusion, restent toujours vulnérables 

à l’ischémie. Ceci augmente potentiellement le risque d’apparition de problèmes cardiaques 

tels que le développement de l’insuffisance cardiaque qui serait réduit si le tissu était non 

viable 81. 

 

2.2.3 L’insuffisance cardiaque post-infarctus 

 

L’insuffisance cardiaque (IC) se définit comme un état physiopathologique où le cœur 

est incapable d’assurer un débit sanguin systémique adapté à la demande métabolique 

(oxygène, nutriments) de l’organisme dans des conditions basales ou à l’effort.  

 

2.2.3.1 Généralités  

 

Dans les pays développés, l’insuffisance cardiaque est le phénotype évolutif de 

nombreuses pathologies cardiovasculaires : les cardiomyopathies dilatées, l’hypertension 

artérielle et les atteintes des valves du cœur gauche. Cependant, l’étiologie de l’IC est 

majoritairement liée aux maladies coronaires en cas de post-infarctus. Ce syndrome peut 

également être la conséquence d’une maladie du péricarde, d’une malformation cardiaque 

congénitale, d’un trouble du rythme ou de la conduction cardiaque. Il existe aussi des 

phénomènes liés à une mutation ponctuelle causant des troubles de la synthèse de protéines 

essentielles au bon fonctionnement des cardiomyocytes 82, 83, cependant ils représentent moins 

de 1 % des cas 84. 

 

L’insuffisance cardiaque peut être aiguë ou chronique. Le terme d’insuffisance 

cardiaque aiguë est employé en cas de survenue d’une IC de novo (chez un patient ne 

présentant pas de problème cardiaque au préalable) ou suite à la décompensation aiguë d’une 

insuffisance cardiaque chronique. L’insuffisance aiguë est généralement caractérisée par des 

signes de congestion pulmonaire (œdème), qui peuvent aussi être couplés à une insuffisance 
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Coeur normal Cœur insuffisantCoeur normal Cœur insuffisantCoeur normal Cœur insuffisant

cardiaque du cœur droit et un choc cardiogénique 85. L’insuffisance chronique est la forme la 

plus commune d’insuffisance cardiaque, qui peut être ponctuée de phases aiguës. Cependant 

c’est un syndrome complexe qui a déjà connu plusieurs définitions 86-89.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Comparaison entre un cœur normal et un cœur insuffisant 

(d’après www.heartfailure-europe.com). 

 

 

L’insuffisance cardiaque est associée à une forte morbidité et mortalité, car elle est due 

à une multitude de symptômes possibles et son diagnostic est souvent réalisé tardivement 

après des mois voire des années d’évolution silencieuse. La progression de l’insuffisance 

cardiaque est généralement lente, que le facteur déclencheur soit d’origine extrinsèque ou 

intrinsèque (capital génétique). Dans un premier temps entrent en jeux les prémices des 

modifications structurales et fonctionnelles du myocarde conduisant à un remodelage délétère 

du ventricule gauche, puis le patient ressent les premiers signes de la pathologie 90 (Figure 2). 

Le risque d’apparition d’une insuffisance cardiaque après infarctus du myocarde est de 1 sur 5 

quelque soit le sexe, et de 1 sur 9 pour l’homme et 1 sur 6 pour la femme même en l’absence 

d’IM 91. De plus, il augmente avec le vieillissement de la population 92. De même, un patient 

peut développer une IC entre 2 et 28 jours après IM 43. Une meilleure prise en charge des 

infarctus du myocarde à leur phase initiale, la prévention de l’insuffisance cardiaque et le 
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développement de thérapies visant à ralentir sa progression sont donc des objectifs majeurs 

dans la gestion des pathologies cardiaques 42, 62. 

 

2.2.3.2 Les différentes formes d’insuffisance cardiaque et leurs traitements  

 

L’insuffisance cardiaque systolique est liée à une perte de la capacité d’éjection du 

sang vers les vaisseaux périphériques pour une partie ou la globalité du muscle cardiaque. 

L’insuffisance diastolique est définie comme une perte de capacité du cœur à se remplir 

normalement, bien que les patients présentent une fonction systolique préservée (avec une FE 

du ventricule gauche souvent supérieure à 50 % 93). Elle compte actuellement pour 38 à 54 % 

de l’ensemble des insuffisances cardiaques cliniques 94. Un diagnostic d’insuffisance 

diastolique est généralement établi après élimination d’une dysfonction systolique, car sa 

détection est laborieuse. Peu de recherches sont dédiées à cette forme spécifique 

d’insuffisance cardiaque 95, les études sont souvent couplées avec celles de la forme 

systolique, qui génère plus de travaux. La déficience diastolique a pourtant tendance à 

augmenter depuis une quinzaine d’années 96 et sa fréquence en cas d’hospitalisation est 

comparable à l’insuffisance systolique, même si son taux de mortalité est inférieur 97, 98. Son 

pronostic est très voisin de l’insuffisance systolique avec fraction d’éjection (FE) altérée : les 

patients souffrant d’une complication systolique ou diastolique ont une chance de survie 

similaire et les traitements appliqués sont généralement les mêmes que l’insuffisance soit 

diastolique ou systolique. 

 

Le diagnostic de l’insuffisance cardiaque est surtout clinique avec une identification de 

l’étiologie et une précision du mécanisme de la dysfonction cardiaque (systolique et/ou 

diastolique). La modulation des systèmes neurohormonaux peut être déterminante dans son 

évolution, d’où l’emploi d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IEC) 99, 

de diurétiques (spironolactone 100…), ou de bêtabloquants 101 (inactivant les médiateurs du 

système adrénergique), qui suppriment les stimuli d’un remodelage délétère et présentent un 

effet bénéfique sur la mortalité et la morbidité des patients souffrant d’une insuffisance 

cardiaque. Les peptides natriurétiques se sont aussi révélés comme des cibles thérapeutiques 

potentielles 102 dans le traitement de l’IC, avec l’utilisation de formes recombinantes de 

peptide natriurétique B ou BNP (B pour brain car il a été isolé pour la première fois dans le 

cerveau de porc) 103, 104. 
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Si les approches pharmacologiques se révèlent inefficaces, elles peuvent être couplées 

à d’autres traitements, faisant appel à la chirurgie et à l’implantation : des sondes permettant 

une stimulation multisite du myocarde (resynchronisation cardiaque) 105, 106, des 

défibrillateurs automatiques pour prévenir la mort subite cardiaque 107 et des systèmes 

d’assistance ventriculaire mécanique 108. Néanmoins, ces dispositifs peuvent avoir un effet 

inverse à celui recherché : l’emploi de défibrillateurs automatiques implantables peut aussi 

conduire au développement d’une insuffisance cardiaque 109. L’utilisation de ces matériaux, 

en fonction du type de patient, reste donc encore à être évaluée. En cas d’insuffisance 

cardiaque réfractaire à tous les traitements cités précédemment, la transplantation cardiaque 

s’avère être la dernière alternative 110. En dépit des progrès actuels, cette option présente 

toutefois des risques élevés en termes de morbidité et mortalité. 

 

Les nombreux traitements de l’IC s’avèrent insuffisants pour remédier à sa prise de 

proportions épidémiques, ainsi qu’aux conséquences économiques et sociales qui en 

découlent, et ce, malgré la prévention face aux nombreux facteurs de risques 

cardiovasculaires. Les difficultés résident dans l’établissement du diagnostic de l’IC, qui 

s’avère fréquemment trop tardif pour pallier son développement et sa progression. D’autres 

approches mettant en jeu des marqueurs caractéristiques des pathologies cardiovasculaires, 

telles que l’IC, permettent une meilleure gestion des diagnostics et autorisent une 

identification précoce des patients à risque couplée à une approche thérapeutique plus adaptée 

dans le traitement de ces pathologies 111.  

 

3 Les biomarqueurs : outils diagnostiques des pathologies cardiovasculaires 

 

3.1 Les biomarqueurs : définition 

 

Les biomarqueurs sont désignés comme des paramètres biologiques mesurables et 

quantifiables exploités comme indices d'évaluation en physiologie, tels que le risque de 

développer une affection, le diagnostic d'une maladie, un processus métabolique…  

 

La technique de mesure du biomarqueur sélectionné doit être validée et doit être une 

méthode simple, sensible, spécifique et reproductible, pouvant être réalisée à grande échelle. 
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Les biomarqueurs sont mesurés et évalués comme indicateur de processus biologiques 

normaux ou pathologiques. Ils permettent des évaluations précoces dans le dépistage des 

maladies et le suivi médical des patients, notamment comme : (1) outil diagnostique pour 

identifier les patients souffrant d’une anomalie biologique ; (2) outil permettant d'établir le 

stade d'une maladie ; (3) facteur pronostique et (4) outil de prédiction et de suivi de la réponse 

clinique à un traitement (les biomarqueurs permettent ainsi d'améliorer le choix de la 

posologie et d'évaluer les effets des médicaments). Les biomarqueurs ne sont pas 

obligatoirement des paramètres biologiques puisqu'il peut s'agir, par exemple, de mesures 

électrophysiologiques (électrocardiogramme, électroencéphalogramme) ou de techniques 

d'imagerie. 

 

Les caractéristiques biologiques du biomarqueur doivent être connues : sa distribution 

dans la population saine ou malade, son évolution durant la maladie (physiopathologie) et sa 

cinétique (métabolisme). 

 

3.2 Les biomarqueurs des maladies cardiovasculaires 

 

De nombreux facteurs de risque ont été associés aux maladies cardiovasculaires 27. 

Cependant de nouveaux marqueurs de risque de type biochimique sont étudiés en parallèle 

afin d’améliorer les outils dans la prévention et le traitement des pathologies cardiovasculaires 
111. Il existe aussi d’autres paramètres biologiques, telle que la réduction de la FE ventriculaire 

gauche, qui sont des marqueurs de diminution de la fonction contractile et la natrémie, 

impliquant une activation du système rénine angiotensine aldostérone. 

 

Les biomarqueurs biochimiques des maladies cardiovasculaires sont multiples, ils sont 

essentiellement mesurés au niveau plasmatique à partir du sang périphérique. Leur 

prescription (choix et fréquence de dosage) couplée aux techniques d’imagerie, s'inscrit dans 

une démarche tenant compte du contexte clinique : aide au diagnostic, évolution d’une lésion 

athéromateuse (suivi après thrombolyse ou angioplastie coronarienne), remodelage 

myocardique… Leur détection est nécessaire dans le diagnostic et le traitement des 

pathologies cardiovasculaires 112. Les trois principales catégories de marqueurs biochimiques 

des pathologies cardiovasculaires sont : des indicateurs de la réponse inflammatoire, des 

marqueurs de l’agression myocytaire et des médiateurs neurohormonaux. Elles correspondent 
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à des lésions cardiovasculaires au niveau des cardiomyocytes (nécroses, apoptose), des 

cellules vasculaires (dysfonction endothéliale, désendothélialisation), de la matrice 

extracellulaire (fibrose) et des altérations purement fonctionnelles (canaux ioniques, 

arythmies) 113.  

 

3.2.1 Inflammation 

 

Les pathologies cardiovasculaires comme l’athérosclérose entrainent le développement 

de réactions inflammatoires aiguës ou chroniques au niveau vasculaire. La détection des 

biomarqueurs de l’inflammation participant à cette réaction inflammatoire peut aider à la 

prévention et au diagnostic de ces maladies 113.  

 

La protéine C-réactive (CRP) fait partie des exemples de biomarqueurs de 

l’inflammation  vasculaire couramment utilisés en clinique 114. Sa concentration plasmatique 

augmente durant la phase aiguë de l’inflammation pouvant atteindre un maximum entre 24 et 

48 heures. Elle peut diminuer en 6 heures après résolution du phénomène inflammatoire. La 

demi-vie de la CRP est de 20 heures et sa concentration peut facilement être estimée par 

dosage ultrasensible dans le plasma ou le sérum 115. Cette protéine est produite en majorité par 

les hépatocytes et son expression est principalement stimulée par la cytokine pro-

inflammatoire interleukine-6 (IL-6) 116.  

 

Cette protéine est mesurée dans la prédiction du risque de survenue de l’athérosclérose 

et ses complications parfois plusieurs mois ou années après la mesure initiale afin d’effectuer 

un suivi de l’individu 114. Les concentrations des CRP sont stables pour un même individu et 

suggèrent qu’en l’absence de développement d’une inflammation aiguë ou chronique, une 

seule mesure de CRP est suffisante pour estimer le risque cardiovasculaire 117. Une 

augmentation de la concentration supérieure à 10 mg/ml entraine la suspicion d’une 

pathologie inflammatoire aigue ou chronique et est associée au risque de développer une 

complication de l’athérosclérose. Des groupes à risque avec des concentrations déterminées 

ont été établis pour l’utilisation du dosage de la CRP dans les pratiques cliniques. Des 

concentrations inférieures à 1 mg/ml correspondent à des groupes à risque faible, comprises 

entre 1 et 3 mg/ml à un risque moyen, et supérieures à 3 mg/ml à un risque élevé 114. Si 
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l’augmentation de la CRP prédit la survenue de l’athérosclérose et de ses complications, des 

médicaments utilisés chez les patients à risque dans la prévention des maladies 

cardiovasculaires peuvent aussi la diminuer. Ainsi les statines utilisées pour baisser le taux de 

cholestérol des patients présentant une hypercholestérolémie et ayant développé une maladie 

coronaire diminuent aussi la CRP. De plus, la progression de l’athérosclérose est ralentie 

consécutivement à la diminution de la concentration de CRP 118. Des études sur des dosages 

de la CRP sur une période allant jusqu’à 20 ans ont montré que ce seul biomarqueur est un 

facteur prédictif de la survenue de l’IM, de la mortalité due aux maladies coronariennes et de 

l’insuffisance cardiaque 117. L’augmentation de la CRP fait partie des facteurs prédictifs des 

patients qui ont un risque élevé de développer une IC, sans avoir nécessairement d’antécédent 

d’IM, ce qui suggère l’implication du processus d’inflammation dans le développement et la 

progression de l’IC aiguë ou chronique par le biais d’un remodelage délétère du tissu 

myocardique 119, 120.  

 

L'inflammation est un mécanisme important dans le processus d’athérosclérose et dans 

le déclenchement des manifestations cliniques des maladies cardiovasculaires. Cependant, 

l’utilisation systématique de la mesure de la CRP comme facteur de la prédiction des maladies 

cardiovasculaires reste sujet à controverse et ce biomarqueur est encore à l’étude. En effet, 

certains experts considèrent que la mesure de la CRP n’est pas suffisante pour établir les 

risques de la survenue des maladies cardiovasculaires et que la prise en compte d’autres 

facteurs de risque est nécessaire 115, 121.  

 

3.2.2 Agression cardiomyocytaire 

 

Lors d’un IM, les dommages tissulaires occasionnés par l’ischémie peuvent être 

mesurés grâce à des biomarqueurs caractéristiques de l’agression des cardiomyocytes. En 

effet, la nécrose entraine l’éclatement des cellules qui libèrent leur contenu qui peut 

potentiellement diffuser dans la circulation sanguine. La prise en charge des patients 

présentant un IM a été redéfinie grâce aux dosages des troponines, qui sont devenues les 

marqueurs privilégiés pour mettre en évidence les dommages cellulaires au niveau du 

myocarde 122. 
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Les troponines sont des protéines situées dans le muscle strié squelettique et dans le 

myocarde, et sont impliquées dans la régulation de la contraction musculaire. Ce sont les 

isoformes cardiaques I et T, cardiospécifiques et très sensibles, qui interviennent dans la 

contraction myocardique, et dont le faible poids moléculaire leur permet d’être libérées dans 

le sang circulant si les cardiomyocytes perdent leur intégrité. En effet, le taux des troponines 

cardiaques dans le plasma est indétectable chez un individu sain. En revanche, il subit une 

augmentation rapide environ 4 heures après le début de la nécrose post-IM avec atteinte d’un 

pic de concentration à 24 heures. Cette libération de troponines peut même se prolonger 

jusqu’à une semaine après IM 123.  

 

Le dosage des troponines est devenu un des principaux outils diagnostiques dans la 

détection de l’IM 124. En tant qu’outil pronostique, l’élévation des troponines suivant une 

insuffisance coronaire aiguë permet de prédire la mortalité précoce et les complications 

pouvant survenir tardivement jusqu’à un an 125, 126. De plus le suivi postopératoire des patients 

par dosage des troponines permet de pallier les éventuels phénomènes d’ischémie résiduelle 
127. La présence de troponines est un biomarqueur prédictif de mortalité chez les patients 

souffrant d’IC aiguë décompensé ou d’IC chronique 128, 129. 

 

Bien que leur mesure soit devenue à la fois un outil diagnostique et pronostique dans 

les maladies cardiovasculaires, les troponines sont avant tout des biomarqueurs de l’agression 

des cardiomyocytes. En effet, leur concentration peut augmenter après une chirurgie 

cardiaque ayant occasionné des dommages tissulaires 130. Les causes de leur augmentation 

sont donc toujours à déterminer avec précaution avant d’établir une conclusion. 

 

3.2.3 Médiateurs hormonaux 

 

Les modifications de contraintes de pression au niveau du myocarde, telle que la 

surcharge mécanique, sont mesurées grâce à des biomarqueurs caractéristiques du stress 

cardiomyocytaire comme les peptides natriurétiques qui sont des médiateurs hormonaux.  

 

Les peptides natriurétiques sont synthétisés sous forme de précurseur (forme « pro ») 

principalement par les cardiomyocytes. Après leur clivage, des isoformes, en particulier le 
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BNP libéré par les ventricules, sont observables. Le pro-BNP est clivé par des endopeptidases 

en BNP et NT-proBNP (N terminal-proBNP) : ces deux peptides sont ensuite transportés dans 

la circulation sanguine, où seul le BNP est physiologiquement actif en se fixant sur les 

récepteurs de tissus cibles comme les vaisseaux, le cœur, le rein, le cerveau…. Les peptides 

natriurétiques sont des biomarqueurs reflétant le niveau de pression de remplissage du cœur. 

Ils constituent une famille de polypeptides d'origine cardiaque, ayant des effets diurétiques et 

natriurétiques (augmentation de l'élimination urinaire de sodium), et vasodilatateurs 131. Au 

niveau du myocarde, la synthèse de BNP peut être stimulée par une augmentation de la 

surcharge sodée et des contraintes mécaniques appliquées sur les parois du cœur. Ces 

contraintes provoquent un accroissement du volume extracellulaire et une distension des 

oreillettes et des ventricules. D’autres stimuli d’origine neurohormonale peuvent aussi être 

impliqués, ainsi, les peptides natriurétiques inhibent le système rénine-angiotensine-

aldostérone et diminuent la pression artérielle 113.  

 

Le BNP est éliminé par endocytose et a une demi-vie courte de 20 minutes, alors que 

celle du NT-proBNP est de l’ordre de 60 à 120 minutes. Les méthodes de dosage développées 

sont donc très rapides (moins de 15 minutes) et se font à partir du sang total de patient. Les 

dosages sanguins du BNP et du NTpro-BNP ont été évalués, en cas d’ischémie myocardique 
132, 133, et sont maintenant recommandés comme biomarqueurs dans le diagnostic de l’IC 134 et 

comme outils pronostiques en tant que facteurs prédictifs de la morbidité et de la mortalité 

chez les patients souffrant d’IC 113, 135. Cependant, leur spécificité diagnostique dans 

l’insuffisance cardiaque est réduite chez certains patients où il existe une variabilité entre le 

dosage sanguin du BNP et du NTpro-BNP 136. De plus, le dosage du BNP varie en fonction de 

l’indice de masse corporelle 137 (sa faible concentration pouvant être à l’origine de faux 

négatifs dans le diagnostic de décompensation cardiaque chez les insuffisants cardiaques 

obèses).  

 

4 Synthèse 

 

Les maladies cardiovasculaires ont des causes multifactorielles et certains patients ne 

présentent seulement qu’un seul voire aucun des facteurs de risques liés à ces maladies. Elles 

sont à l’origine de la majorité des décès dans le monde. En particulier le remodelage 

myocardique post-IM qui conduit au développement et à la progression d’une IC. Ce 
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processus peut être limité grâce à la reperfusion précoce ou tardive du cœur par l’emploi de 

traitements médicaux (thrombolyse) et/ou chirurgicaux (angioplastie primaire…). 

L’émergence d’outils diagnostiques et pronostiques grâce à l’étude de marqueurs 

caractéristiques de ces maladies est fondamentale dans le développement de nouveaux 

traitements, permettant ainsi l’identification précoce des patients à risque et l’adaptation de la 

prise en charge thérapeutique à l’échelle de la population.  

 

Les marqueurs biologiques, essentiellement biochimiques de la dysfonction cardiaque 

sont de plus en plus utilisés pour le diagnostic et le suivi des patients, tels que la prédiction et 

le suivi de l’évolution d’une insuffisance cardiaque 113 ou l’intérêt pronostique au cours de 

l’infarctus du myocarde 121. Cependant, le dosage d’un seul biomarqueur se révèle insuffisant 

pour déterminer avec précision un diagnostic. L’emploi de modèles combinant plusieurs 

marqueurs reflétant chacun des aspects différents des pathologies cardiovasculaires, ainsi que 

du remodelage myocardique, est alors suggéré pour une plus grande pertinence 138. Toutefois, 

les résultats obtenus avec une approche multimarqueurs pour évaluer les risques 

cardiovasculaires se révèlent parfois équivalents à ceux obtenus en ne tenant compte que d’un 

seul facteur de risque classique 111, 139. 

 

La recherche de nouveaux biomarqueurs est en plein essor 111. En effet, le besoin de 

développer de nouveaux indicateurs pronostiques permettrait une meilleure prise en charge 

des patients, ainsi qu’une détection plus précoce des pathologies évolutives comme 

l’insuffisance cardiaque. En conséquence, l’opportunité d’utiliser des techniques de biologie 

moléculaire (microarrays…), afin de mettre en évidence l’apparition de marqueurs précoces 

du remodelage myocardique délétère avant l’apparition de dommages structuraux, permettrait 

d’établir un dépistage des patients risquant de développer une insuffisance cardiaque, ainsi 

que des stratégies thérapeutiques préventives à adopter en fonction du profil du patient. A ce 

jour, les marqueurs cliniques utilisés sont des marqueurs indirects de la progression du 

remodelage cardiaque et la prédiction du risque d’évolution préjudiciable à l’échelle de 

l’individu reste encore indéterminée. De nouvelles cibles sont actuellement à l’étude comme 

les agents responsables du remodelage myocardique matriciel, tels que les métalloprotéinases 

matricielles. 
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CHAPITRE II : 

LES METALLOPROTEINASES MATRICIELLES 

MYOCARDIQUES  

 

 

 

1 Les métalloprotéinases matricielles : généralités 

 

La composition en macromolécules de la matrice extracellulaire (MEC) lui confère ses 

propriétés mécaniques telles que l’élasticité ou la résistance à l’étirement, qui lui permet 

également de se comporter comme un réservoir pour les divers produits sécrétés par les 

cellules qu’elle enveloppe. La MEC myocardique ou les tissus conjonctifs en général sont des 

structures dynamiques en constante formation et dégradation dans des conditions 

physiologiques normales 140. Dans un tissu sain, ce renouvellement reste stable. Cependant 

plusieurs processus biologiques, comme la migration cellulaire, la réparation tissulaire et la 

néovascularisation, requièrent la dégradation locale ou étendue de la MEC. Le remodelage ou 

remaniement de la MEC est donc un événement important dans de nombreux mécanismes 

physiologiques et pathologiques 141.  

 

La MEC étant constituée d’une grande variété de macromolécules (collagène, élastine, 

fibronectine, …), les protéinases impliquées dans sa dégradation sont, elles aussi, très 

nombreuses. Parmi elles, la famille des métalloprotéinases matricielles (MMPs) est 

considérée comme étant la plus impliquée dans sa restructuration, et semble participer au 

phénomène de remodelage matriciel myocardique 3, 142. En effet, l’emploi d’inhibiteurs 

pharmacologiques de MMPs réduit la dilatation du ventricule gauche après IM 3. Le 

remodelage matriciel (normal ou post-IM) 143 semble donc lié à la production et l’activation 

de ces protéinases par les cellules réparties au sein du tissu myocardique 144. Les MMPs sont 

donc des facteurs importants de la réponse du cœur post-IM. 

 

 



 56 

1.1 Le rôle des métalloprotéinases matricielles 

 

Les MMPs sont présentes dans tous les organismes et jouent un rôle déterminant dans 

le maintien de l’homéostasie tissulaire en participant au remodelage de la MEC. C’est en 1962 

que leur existence a été mise en évidence et que la première activité de type collagénase a été 

observée à pH physiologique, lors de l’étude de la maturation de la queue de têtard 145. Depuis, 

il a été démontré que les membres de la famille des MMPs sont capables de dégrader la 

plupart sinon tous les constituants de la MEC (collagènes, protéoglycanes, élastine ou 

glycoprotéine de structure…) et que leur activité est effective à pH physiologique 142. 

 

Cependant, l’activité de ces enzymes ne se résume pas au remaniement de la MEC. En 

effet, elles permettent non seulement le retrait dans les tissus de l’excès de MEC, mais aussi 

d’engendrer un remodelage matriciel contribuant à la régulation de diverses fonctions 

cellulaires et participent ainsi à la morphogenèse tissulaire et au processus de développement 
146. En plus de tous les composants de la MEC, les cibles des MMPs sont nombreuses et 

incluent d’autres protéases, des facteurs de coagulation ou de croissance, des récepteurs de 

surfaces, des cytokines, des chimiokines, … et des interactions cellules-cellules ou cellules-

matrice. Ainsi, l’action des MMPs sur la matrice nouvellement dégradée : (1) autorise la 

migration cellulaire en facilitant le passage des cellules d’un phénotype adhérent vers non 

adhérent 147, (2) entraine une modification du microenvironnement accompagné d’un 

changement du comportement cellulaire conduisant à la prolifération, à l’apoptose ou à 

l’organisation des cellules 148, (3) module l’activité biologique de molécules actives qui ne 

sont pas des protéines matricielles (des facteurs de croissance, des récepteurs devenus 

solubles, des enzymes et leurs inhibiteurs…), par clivage direct, par relargage ou par 

protéolyse 149. 

 

Cet assortiment d’activités permet aux MMPs de participer à de nombreux processus 

physiologiques courants comme la néovascularisation, l’ossification et la cicatrisation 150, 151, 

ou transitoires comme l’embryogenèse, le cycle menstruel et l’involution des glandes 

mammaires post-lactation 148, 151. Ceci implique un étroit contrôle de l’expression des MMPs 

dans des conditions physiologiques basales. En effet, les MMPs sont communément peu 

exprimées dans un tissu sain, en revanche, leur production et leur activation s’élèvent 

rapidement lors de processus physiologiques ou pathologiques nécessitant une réparation ou 
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un remodelage tissulaires. En cas de dérégulation, de nombreuses pathologies comme 

l’arthrite rhumatoïde, des ulcères, des cancers ou encore des fibroses, peuvent se développer 

suite à une dégradation ou une synthèse excessive de MEC 151. Ainsi, la synthèse des MMPs 

qui augmente avec l’âge peut provoquer une dégradation excessive des tissus, tels que les 

artères, au cours du vieillissement 139. Fréquemment, de fort taux de MMPs sont synonymes 

d’une évolution préjudiciable vers une pathologie comme par exemple une dégradation 

tissulaire accompagnant le développement d’ulcères chroniques, ou l’augmentation du 

pouvoir invasif d’un cancer en favorisant la dissémination des cellules malignes 152. 

Cependant, des études cliniques nuancent la relation entre la forte production de MMPs et le 

développement de pathologies. En effet, la diminution de l’activité des MMPs par l’emploi 

d’inhibiteurs pharmacologiques ne semble pas réduire la progression de l’arthrite, de la 

fibrose pulmonaire ou de certains cancers et peut même aller jusqu’à favoriser le 

développement de ces pathologies 153. Suite à ces résultats inattendus, le développement de 

nouveaux inhibiteurs synthétiques plus sélectifs est actuellement en cours 154. 

 

1.2 Structures et activation des métalloprotéinases matricielles 

 

1.2.1 Structures générale 

 

Plus d’une vingtaine de MMPs a été identifiée jusqu’à présent chez les vertébrés. Chez 

l’Homme, vingt-quatre gènes codent pour les MMPs, dont le gène de la MMP-23 qui présente 

une duplication. Les MMPs humaines sont donc au nombre de vingt-trois. Au moins huit 

gènes de MMPs ont été localisés sur le chromosome 11 humain (MMP-1, -3, -7, -8, -10, -12, -

13, -20), les autres gènes étant répartis parmi les chromosomes 1, 8, 12, 14, 16, 20 et 22 4.  

De nombreuses caractéristiques communes aux MMPs suggèrent qu’elles dérivent 

d’un ancêtre commun : ce sont toutes des endoprotéases à zinc (d’où le préfixe « métallo »), 

qui possèdent une forte homologie dans leur séquence protéique (de 40 à 80 %), ainsi que 

dans leurs structures. En effet, les MMPs possèdent au moins trois domaines structuraux en 

commun 155 : (1) un prédomaine avec une séquence contenant un peptide signal permettant 

leur adressage ; (2) un prodomaine les maintenant sous forme inactivée ; (3) un domaine 

catalytique avec un site catalytique renfermant un atome de zinc associé au site actif (fixant et 
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clivant les substrats spécifiques et où peuvent se lier des inhibiteurs) et un atome de calcium 

(nécessaire à leur stabilité et impliquant une activité calcium-dépendante) (Figure 3).  

 

 

 

 

Figure 3 : Structures générales des MMPs  

(d’après Fu et al. 2008 155).  

 

Les MMPs sont synthétisées sous forme de pré-proenzyme afin d’être guidées jusqu’à 

leur lieu d’action. Le peptide signal est clivé, dès que la MMP a atteint la localisation désirée.  

 

La plupart des MMPs possède aussi un quatrième domaine structural localisé en 

position C-terminale. Il présente généralement une chaîne polypeptidique hydrophobe 

homologue à l’hémopexine, et est fixé au domaine catalytique par une région charnière. Il est 

impliqué dans les interactions protéines-protéines et participe à la liaison entre les MMPs et 
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leurs substrats ou leurs inhibiteurs, ainsi qu’à leur localisation, leur internalisation et leur 

dégradation. Son rôle contribue donc aussi  à la modulation de l’activité des MMPs 156 

(Figure 3).  

 

Les MMPs sont classifiées selon leurs spécificités de substrats et de leurs 

caractéristiques structurales en cinq familles distinctes : collagénases, gélatinases, 

stromélysines, matrilysines et MMPs de type membranaire (MT-MMPs) 4, 155, 157, 158 (Tableau 

1 page 60). 

 

1.2.2 Mécanisme d’activation des métalloprotéinases matricielles 

 

Les métalloprotéinases matricielles sont généralement sécrétées dans l’espace 

extracellulaire sous une forme latente appelée proenzyme ou zymogène (pro-MMPs) par les 

cellules. Leur activation requiert le clivage par protéolyse du prodomaine maintenant la 

protéine dans un état inactif. Elle a lieu en général dans l’espace extracellulaire, mais peut 

aussi se faire au niveau de la surface cellulaire, ainsi que dans l’espace intracellulaire au 

niveau des membranes des organelles telles que l’appareil de Golgi 159.  

 

L’activation des MMPs peut être induite par des protéases (sérine protéases de type 

trypsine, plasmine…) 160 ou par le biais d’autres métalloprotéinases matricielles (MT-

MMPs…) qui rendent possible les processus ultérieurs de clivage. Comme dans toutes les 

cascades d'activation, la génération de l'enzyme active est finement régulée. La conformation 

de la forme zymogène est maintenue par une interaction entre un résidu cystéine du pro-

domaine et l’atome de zinc du site catalytique des MMPs. Après rupture de cette coordination, 

un changement de conformation se produit et l’atome de zinc devient accessible au substrat. 

L’activation de certaines pro-MMPs en MMPs fonctionnelles est achevée par une autolyse 

(par l’action d’autres MMPs). Ainsi, par exemple, l’activation de la pro-MMP-1 en MMP-1 

active requiert l’action de la MMP-3 158 et l’activation des MMPs -2 et -13 nécessite la 

participation de la MT1-MMP 161, 162 (Tableau 1). 
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Collagènes I, III, et composants de la 

membrane basale; active la pro-MMP-2 et 

la pro-MMP-13

MMP-14MT1-MMP

MMPs de type membranaire

Collagène III et IV, fibronectine, laminine, 

élastine; active les MMPs-1, -7, -8, -9 et -13

MMP-3Stromélysine-1

Stromélysines

Collagènes IV, gélatines, élastine et 

fibronectine

MMP-9Gélatinase B

Collagènes I et IV, gélatines, élastine et 

fibronectine ; active les MMPs-9 et -13
MMP-2Gélatinase A

Gélatinases

Collagènes I et IIIMMP-13Collagénase-3

Collagènes I, III, et composants de la 
membrane basale; active les MMPs-2 et -9

MMP-1Collagénase

interstitielle

Collagénases

Principaux substrats

et/ou fonction
Classification

Famille

et nom commun

Collagènes I, III et fibronectineMMP-8Collagénase-2

Collagènes I, III et IV, fibronectine, 

laminine, élastine

MMP-7Matrilysine-1

Matrilysines

Localisation 
chromosomique

14q11-q12

11q22.3

20q11.2-13.1

16q21

11q22.3

11q22.3

11q21

11q21-q22

Collagènes I, III, et composants de la 

membrane basale; active la pro-MMP-2 et 

la pro-MMP-13

MMP-14MT1-MMP

MMPs de type membranaire

Collagène III et IV, fibronectine, laminine, 

élastine; active les MMPs-1, -7, -8, -9 et -13

MMP-3Stromélysine-1

Stromélysines

Collagènes IV, gélatines, élastine et 

fibronectine

MMP-9Gélatinase B

Collagènes I et IV, gélatines, élastine et 

fibronectine ; active les MMPs-9 et -13
MMP-2Gélatinase A

Gélatinases

Collagènes I et IIIMMP-13Collagénase-3

Collagènes I, III, et composants de la 
membrane basale; active les MMPs-2 et -9

MMP-1Collagénase

interstitielle

Collagénases

Principaux substrats

et/ou fonction
Classification

Famille

et nom commun

Collagènes I, III et fibronectineMMP-8Collagénase-2

Collagènes I, III et IV, fibronectine, 

laminine, élastine

MMP-7Matrilysine-1

Matrilysines

Localisation 
chromosomique

14q11-q12

11q22.3

20q11.2-13.1

16q21

11q22.3

11q22.3

11q21

11q21-q22

1.3 Les métalloprotéinases matricielles dans le tissu myocardique 

 

Différentes MMPs ont été détectées dans le cœur et sont produites en faible quantité 

par les cellules composant le tissu myocardique adulte humain sain, où elles résident sous leur 

forme zymogène (Tableau 1). Elles sont principalement sécrétées par les cellules de type 

fibroblastique et par les cardiomyocytes. La plupart dégradent de multiples substrats comme 

les protéoglycanes.  

 

 

 

 

Tableau 1 : Métalloprotéinases identifiées dans le tissu myocardique 

(d’après Spinale, 2002 163). 

  

 

Les collagénases, MMP-1, -8 et -13, sont principalement responsables de la 

dégradation des fibres de collagène de la MEC et bien que la MMP-8 soit considérée comme 
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exclusivement sécrétée par les cellules inflammatoires périphériques, sa présence peut être 

due aux cellules présentes dans le cœur comme les mastocytes 163-165. La MMP-3 dégrade en 

particulier l’élastine et tous les composants de la membrane basale (comme le collagène de 

type IV, la fibronectine, la laminine…) 166. Le collagène dégradé par les MMPs génère des 

fragments qui vont servir de substrats à d’autres MMPs, comme les gélatinases MMP-2 ou 

MMP-9. La MMP-2 et la MMP-9 métabolisent aussi l’élastine et des composants de la 

membrane basale. La MMP-7 possède aussi de nombreux substrats comme les collagènes de 

type I, III et IV ainsi que la fibronectine 151, 167. Ce sont les MT-MMPs (dont la MT1-MMP) 

qui ont la plus forte activité protéolytique en dégradant entre autres tous les types de 

collagènes fibrillaires et tous les composants de la membrane basale 144 (Tableau 1). 

 

2 Modulation de l’activité des métalloprotéinases et remodelage matriciel 

 

La régulation de l’activité des MMPs est contrôlée à de multiples niveaux, tant 

intracellulaires qu’extracellulaires et reste l’objet de nombreuses études. Les principaux 

mécanismes de régulation de ces enzymes se font par la transcription des gènes, la post-

traduction des protéines, et l’inhibition par interaction avec des inhibiteurs endogène.  

 

2.1 Régulation transcriptionnelle 

 

2.1.1 Les différents types de promoteurs des MMPs 

 

Suite à une succession de stimuli d’origine biologique ou mécanique, une cascade 

d’évènement peut conduire à la synthèse de facteurs de transcription qui se fixent sur les 

régions promotrices des gènes codant pour les différents types de MMPs et induisent la 

production des ARN messager correspondants (Figure 4).  

 

Les deux principaux éléments de réponse localisés dans les promoteurs des gènes des 

MMPs sont l’activator protein-1 (AP-1) et le polyoma enhancer A binding protein-3 (PEA-3) 

qui interagissent avec la famille de protéines Fos-Jun et Ets 168. Les gènes de la MMP-2 et de 

la MT1-MMP diffèrent des autres car ils ne présentent ni les éléments de réponse précédents 
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ni la TATA box. Ceci a longtemps laissé supposer que ces enzymes étaient produites de 

manière constitutive, cependant divers stimuli, capables de faire varier leur production, ont 

mis en évidence l’existence de facteurs de transcription associés à leurs éléments de réponse 
169. Les enzymes MMP-1, MMP-7, MMP-13 et MT1-MMP ont au minimum un élément de 

réponse aux facteurs de croissance transformant (TGF), le TGF inhibitory element (TIE), qui 

interagit avec les facteurs de transcription de la famille des SMAD 170. D’autres FT, comme 

SP-1, se fixent sur les régions riches en GC des promoteurs de MMP-2, MMP-9 et MT1-

MMP 169. Le promoteur de la MMP-9 est le seul à avoir un site répondant au nuclear factor-

κB (NF-κB) 171. Cependant  MMP-1 et MMP-13 ont un site de réponse fonctionnel similaire à 

NF-κB 172. 

 

La répétition des éléments de réponse dans un même promoteur et l’intensité des 

stimuli provoquant la production ou la libération de facteurs de transcription, sont autant de 

paramètres qui influencent la production des transcrits codant pour les MMPs et qui peuvent 

avoir des répercussions sur les pathologies cardiaques. De plus, certains types cellulaires 

exprimant les MMPs peuvent avoir des réponses différentes et parfois contraires à des stimuli 

identiques 173. 
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C/EBP-, CCAAT enhancer-binding protein; TIE, transforming growth 
factor- inhibitory element; AP-1, activator protein-1; PEA-3, polyoma
enhancer A binding protein-3; OSE-2, osteoblastic cis-acting element; 
TATA, TATA box; AP-2, activator protein-2; Sil, silencer; GC, Sp-1 
binding site; NF-B, NF-B binding site; CCAAT, CCAAT box; SPRE, 
stromelysin-1 platelet-derived growth factor responsive element.

C/EBP-, CCAAT enhancer-binding protein; TIE, transforming growth 
factor- inhibitory element; AP-1, activator protein-1; PEA-3, polyoma
enhancer A binding protein-3; OSE-2, osteoblastic cis-acting element; 
TATA, TATA box; AP-2, activator protein-2; Sil, silencer; GC, Sp-1 
binding site; NF-B, NF-B binding site; CCAAT, CCAAT box; SPRE, 
stromelysin-1 platelet-derived growth factor responsive element.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Principaux éléments de réponse aux facteurs de transcription se fixant sur le 

promoteur des différents types de MMPs  

(d’après Spinale, 2007 4). 
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2.1.2 Principaux éléments régulateurs de la transcription 

 

De nombreuses molécules bioactives de type cytokines, hormones, facteurs de 

croissance ou encore des protéines matricellulaires modulent la production des MMPs, en 

activant les voies de signalisation autorisant leur transcription.  

 

Un grand nombre de cytokines sont impliquées dans le remodelage matriciel, parmi 

lesquelles, le tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) et l’IL-1-β 174. En se fixant sur leurs 

récepteurs, ces deux cytokines pro-inflammatoires provoquent une cascade de signalisation 

qui active principalement les voies AP-1 et NF-κB. Par exemple, IL-1-β  augmente la 

production des protéines MMP-2 et MMP-9 par les fibroblastes cardiaques chez le rat adulte, 

et cette augmentation est réduite par l’inhibition de la voie NF-κB 175. Elle entraine aussi une 

augmentation de MMP-1, qui est réduite par l’inhibition des voies MAPK/AP-1 et NF-κB 

dans des fibroblastes humains gingivaux 176. Le TNF-α induit une augmentation de MMP-13 

par les chondrocytes articulaires humains, qui inhibée en bloquant les voies d’AP-1 et de NF-

κB 177. De même, la surexpression de TNF-α dans le cœur de souris transgéniques entraine un 

remodelage myocardique progressif, avec une augmentation transitoire des MMPs 178. Dans 

une autre étude avec le même type de modèles transgéniques, cette surexpression entraine 

principalement l’augmentation de la production de MMP-9 associée à une cardiomyopathie ; 

en revanche, si elle est couplée à une inhibition de l’expression du gène NF-κB, le niveau de 

MMP-9 décroît et la fonction cardiaque s’améliore. Dans les fibroblastes cardiaques 

néonataux ou adultes de rats, le TNF-α comme l’IL-1-β augmente la production des MMPs et 

plus particulièrement des MMP-2 et -9, ce qui, associé à une diminution de la synthèse de 

collagène, suggère la contribution de ces deux cytokines dans la dilatation ventriculaire 179. 

 

Les médiateurs hormonaux comme la norépinéphrine, l’angiotensine II et 

l’endothéline-1 provoquent une vasoconstriction des artères et peuvent générer une 

hypertension artérielle, allant jusqu’à provoquer un remodelage myocardique, qui peut 

conduire au développement d’une insuffisance cardiaque 180-182. Ils sont donc susceptibles 

d’activer les voies de signalisation pouvant induire une activation de la transcription des 

MMPs qui contribue au remodelage tissulaire. La norépinéphrine est une neurohormone dont 
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l’augmentation est caractéristique de la progression d’une insuffisance cardiaque 180, 183. 

L’augmentation de sa synthèse a des répercussions sur la production d’autres molécules 

bioactives comme l’angiotensine II et l’endothéline-1, produites en partie par l’activation du 

système neurohormonal, et donc des effets indirects dans le cadre du remodelage 

myocardique et de l’insuffisance cardiaque. La norépinéphrine augmente la transcription de 

MMP-2 dans le cœur de rat 184 et agit indirectement sur la transcription des MMPs par la voie 

des récepteurs β- et α-adrénergiques 185. L’angiotensine II stimule les voies de signalisation 

Janus kinase-signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT), qui activent les 

facteurs de transcription AP-1, STAT et NF-κB 186, 187. Dans les cardiomyocytes néonataux de 

rats, l’angiotensine II augmente la transcription de MMP-9 188 et l’emploi d’antagonistes de 

ces récepteurs inhibe l’induction de MMP-2 et MT1-MMP due à des contraintes d’étirement 
187. Cependant, l’existence de rétrocontrôles ou des interférences entre voies de signalisation 

peut inverser ou rendre transitoire les effets de ce médiateur : ainsi les fibroblastes cardiaques 

de rat traités par l’angiotensine II voient leur production de MMP-1 diminuer alors que le 

collagène de type I augmente 189. L’endothéline-1 stimule les voies des différents isotypes de 

PKC qui activent des facteurs de transcription de type NF-κB ou Ets 181, 190. Elle augmente 

l’expression des protéines MMP-1 par les cellules de l’endothélium vasculaire de chat et 

MT1-MMP par les cardiomyocytes de porc 190, 191. De plus, son inhibition par le blocage de 

ses récepteurs réduit l’activation des MMPs et la dilatation du ventricule gauche post-IM chez 

la souris 192, ce qui suggère que l’endothéline-1 contribue à la progression du remodelage 

ventriculaire après IM.  

 

Parmi les facteurs de croissance, le plus étudié est un membre de la superfamille du 

TGF, le TGF-β. Il stimule les voies de signalisation des SMAD qui peuvent se fixer sur des 

régions promotrices comme TIE, AP-1 193. Le TGF-β est impliqué via la voie des SMAD dans 

l’hypertrophie des cardiomyocytes et la synthèse de la MEC par les myofibroblastes humains 

après IM 194. Ce facteur de croissance connu pour ses propriétés profibrotiques est supposé 

favoriser la croissance de la MEC et réduire sa dégradation. Ainsi, il inhibe la production de 

MMP-1 via AP-1 dans  des lignées de fibroblastes murins et humains 170, 195, 196. Cependant, il 

induit la production de MMP-13 dans des lignées de fibroblastes humains 195, et associé au 

TNF-α, il induit la production de MMP-9 via un élément de réponse TIE  dans des 

fibroblastes dermiques humains 197. Le TGF-β peut donc à la fois activer ou réprimer la 
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synthèse de certains types de MMPs. Ce double effet peut être caractéristique d’un 

rétrocontrôle ou de l’activation de voies de signalisation croisées 198. 

 

Les protéines matricellulaires sont des protéines impliquées dans les interactions 

cellules-matrices. Elles sont aussi appelées facteurs matricellulaires. Ces facteurs peuvent se 

comporter comme des cytokines ou des molécules d’adhésion se complexant avec la 

membrane cellulaire et induire localement des stimuli physiques ou chimiques en cas de stress, 

par exemple, pendant le remodelage tissulaire ou un IM 199, 200. Ces protéines sont peu 

présentes en conditions physiologiques normales, à part lors de l’embryogenèse. En revanche, 

leur expression est augmentée en conditions pathologiques. Les protéines matricellulaires les 

plus décrites dans les pathologies cardiaques sont la thrombospondine-2 (TSP-2) et 

l’ostéopontine (OPN) 201, 202. L’OPN peut moduler la transcription des MMPs via les éléments 

de réponse de NF-κB 203, 204 et la TSP-2 par la voie d’AP-1 205, 206. L’OPN peut inhiber 

l’activité des MMPs-2 et -9 induite par l’IL-1β dans les fibroblastes cardiaques de rat adulte 
207. En revanche, elle induit l’activation de ces mêmes MMPs via NF-κB, ainsi que 

l’expression de MT1-MMP, dans des lignées de mélanome de souris 208, 209. Les fibroblastes 

de souris déficientes en TSP-2 perdent leurs propriétés d’adhérence et montrent une 

augmentation du taux de MMP-2 210. Il en est de même pour les souris déficientes cardiaques 

en TSP-2, qui voient les formes zymogènes des MMPs-2 et -9 augmenter 202. Les modèles 

d’hypertrophie cardiaque de souris déficientes en OPN montrent une diminution de 

l’hypertrophie et de l’accumulation matricielle 211-213. TSP-2 est impliquée dans la transition 

de l’hypertrophie à la rupture cardiaque chez le rat hypertendu 202. De plus, la souris 

déficiente en TSP-2 présente une composition et une structure matricielles anormales 210. 

 

2.2 Régulation post-traductionnelle 

 

Après avoir subi les étapes de transcription des gènes et de post-transcription des 

ARNm, les MMPs sont traduites sous la forme de proenzymes.  Après l’étape de traduction, 

ces formes zymogènes peuvent subir des transformations appelées modifications post-

traductionnelles, telles que l’O-glycosylation, et qui ont généralement lieu dans l’appareil de 

Golgi. 
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Les formes zymogènes des MMPs peuvent subir des modifications post-

traductionnelles suite à un stress oxydant, comme par exemple une activité excessive 

d’enzymes entrainant la surproduction d’espèces réactives de l’oxygène, qui peut conduire à 

l’activation des MMPs 214-216. La myéloperoxydase est une enzyme avec une activité de 

peroxydase associée à  une activité de chloration, utilisant le peroxyde d’hydrogène et les ions 

chlorures pour former l’acide hypochloreux. Elle peut activer la MMP-7 dans les 

macrophages humains des lésions athérosclérotiques 217. Le peroxynitrite quant à lui est 

impliqué dans les dommages cardiaques causés par l’ischémie-reperfusion et par les cytokines 

pro-inflammatoires.  Il induit le relarguage et l’activation de la MMP-2 dans la circulation du 

cœur perfusé de rat, indiquant que les dommages cardiaques provoqués sont en relation avec 

l’activation de la MMP-2 214. Les effets des produits du stress oxydant sur l’activation des 

MMPs sont cependant à nuancer : en effet, les enzymes utilisées pour induire le stress 

oxydant pouvent être contaminées et contenir des agents activateurs des MMPs ayant une 

activité protéolytique 218.  

 

Les MMPs membranaires comme MT1-MMP ont une activité protéolytique 

uniquement après insertion dans la membrane cellulaire. Les évènements de la post-traduction 

sont donc essentiels pour produire une enzyme fonctionnelle. De plus, tous les domaines 

constituant la MT1-MMP sont indispensables pour qu’elle soit pleinement opérationnelle et la 

moindre modification peut affecter sa circulation intracellulaire ou son activité 219-221. 

L’ischémie myocardique et la reperfusion chez le porc entrainent toutes deux une 

augmentation de l’activité de la MT1-MMP associée à une augmentation de la circulation de 

la protéine vers la membrane cellulaire 222. Les étapes de circulation intracellulaire de la MT1-

MMP sont essentiellement régulées par des protéines de type furine qui reconnaissent son 

prodomaine et permettent sa maturation, lui donnant ainsi sa longueur finale 219. Ces enzymes 

sont donc nécessaires à l’activation de MT1-MMP, qui peut alors à son tour activer la MMP-2 
223. L’O-glycosylation est une des modifications post-traductionnelles principales de MT1-

MMP.  Elle joue sur la stabilité de la protéine par réduction de sa taille en provoquant une 

autocatalyse pouvant aller jusqu’à son inactivation 224. Enfin, une fois à la surface des cellules, 

MT1-MMP peut aussi être endocytée et placée dans des vésicules de réserve à l’intérieur de la 

cellule 221. Cette MMP étant fortement exprimé apès IM, l’étude de la régulation de ses 

mécanismes post-traductionnels s’avère indispensable pour une meilleure compréhension du 

remodelage myocardique 225. 
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2.3 Les inhibiteurs des métalloprotéinases matricielles 

 

En plus de leur homologie structurale, les différentes métalloprotéinases matricielles 

présentent d’autres caractéristiques communes : elles peuvent être inhibées par des agents 

chélateurs (type EDTA), ainsi que des inhibiteurs endogènes.  

 

2.3.1 Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases 

 

Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs) sont les principaux 

inhibiteurs de MMPs. Ce sont des protéines de faible poids moléculaire, qui inactivent les 

métalloprotéinases matricielles en se fixant sur leur site actif et en les empêchant de se lier à 

leur substrat 157. Le complexe MMP/TIMP est stable et irréversible. L’activité des TIMP-1 

influence directement celle lié à l’activité des MMPs et donc le processus de remodelage 

myocardique 4.  

 

Les inhibiteurs TIMPs sont constitués de quatre membres (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 

et TIMP-4). Ils sont tous exprimés dans le tissu cardiaque humain en conditions 

physiologiques normales et sont synthétisés par les mêmes cellules qui synthétisent les MMPs. 

TIMP-4 est peu présent dans l’ensemble des tissus, cependant, c’est la forme de TIMPs la 

plus exprimée dans le tissu cardiaque et la dernière à avoir été identifiée 226. 

 

La fixation des MMPs par les TIMPs se fait avec un ratio moléculaire 

stœchiométrique de 1 :1 158. En raison de la faible homologie de séquences entre les TIMPs, 

des différences d’affinité existent pour un type de MMP donné, tel que MT1-MMP qui est 

fixée avec une affinité moindre par TIMP-1 227. TIMP-3 est le seul TIMP pouvant directement 

se lier aux protéines de la MEC 228-230.  

 

Comme pour les MMPs, les promoteurs des TIMPs possèdent de nombreux éléments 

de réponse aux facteurs de transcription tels que AP-1, AP-2, PEA-3, Sp1 et Ets 172. Le 

promoteur de TIMP-2 possède une succession de motifs Sp-1 et AP-2, ainsi qu’une séquence 

similaire à la TATA box 231. Celui de TIMP-3 possède également plusieurs motifs Sp-1, mais 

pas de TATA box 232. Chez la souris, le promoteur de TIMP-4 contient un site de fixation 
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GATA et un élément de réponse unique dans l’initiation de la transcription 233. Cependant, les 

motifs des promoteurs impliqués divergent complètement de ceux des MMPs, ce qui implique 

des différences d’activation en fonction des stimuli entre les TIMPs et les MMPs, mais aussi 

entre TIMPs 231. Ainsi une stimulation de cellules mésangiales de rat par du TGF-β entraine 

une réduction de la transcription de MMP-2 mais une augmentation de celle de TIMP-1 234, ce 

qui laisse supposer un effet opposé de ce facteur de croissance sur la régulation MMP/TIMP. 

Cependant, il a aussi été démontré qu’il pouvait entrainer une induction de MMPs 195, 197. Les 

effets du TGF-β sur la transcription MMP/TIMP dépendent donc de la concentration, du 

temps, du tissu, et de l’espèce étudiée.  

 

TIMP-1 inhibe pratiquement toutes les MMPs sauf MMP-2 et MT1-MMP. De même, 

TIMP-2 inhibe presque toutes les MMPs sauf la MMP-9. TIMP-3 se fixe sur les MMPs -1, -2, 

-3 et -9. TIMP-4 inhibe l’activité des MMPs -1, -2,-3, -7 et -9 3, 151, 160, 229, 235-237. L’activité des 

TIMPs ne se résume pourtant pas uniquement à leurs propriétés inhibitrices. En effet, ils 

peuvent également se lier aux formes zymogènes des MMPs au niveau de sites autres que le 

site catalytique. Ainsi, TIMP-2 se fixe à la pro-MMP-2 et ce complexe se lie à MT1-MMP, ce 

qui peut alors activer la MMP-2. Cependant, un excès de TIMP-2 peut tout de même inhiber 

MT1-MMP 155. De plus, les TIMPs sont aussi impliqués dans des phénomènes tels que 

l’apoptose, la différenciation ou le cycle cellulaire. TIMP-1 et -2 peuvent ainsi induire la 

croissance cellulaire dans des lignées d’ostéosarcome humain 238, alors que l’induction par 

transfection d’un phénotype cancéreux dans des fibroblastes cardiaques est inhibée par TIMP-

4, provoquant ainsi l’apoptose 239. De même, TIMP-3 active l’apoptose dans les cellules 

musculaires lisses de rat, alors que TIMP-1 l’inhibe dans des lymphocytes B 240, 241. Une étude 

sur des fibroblastes cardiaques de souris surexprimant les différentes formes de TIMPs 

montre une différenciation des cellules vers un phénotype myofibroblastique quelque soit le 

TIMP surexprimé 242. Tout ce panel d’activités opéré par les TIMPs est indépendant des 

MMPs et susceptible de participer au remodelage myocardique. 

 

2.3.2 D’autres inhibiteurs naturels des MMPs 

 

Il existe également d’autres types d’inhibiteurs endogènes de MMPs. Parmi eux, la 

glycoprotéine α2-macroglobuline est un inhibiteur à large spectre piégeant les protéases du 
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plasma quelque soit leur classe (trypsine, sérine protéase, plasmine…). Les protéases sont 

ainsi séquestrées à l’intérieur de l’α2-macroglobuline qui les emprisonne en changeant de 

conformation. Le complexe formé est alors endocyté par les macrophages, puis éliminé. 

L’activité des MMPs dans le plasma est donc principalement régulée par l’α2-macroglobuline 
243. De même, les inhibiteurs membranaires tels que RECK (pour reversion-inducing-

cysteine-rich protein with Kazal motifs) empêchent l’activation des pro-MMPs -2, -9 et -14 244. 

 

3 La balance MMPs/TIMPs dans le remodelage matriciel 

 

De nombreuses études chez l’Homme 77, 245, 246 et dans des modèles animaux 144, 247, 248 

ont montré une augmentation de l’expression et de l’activité des MMPs immédiatement après 

l’infarctus ou pendant le processus de remodelage post-IM. Ce phénomène est à mettre en 

parallèle avec une diminution de l’expression des TIMPs, conduisant à une augmentation du 

ratio MMPs/TIMPs. Suite à ces observations, de nouvelles investigations ont été menées afin 

de définir le rôle des MMPs dans le remodelage matriciel post-IM, en particulier au niveau du 

ventricule gauche, notamment grâce à l’emploi d’inhibiteurs synthétiques de MMPs et de 

modèles animaux dont les souris transgéniques.  

 

L’utilisation de souris knock-out pour différentes formes de MMPs et de TIMPs a 

permis de mettre en évidence l’importance de la régulation de l’expression et de l’activité des 

MMPs suite à un infarctus du myocarde. Dans des conditions physiologiques, les souris 

déficientes en MT1-MMP ont de sévères problèmes de croissance induisant l’apparition de 

nanisme et de malformations tissulaires majeures 249, 250. Les souris déficientes en MMP-3 

présentent des troubles de la prolifération cellulaire et de la réponse inflammatoire et 

développent des problèmes de cicatrisation avec augmentation de la taille de la cicatrice en 

cas de dommage myocardique 251, 252. Les modèles de souris knock-out pour TIMP-3 

développent une dilatation spontanée du ventricule gauche qui augmente avec l’âge, 

accompagnée d'une dysfonction cardiaque 253. Suite à l’induction d’un infarctus du myocarde, 

les souris n’exprimant pas MMP-7 voient leur taux de survie s’améliorer même si la taille de 

la zone infarcie est similaire à celle des souris contrôles 254. La suppression de TIMP-1 

entraine une importante augmentation de la dilatation du ventricule gauche avec perte 

matricielle accompagnée d’une dysfonction systolique sévère 255, 256. La déficience en MMP-2 

réduit la dilatation du ventricule gauche consécutive à un IM 257. La délétion ciblée des 
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différentes formes de MMPs et de leurs inhibiteurs endogènes montre l’importance du 

maintien de la balance MMPs/TIMPs dans le remodelage myocardique post-IM. Un équilibre 

entre la synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire myocardique permet la 

conservation d’un phénotype cardiaque sain. 

 

Le remodelage myocardique après infarctus conduit à une dilatation progressive du 

ventricule gauche, pouvant mener au développement d’une insuffisance cardiaque 2. Chez 

l’animal, cette dilatation peut être atténuée grâce à l’utilisation d’inhibiteurs de MMPs 

sélectifs 258-260 ou à plus large spectre 247, 261, 262, allant même jusqu’à diminuer la taille de la 

zone infarcie. Ces études montrent que la modulation de l’activité des MMPs peut être une 

cible thérapeutique potentielle dans l’amélioration du remodelage myocardique. Cependant, 

un traitement prolongé peut entrainer des effets délétères pouvant causer la mort de l’animal 
263. De même, les prémices d’essais cliniques réalisés chez des patients souffrant d’infarctus 

du myocarde et traités avec un inhibiteur à large spectre ne montrent pas de réduction de la 

dilatation du ventricule gauche 264. En dépit des résultats satisfaisants sur les animaux, 

l’évaluation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques des MMPs est donc recommandée 

dans l’optique d’un traitement chez l’Homme. En effet, les nombreux types de MMPs, ainsi 

que la fenêtre à la fois spatiale et temporelle du traitement sont autant de paramètres à 

améliorer en vue d’une éventuelle thérapie par les inhibiteurs de MMPs 165, 265. 

 

4 La MMP-9 : un rôle prépondérant dans le cœur 

 

La métalloprotéinase matricielle-9, également appelée gélatinase B, est sécrétée dans 

l’espace extracellulaire sous une forme zymogène par les polynucléaires neutrophiles, les 

monocytes/macrophages, les (myo)fibroblastes, les myocytes et les cellules endothéliales. Son 

principal substrat est la gélatine B (forme de collagène dénaturé). La forme latente de la 

MMP-9 (92 kDa) est secrétée dans l’espace extracellulaire et requiert une activation par 

protéolyse d’un fragment de 10 kDa à l’extrémité N-terminale de la proenzyme.  

 

L’expression et l’activité des MMPs, en particulier de la MMP-9, augmentent en cas 

de dommages myocardiques liés à un infarctus. Nous avons démontré que la surproduction de 

MMP-9 est un facteur de risque cardiovasculaire et un biomarqueur du remodelage du 

ventricule gauche et de l’insuffisance cardiaque après infarctus du myocarde 8. Ces 
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observations ont également été validées par d’autres groupes 5-7. Ainsi, parmi les différentes 

métalloprotéinases matricielles exprimées dans le cœur (Tableau 1), la MMP-9 se révèle 

avoir un rôle prépondérant dans le remodelage myocardique post-IM. 

 

La fonction de la MMP-9 dans le remodelage myocardique a été étudiée grâce à des 

modèles de souris transgéniques. Dans des conditions basales, les souris knock-out pour la 

MMP-9 présentent une augmentation de l’expression des MMPs -3 et -13 dans les ventricules, 

probablement due à des mécanismes compensatoires 266. Après un infarctus du myocarde, les 

modèles de souris déficientes pour MMP-9 montrent une diminution de la dilatation du 

ventricule gauche et du remodelage myocardique délétère. De plus, le processus de 

cicatrisation au niveau de la zone infarcie semble ralenti et est associé à une diminution du 

nombre de macrophages dans l’infiltrat tissulaire. En parallèle, la vasculogenèse et de la 

perfusion augmentent 150, 254. Ces donnés montrent que la MMP-9 favorise la migration des 

cellules inflammatoires du tissu myocardique et qu’elle est impliquée dans des processus qui 

limitent la vasculogenèse et favorisent un remodelage délétère post-IM. D’autres études 

présentent un ralentissement de la cicatrisation avec réduction de l’infiltrat leucocytaire et 

diminution de l’activité protéolytique de la MMP-9 au sein de la lésion tissulaire après IM 267.  

 

L’effet de la déficience en MMP-9 reste cependant encore à préciser car il reste à 

établir s’il provient de l’inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire ou d’autres 

cascades d’activation qui limitent la réaction inflammatoire des leucocytes. De plus, ces 

expériences sur des souris knock-out ne signifient pas forcément que l’inhibition de la MMP-

9 permet une amélioration du remodelage du ventricule gauche, même si sa dilatation peut 

être limitée.  

 

De récentes études chez des patients rapportent un effet bénéfique de l’inhibition de la 

MMP-9 dans la phase précoce post-infarctus 165, mais pas pendant la phase de remodelage 263. 

La MMP-9 fait donc partie des cibles thérapeutiques potentielles dans la prévention et/ou le 

traitement de l’insuffisance cardiaque, tout en faisant intervenir la notion de fenêtre spatiale et 

temporelle dans l’approche thérapeutique. 

 

 



 73 

5 Synthèse 

 

Les MMPs sont une famille de protéases à zinc impliquées essentiellement dans le 

remodelage matriciel des tissus. L’activité des MMPs est négligeable en conditions 

physiologiques basales, cependant elle peut augmenter en fonction de leur niveau 

d’expression. La régulation des MMPs se fait principalement au niveau de la transcription des 

gènes, de la post-traduction des protéines et de l’action d’inhibiteurs endogènes, 

majoritairement les TIMPs.  

 

En cas de stress, la surexpression des MMPs induite par différents médiateurs 

(cytokines, facteurs de croissance…) peut entraîner un déséquilibre de la balance 

MMPs/TIMPs en faveur des MMPs dans le développement de pathologies. Il n’y a alors plus 

d’équilibre entre la synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire, ceci au profit de la 

dégradation. Cette rupture d’équilibre peut provoquer des lésions tissulaires et entrainer une 

perte des caractéristiques initiales des tissus telles que les propriétés mécaniques.  

 

Parmi toutes les MMPs, la MMP-9 semble avoir un rôle clef dans le remodelage 

myocardique après infarctus, et de nombreuses études démontrent que c’est un biomarqueur 

du remodelage et que sa surproduction est un facteur de risque cardiovasculaire. La fréquence 

de l’insuffisance cardiaque augmente dans la population, ce qui justifie le développement de 

nouvelles approches thérapeutiques. Son aggravation est liée au processus de remodelage 

myocardique qui intervient dans son évolution. L’étude du remodelage et de ses mécanismes 

est donc fondamentale dans le développement de nouveaux traitements, permettant ainsi 

l’identification précoce des patients à risque et l’adaptation de la prise en charge thérapeutique 

à l’échelle de la population. 
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CHAPITRE III : 

LE PROCESSUS DE REMODELAGE MYOCARDIQUE 

APRES INFARCTUS DU MYOCARDE 

 

 

 

1 Le remodelage myocardique post infarctus 

 

Le processus de remodelage du cœur est initié suite à une maladie cardiaque (infarctus 

du myocarde, cardiopathies indéterminées). Sa progression peut être modulée par la 

participation de facteurs environnementaux ou génétiques. Dès le début des années 80, ce 

processus a particulièrement été décrit au niveau du ventricule gauche après un infarctus du 

myocarde chez le rat 268 ou chez l’humain 269, et la reconnaissance de l’importance de son 

traitement dans les stades précoces post-infarctus prend son essor au début des années 90 270. 

La physiopathologie de l’insuffisance cardiaque est due à la plus ou moins longue 

transformation du cœur à cause d’un remodelage délétère, essentiellement au niveau du 

ventricule gauche, quelle que soit son étiologie.  

 

L’origine du remodelage myocardique est un stress biomécanique causé par une 

surcharge mécanique systolique et/ou diastolique excessive sur le muscle cardiaque, souvent 

après un infarctus du myocarde, couplée à l’activation de certains systèmes neurohormonaux 

tels que le système rénine angiotensine aldostérone 271. L’apparition d’anomalies structurales 

et la vitesse d’évolution du remodelage cardiaque dépendent de la durée de ce stress. 

 

Les premières observations du phénomène de remodelage ont été d’ordre anatomique 

puis histologique. Le remodelage myocardique précoce suit l’occlusion coronarienne et son 

étendue dépend de l’étendue de la zone nécrosée en cas d’IM. Il s’accompagne d’une 

augmentation du volume du cœur 272, avec amincissement des parois du ventricule gauche. Au 

niveau du myocarde, le phénomène de remodelage se traduit par un changement de la 

vascularisation accompagné de changements constitutionnels de la matrice extracellulaire et 

phénotypiques des cellules (anomalies des flux calciques, modifications des protéines du 
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sarcomère et du cytosquelette, production anormale de facteurs de croissance et de 

cytokines…). 

 

La progression du remodelage est incontestablement la conséquence de modifications 

de l’expression de nombreux gènes 273, 274 au sein des cellules composant le tissu myocardique. 

Ce sont essentiellement les gènes impliqués dans l’hypertrophie des cardiomyocytes dont 

l’expression augmente, cependant la réexpression de gènes transcrits uniquement pendant la 

période de vie fœtale est aussi observée 275. Parmi ces variations d’expression génique, 

certaines favorisent une adaptation de la cellule à son nouvel environnement avec synthèse 

d’autres iso-formes de myosine 276 ; d’autres sont préjudiciables comme les perturbations de 

l’homéostasie calcique qui entrainent des troubles du rythme cardiaque 277. De plus, de 

nombreuses voies de transduction du signal activées par un stress biomécanique sont à 

l’origine du développement de l’insuffisance cardiaque 278. L’utilisation de souris 

transgéniques réprimant ou surexprimant une de ces voies de signalisation spécifique est un 

modèle de choix pour mettre en exergue le lien entre stress biomécanique et remodelage 

myocardique 279. Différentes voies de signalisation ont pu ainsi être répertoriées comme 

bénéfiques (voies de la protéine kinase Cε 280, 281) ou délétères (voies de la protéine kinase A 
282 et de la protéine kinase Cβ 283) dans l’évolution de l’insuffisance cardiaque. 

 

Ainsi, selon les mécanismes impliqués, le remodelage myocardique peut s’avérer 

adaptatif ou maladaptatif. Adaptatif, s’il contribue à restituer la fonction cardiaque perdue, 

ainsi qu’un débit sanguin suffisant pour les besoins de l’organisme. Maladaptatif, s’il conduit 

au développement d’une insuffisance cardiaque. L’identification de ces mécanismes s’avère 

donc être une cible potentielle dans le développement de traitements pour améliorer la 

fonction cardiaque. Il existe néanmoins un stade intermédiaire où les mécanismes bénéfiques 

et délétères coexistent : c’est le phénomène d’hypertrophie de compensation. La rupture de 

cet équilibre, au profit des mécanismes délétères, entraîne une évolution de la maladie vers 

une décompensation, ce qui induit l’apparition d’une insuffisance cardiaque symptomatique 2, 

284. Le tissu cicatriciel qui remplace la zone infarcie nécrosée après sa détersion, présente une 

fibrose matricielle et perd alors ses propriétés contractiles à cause de la rigidité due à la 

substitution progressive des cardiomyocytes par des fibroblastes. Les zones non infarcies 

associées à la fibrose voient les propriétés mécaniques de leur cardiomyocytes être altérées 

car ils subissent le phénomène d’hypertrophie de compensation, afin de limiter la dilatation 

cardiaque 285. 
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2 Composition du tissu myocardique : cellules et matrice extracellulaire 

 

Afin de maintenir son intégrité structurale, sa survie et sa régulation, chaque tissu 

requiert un environnement extracellulaire spécifique à ses besoins. Cet environnement est 

l’équivalent d’un tissu de remplissage ou tissu conjonctif qui forme un réseau fibrillaire de 

macromolécules organisées en une structure tridimensionnelle et qui contribue au maintien de 

l’architecture et de l’intégrité du tissu. Il est communément appelé matrice extracellulaire 

(MEC) 140, 143, 286. La matrice extracellulaire est essentiellement composée d’eau, de 

glycoprotéines (collagènes, fibronectines…), de protéoglycanes (PGs) et d’acide hyaluronique 
287-289. La distribution de ces constituants lui confère ses propriétés biomécaniques et permet 

la diffusion de diverses molécules comme des nutriments ou des médiateurs solubles. Les 

cellules caractéristiques du tissu peuvent être complètement bordées par la MEC ou n’être 

qu’en contact partiel avec elle. Ce contact offre un support et des signaux de régulation aux 

cellules 290. 

 

La composante structurale principale de la plupart des MEC de mammifères est une 

famille de glycoprotéines : les collagènes. La majorité des isoformes de collagènes sont 

produites suite à une série de modifications post-traductionnelles et de réactions 

d’assemblage : la fibrille, puis la fibre de collagène sont produites. Les réseaux de collagène 

confèrent une résistance mécanique à la déformation et participent à l’adhésion des cellules à 

la matrice, ainsi qu’à la migration cellulaire 167. Les collagènes interviennent dans la 

réparation tissulaire en cas de dommages, en participant à l’agrégation plaquettaire. La 

dégradation des fibres de collagènes de la MEC est provoquée par des protéases de type 

collagénase ou gélatinase 164. Le collagène dénaturé peut se fixer sur des récepteurs 

membranaires spécifiques de la famille des intégrines. Il les active, leur permettant ainsi de 

véhiculer la transduction du signal de dommage cellulaire 286, 289. 

 

Une autre famille de glycoprotéines solubles constitue la matrice extracellulaire : les 

fibronectines 291, 292. Présentes sous forme de dimères, elles sont impliquées dans le 

phénomène d’adhésion cellule/MEC. En plus de se lier aux intégrines grâce à leur motif RGD 

(arginine-glycine-acide aspartique), elles possèdent des domaines de liaison spécifiques des 

composants de la matrice extracellulaire comme les collagènes et les protéoglycanes (de type 
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héparanes sulfates), permettant leur intégration matricielle, ainsi que des domaines de liaison 

à la fibrine, jouant un rôle majeur dans la réparation tissulaire. La présence de fibronectine 

dans un caillot de fibrine facilite la migration des cellules dans ce même caillot ; sa liaison 

aux héparanes sulfates (HSs) facilite leur intégration matricielle et améliore l’adhésion 

cellulaire via les HSs membranaires 293. 

 

Incorporés à la membrane cellulaire ou associés à la matrice, les protéoglycanes 

forment une famille de protéines couplées à une famille de polysaccharides, les 

glycosaminoglycanes (GAGs). Ils sont présents dans tous les tissus et à la surface de la 

plupart des cellules. Certains types comme les HSs sont ubiquitaires, alors que d’autres ne 

sont présents que dans un type tissulaire tel que l’agrécane dans le cartilage 288, 294. Les 

propriétés des PGs dépendent des groupements carboxyles ou sulfates des GAGs qui leur sont 

associés. Ainsi l’acide hyaluronique (HA), qui est un des composants majeurs de la matrice 

extracellulaire, n’est pas sulfaté, alors qu’un HS peut être sulfaté au maximum trois fois. Cette 

diversité dans le degré de sulfatation est tissu spécifique ou dépend du processus biologique. 

Les glycosaminoglycanes existent sous forme liée à une protéine centrale grâce à une sérine et 

un court polysaccharide de liaison, sauf dans le cas de l’HA. Des protéoglycanes comme les 

HSs jouent un rôle dans la régulation des facteurs de croissance qu’ils peuvent lier via leur 

glycosaminoglycanes. Cette liaison limite la dégradation de ces médiateurs et permet la 

formation de « réservoirs » de facteurs de croissance dans la matrice extracellulaire. De plus, 

des gradients de concentration en facteurs de croissance peuvent se créer en fonction de la 

composition en glycosaminoglycanes des PGs. Les héparanes sulfates associés à la membrane 

jouent des rôles importants d’adhésion pour les cellules par le biais de sites de liaisons 

présents sur les fibronectines, mais aussi sur les collagènes (comme ceux de type I et III). Au 

niveau mécanique, les protéoglycanes augmentent la résistance aux forces de compression des 

tissus en augmentant leur volume par l’attraction de nombreuses molécules d’eau grâce à la 

charge négative de leurs GAGs 295, 296. 

 

Le tissu myocardique n’est pas formé uniquement de cardiomyocytes. En effet, chez 

l’Homme ou chez des mammifères comme le chien, le cheval ou le rat, les cardiomyocytes 

constituent seulement 25 % de la population cellulaire, même s’ils représentent 75 % de son 

volume 297 et 90 % de sa masse 298. Les 75 % de cellules restantes sont qualifiées de « non 

myocytes », elles sont principalement composées de fibroblastes, ainsi que de cellules 

formant des capillaires et des vaisseaux sanguins. L’équilibre entre la synthèse et la 
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dégradation de la matrice extracellulaire myocardique est principalement assuré par les 

fibroblastes 290. Cependant, lors d’un stress cellulaire (tel qu’un infarctus du myocarde) avec 

destruction de la matrice, les fibroblastes possèdent la capacité de se différencier en 

myofibroblastes (avec réorganisation de la distribution de microfilaments d'actine de type 

musculaire au niveau du cytosquelette), capables de participer plus activement à 

l’homéostasie de la MEC 298. 

 

 

 

 

Figure 5 : Modèle d’interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire dans le cœur 

(d’après Banerjee et al., 2006 290). 

 

 

Chaque tissu possède une matrice extracellulaire qui lui est propre : la matrice 

myocardique est composée principalement de fibres de collagènes 289 de type I (85 %) et III 

(11 %), d’élastine, de fibronectine et de laminine 299. Le collagène de type I apporte une 

résistance à la rupture et limite ainsi l’étirement et la déformation tissulaire. Le collagène de 

type III et l’élastine lui confèrent ses propriétés de résilience. Outre les cardiomyocytes et les 

fibroblastes, la MEC contient une faible proportion de cellules endothéliales et de cellules 

musculaires lisses (Figure 5). En fonction de la réponse du système immunitaire, elle peut 
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aussi être colonisée par des acteurs de type polynucléaires neutrophiles ou monocytes-

macrophages. 

 

3 Vagues cellulaires après infarctus du myocarde : les différentes phases conduisant au 

remodelage myocardique et à l’insuffisance cardiaque 

 

Après IM, le remodelage provoque de nombreuses modifications au niveau de 

l’architecture du ventricule gauche et implique à la fois les zones de tissu myocardique 

infarcies et non infarcies. Le remodelage du ventricule gauche détermine la capacité 

myocardique, ainsi que la fonction résiduelle du ventricule gauche 270. C’est un processus 

pouvant évoluer sur plusieurs mois ou plusieurs années. A court terme, les molécules 

endogènes sécrétées post-IM activent les réponses cellulaires et physiologiques. Si le 

remodelage est aigu, il peut provoquer une insuffisance cardiaque avec arythmie pouvant aller 

jusqu’à la rupture 268, 300. A plus long terme, le remodelage mène à la dilatation du ventricule 

gauche et entraine une augmentation de la surcharge mécanique avec une diminution de la 

réserve cardiaque suivi du développement d’une IC 1, 301. 

 

Toute lésion tissulaire, quelle que soit sa source (ici une ischémie prolongée entraînant 

l’apparition d’une zone infarcie dans le tissu myocardique) provoque une cascade de réponses 

conduisant à la formation d’un tissu de réparation et potentiellement à la cicatrisation de la 

blessure. De nombreux processus potentiellement dynamiques impliquant les composants du 

myocarde (cellules, matrice extracellulaire…), des médiateurs solubles (cytokines, facteurs de 

croissance…), ainsi que des cellules d’origine sanguine et mésenchymateuse, sont nécessaires 

à ce phénomène de réparation tissulaire 300, 302. 

 

La réparation cardiaque post-IM est un processus hautement complexe qui implique 

des phases pouvant se superposer incluant l’inflammation, la formation d’un nouveau tissu et 

le remodelage de ce tissu 301, 303. De nombreuses disparités dans l’expression et l’activité des 

MMPs et des TIMPs sont observées après IM selon les espèces 4, 144, 304. Différents modèles 

animaux d’IM ont permis de mettre en évidence l’existence d’une fenêtre à la fois spatiale et 

temporelle dans le processus de remodelage myocardique, accompagnée de variation de la 

balance MMPs/TIMPs. Ce processus permet de distinguer trois phases 265 (Figure 6) : 
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(1) durant les 7 premiers jours suivant l’IM, un début de détersion du tissu nécrosé du 

myocarde est observé suite à l’infiltration des cellules immunitaires en quantité importante 

dans la zone infarcie pendant des périodes dites « inflammatoires » (aiguës et/ou chroniques). 

Un déséquilibre MMPs/TIMPs est provoqué au profit des MMPs, qui vont dégrader la MEC 

existante et permettre l’infiltration des cellules inflammatoires (neutrophiles et macrophages) 

dans la zone infarcie pour éliminer les myocytes nécrosés. Les cellules inflammatoires vont 

relarguer des cytokines, des facteurs de croissance et angiogéniques, ainsi que des 

MMPs.  C’est la phase de cicatrisation précoce ; 

(2) de 7 à 21 jours post-infarctus, pendant la phase de remodelage précoce, les cellules 

inflammatoires associées aux fibroblastes et aux cellules endothéliales forment un tissu de 

granulation qui remplace le tissu lésé, afin de rétablir l’intégrité tissulaire. La phagocytose des 

cellules nécrosée se poursuit pendant que les (myo)fibroblastes et les cellules endothéliales 

migrent puis prolifèrent dans la zone infarcie. Les (myo)fibroblastes synthétisent une matrice 

désorganisée qui forme un tissu provisoire et les cellules endothéliales forment de nouveaux 

vaisseaux sanguins. La zone infarcie n’est pas la seule à supporter des modifications 

structurales et fonctionnelles, puisque les zones bordantes subissent une réponse 

hypertrophique suite à l’augmentation du volume de leurs cardiomyocytes, ce qui influence la 

capacité cardiaque ;  

(3) la phase de remodelage tardif intervient en général 8 semaines après l’IM et peut 

durer plusieurs mois. Pendant cette phase, les cellules appartenant au tissu de granulation 

substituent ce tissu conjonctif par un tissu cicatriciel tentant de mimer les propriétés du tissu 

d’origine. Les MMPs et les TIMPs contribuent en permanence à la synthèse et à la 

dégradation de la MEC et sont impliqués dans le remodelage chronique du ventricule gauche. 

Après la cicatrisation et le remodelage post-IM, le ventricule gauche subit une dilatation 

progressive et une diminution de sa fonction, conduisant au développement d’une IC. 
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Figure 6 : Etapes du remodelage ventriculaire gauche post-infarctus conduisant au 

développement d’une insuffisance cardiaque 

(d’après Vanhoutte et al., 2006 265). 

 

 

3.1 La phase inflammatoire ou cicatrisation précoce 

 

La phase inflammatoire ou phase de cicatrisation précoce implique différents types 

cellulaires pendant les 7 premiers jours qui suivent l’IM. Ces cellules sont soit résidentes au 

niveau du foyer de la blessure, soit recrutées à partir du sang ou des tissus voisins. Suite à un 
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infarctus du myocarde, le phénomène d’ischémie entraîne la nécrose des cardiomyocytes et 

des autres cellules du tissu cardiaque. Le contenu de ces cellules va se répandre dans le milieu 

extracellulaire et provoquer une réaction inflammatoire, détruisant les composants de la MEC 

myocardique.  

 

Les plaquettes sanguines, stimulées par les structures matricielles endommagées 

générées sur le site de la lésion, comme des fragments de collagène ou la thrombine, adhèrent 

au foyer de la blessure et s'agrègent, puis constituent un caillot sanguin contenant fibrine et 

fibronectine, formant une matrice provisoire 305. L’activation des plaquettes et des cellules du 

tissu endommagé provoque la libération de nombreuses substances ayant un effet 

vasoconstricteur qui augmente la perméabilité des vaisseaux en périphérie de la zone infarcie, 

et permet le chimiotactisme des cellules de l’immunité 37, 293.  

 

Les mastocytes, peu nombreux mais résidents permanents du tissu conjonctif, 

semblent être les premières cellules à intervenir après les plaquettes. Ils sont attirés et activés 

au niveau du foyer de la blessure, et sécrètent des médiateurs stimulant les autres cellules ou 

participant à la réparation (migration des fibroblastes, activation de la production de 

collagène…). Ils agissent jusqu'à la reconstitution du tissu lésé, contrairement aux autres types 

cellulaires qui interviennent transitoirement 301.  

 

Les polynucléaires neutrophiles, connus pour constituer la première barrière de 

défense contre l’infection par des agents pathogènes, sont aussi les premières cellules de 

l’immunité recrutées dans la zone infarcie, où elles libèrent par dégranulation divers 

médiateurs et enzymes, dont la MMP-9. Leur rôle est de phagocyter les débris des tissus 

nécrosés. Leur migration est stimulée par les produits de l’activation plaquettaire, par les 

peptides de dégradation des bactéries (formyl-peptides), ou par des molécules libérées par les 

cellules constitutives du myocarde (telles que l’IL-8 par les cellules endothéliales) 306. De plus, 

ces agents chimioattracteurs facilitent la différenciation des neutrophiles de façon à augmenter 

leur adhésion aux cellules endothéliales vasculaires. Leur propre libération de protéinases 

facilite leur migration à travers l’endothélium vasculaire. Le recrutement des neutrophiles 

dans la zone infarcie jusqu’à deux jours post-IM provoque un relarguage en masse de MMP-9, 

ce qui peut contribuer à une dégradation excessive de la MEC cardiaque et à un remodelage 

myocardique inadapté 303, 307. Par ailleurs, les neutrophiles sont considérés comme étant la 

principale source de MMP-9 pendant la phase de cicatrisation précoce 303, 307. La fin de 
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l’infiltration des neutrophiles survient environ deux jours après l’infarctus. Ils entrent ensuite 

en apoptose et sont phagocytés par les macrophages, ce qui marque la fin de la phase 

inflammatoire précoce de la cicatrisation 17. 

 

L’expression et l’activité des MMPs et des TIMPs pendant la phase inflammatoire 

varient selon les espèces 4, 144, 304. Chez la souris, la MMP-9 est présente dans sa forme active 

sous 24 heures après infarctus et est principalement produite par les neutrophiles et les 

macrophages 307, 308, de plus le troisième jour, son activité augmente à la fois dans la zone 

infarcie et la zone bordante 309. Vers le quatrième jour, l’activité de la MMP-9 décroît ensuite 

au profit de la MMP-2 qui est majoritairement sécrétée par les fibroblastes, les macrophages 

activés et les cardiomyocytes. En revanche, chez le lapin, la MMP-9 retrouve son niveau 

d’expression basal dès 4 jours et la régulation de MMP-2 est mineure 304. Chez le rat, les 

niveaux de MMP-2 et -9 sont élevés respectivement sous 24 heures et jusqu’à 16 semaines 

post-IM 144. La MMP-3 est surexprimée jusqu’à 48 heures post-IM chez la souris, alors que 

chez le lapin son expression continue pendant 14 jours et sa synthèse ainsi que celle de la 

MMP-9 sont détectées dans les cardiomyocytes sous 2 jours 267, 308. Chez le rat, la MMP-1 est 

synthétisée majoritairement par les fibroblastes. Son activité augmente dès le troisième jour et 

atteint un pic au jour 7 310, 311. Le rat et la souris présentent une augmentation de l’activité de 

la MMP-13 dont l’origine est indéterminée 144, 266 et un accroissement très élevé des ARNm 

codant pour les TIMPs-1 et -2 pendant la phase de cicatrisation précoce, cependant le profil 

d’expression protéique reste identique 144, 303, 311. En revanche, l’expression de l’ARNm 

codant pour TIMP-4 ne varie pas, cependant une diminution du niveau de protéine est 

observée vers 7 jours 312. Chez le lapin, l’expression de TIMP-1 au niveau protéique est 

réduite dans la zone infarcie les quatre premiers jours suivant l’IM, puis retourne à son niveau 

basal 304. Ces études sur modèles animaux montrent que la rupture de l’équilibre 

MMPs/TIMPs a un rôle dans l’augmentation de la dégradation de la MEC pendant la phase 

inflammatoire, dès les premières heures qui suivent l’infarctus. Les MMPs-3 et -9 qui sont 

notamment les premières exprimées semblent impliquées dans la dégradation de la MEC de la 

zone infarcie et contribuent au phénomène de remodelage ventriculaire post-IM 251, 304.  
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3.2 Du remodelage précoce au remodelage tardif 

  

Entre 7 et 21 jours après IM, se profile la phase de remodelage précoce qui correspond 

à la formation d’un tissu provisoire, le tissu de granulation. La formation d’une matrice 

provisoire de fibrine et de fibronectine grâce au caillot sanguin permet à différents types 

cellulaires (cellules immunitaires et endothéliales, fibroblastes) de migrer à travers ou sur 

celle-ci. Le processus de remplacement du tissu altéré par le tissu de granulation débute. Sa 

formation repose sur les macrophages, sur le recrutement et la prolifération de fibroblastes qui 

vont produire un tissu conjonctif lâche, et sur la constitution de nouveaux vaisseaux sanguins 

(néoangiogénèse) permettant de soutenir le métabolisme cellulaire 301, 313. Parallèlement à ces 

évènements, les cardiomyocytes appartenant aux régions bordantes de la zone infarcie 

subissent une réponse hypertrophique pouvant influencer la capacité cardiaque 265. 

 

Les monocytes représentent la deuxième vague cellulaire à coloniser le tissu de 

granulation en formation. Présents sous forme de monocytes circulants dans le sang, ils se 

différencient en macrophages lors de leur infiltration tissulaire. C’est sous cette forme 

différenciée qu’ils libèrent de grandes quantités de MMPs et terminent le processus de 

cicatrisation amorcé par les neutrophiles 157, 314. Le tissu provisoire sécrète un gradient 

d’agents chimioattractants tels que la monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), qui va se 

fixer sur les récepteurs aux chimiokines CCR2 des monocytes, les guidant jusqu’à la zone 

lésée et stimulant leur adhésion à l’endothélium des vaisseaux sanguins ainsi que leur 

transmigration à travers la paroi vasculaire 16, 315, 316. Le premier rôle des macrophages est la 

détersion du foyer de blessure par la phagocytose des débris tissulaires. Ils investissent le tissu 

myocardique environ deux à quatre jours après infarctus et leur infiltration tissulaire est 

facilitée grâce à la dégradation de la matrice extracellulaire par les MMPs dont la MMP-9 251. 

 

Afin d’apporter l’oxygène et les nutriments essentiels aux cellules du tissu de 

granulation en formation, de nouveaux vaisseaux sanguins sont nécessaires. Cette 

néovascularisation est permise par la libération de facteurs de croissance comme le vascular 

endothelial growth factor (VEGF), qui stimulent la prolifération des cellules endothéliales. 

Ces cellules vont alors produire des protéases facilitant leur migration et leur prolifération 

pour permettre la formation de nouveaux réseaux capillaires jusqu’à la zone infarcie 313, 317. 
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Conjointement à la néovascularisation, la formation du tissu de granulation est 

également caractérisée par la réparation de la matrice extracellulaire et de ses composants 

cellulaires. Les macrophages et les plaquettes libèrent des médiateurs favorisant la 

prolifération des fibroblastes ainsi que leur synthèse de collagène. C’est le phénomène de 

fibroplasie, où les fibroblastes en périphérie de la zone infarcie abandonnent leur état de 

quiescence et adoptent un phénotype leur permettant de migrer dans la matrice provisoire 

produite lors de l’inflammation 293, 313. Pour faciliter leur migration, les fibroblastes activés 

sécrètent des protéases qui dégraderont la matrice de fibrine et de fibronectine. Tout en 

continuant à dégrader la matrice provisoire, ils commencent à synthétiser une matrice riche en 

fibronectine et en collagène de type III, qui sera ensuite remplacée par du collagène de type I, 

augmentant ainsi le ratio collagène de type I sur collagène de type III 299. Plus la synthèse de 

la nouvelle matrice progresse, plus les fibroblastes tendent à adopter un phénotype 

myofibroblastique. Les interactions entre cellules et entre matrice et cellules prennent forme 

grâce à la fibronectine qui permet aux myofibroblastes de pénétrer au centre de la zone 

infarcie et de fermer la lésion 318, 319. Le tissu infarci nécrosé est alors remplacé par un tissu de 

granulation provisoire riche en fibronectine, en collagène, en PGs et en protéines 

matricellulaires telles que l’OPN et les TSP-1 et -2 4, 199.  

 

Pendant la phase de remodelage précoce ou phase de granulation dans des modèles de 

rongeurs, l’activité des MMP-2 et -9 diminue 7 jours après IM, néanmoins elle reste élevée 

jusqu’à deux semaines par rapport au niveau basal 267, 308, 311. Dans le même temps, les 

myofibroblastes infiltrés prolifèrent et participent à l’augmentation de la synthèse de MMP-2 
144, 303, 320 et l’activité de la MMP-3 reste élévée, ainsi que celle de la MMP-13 dont l’origine 

reste indéterminée 266, 304. Chez le rat et le mouton, la MMP-8 principalement issue de la 

dégranulation des neutrophiles est maintenue à un niveau protéique élevé jusqu’à 16 semaines 

après infarctus 144, 248. L’expression des ARNm codant pour TIMP-1 et-2 chez le rat reste 

élevée de 14 à 21 jours dans la zone infarcie, mais pas dans les zones bordantes non infarcies, 

alors que leur niveau protéique augmente dès deux semaines après infarctus 144, 262, 303, 311. 

Chez le lapin, l’expression protéique de TIMP-1 reste à son niveau basal 304. 

 

La phase de granulation laisse place à la phase de remodelage tardif qui débute 

environ 21 jours après IM 265. Les myofibroblastes continuent leur synthèse matricielle pour 

remplacer le tissu de granulation et le réseau de collagène obtenu présente une meilleure 

organisation structurale. Le nombre de vaisseaux créés lors de la néoangiogenèse, ainsi que 
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celui des cellules présentes dans le tissu diminue par apoptose, pour ne laisser qu’un nombre 

normal de fibroblastes 19. Le tissu cicatriciel résultant ne recouvre toutefois jamais toutes les 

caractéristiques du tissu myocardique initial. En effet, même en synthétisant une MEC de 

qualité, les myofibroblastes du tissu cicatriciel ne pourront avoir une activité contractile 

similaire à celle des cardiomyocytes qui ont été détruits durant l’IM et qui ne peuvent être 

remplacés. Cette dernière étape a lieu pendant le remodelage myocardique du ventricule 

gauche après infarctus. C’est un processus continu qui peut être très long (de quelques 

semaines à quelques années), et peut conduire au développement d’une IC 2, 270. 

 

Durant la phase de remodelage tardif dans un modèle d’IM chez le mouton, les 

MMPs-1 et -9 diminuent huit semaines après infarctus, alors que la MMP-2 augmente 35. Ceci 

suggère une implication de la MMP-9 principalement dans les évènements immédiats suivant 

l’infarctus comme la phase de cicatrisation précoce 157, 308, 314. En revanche, après la phase 

aiguë de l’IM, une autre série de MMPs entre en jeu. La MMP-8 principalement sécrétée par 

les neutrophiles augmente huit semaines après IM, ce qui suggère une réponse inflammatoire 

chronique suite à un remodelage tardif, pouvant conduire au développement et à la 

progression d’une IC 1, 2, 60 301, 303. Il en est de même pour la MMP-13 et la MT1-MMP, alors 

qu’en parallèle les MMPs-7 et -3 diminuent. L’expression des TIMPs-1, -2 et -3 devient 

indétectable dans la zone infarcie et diminue dans ses régions bordantes. Des résultats 

analogues ont été obtenus dans un modèle porcin 258, 261. 

 

4 Evènements majeurs dans l’évolution du remodelage myocardique 

 

4.1 Apoptose et tissu de granulation  

 

Après infarctus du myocarde, les cellules nécrosées suite à une ischémie sont 

éliminées par phagocytose par les neutrophiles et les macrophages appartenant au tissu de 

granulation 16. Ces cellules entrent en apoptose après la phase aiguë de l’infarctus et il en est 

de même pour une partie des cardiomyocytes lors d’insuffisance cardiaque chronique. 

 

L’apoptose, mort programmée par la cellule, permet l’homéostasie d’un tissu par 

élimination de cellules défectueuses, ou encore la résolution du phénomène d’inflammation 
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par élimination de cellules immunitaires qui ont accompli leur rôle (ici, les neutrophiles), 

assurant ainsi un retour à la normale 17. Il existe une voie intrinsèque (via les mitochondries) 

et une voie extrinsèque (passant par les « récepteurs de mort » ou « death receptors ») 

permettant l’induction de l’apoptose 321 (Figure 7). Ces voies sont activées par différents 

types de stress pouvant entraîner une apoptose, tels que le stress extracellulaire (carence en 

oxygène, en facteurs de croissance, ou en nutriments…) ou le stress intracellulaire (lésions de 

l’ADN, réduction des télomères, dérégulation de l’expression d’oncogène …).  

 

Des études ont montré que l’inhibition de l’apoptose du tissu de granulation, ou des 

cardiomyocytes, permettrait une amélioration du remodelage ventriculaire gauche après 

infarctus chez la souris, le rat ou le lapin 18-20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Représentation des principales voies de l’apoptose 

(d’après Mak et Yeh, 2002 321). 
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4.2 Importance des glycosaminoglycanes dans le tissu de granulation 

 

Le tissu de granulation ne possède pas les mêmes propriétés mécaniques que le tissu 

myocardique initial. Il n’est que temporaire et doit donc être remplacé par un tissu cicatriciel 

plus proche du tissu sain initial, ce qui correspond à la dernière étape de la cicatrisation : le 

remodelage tissulaire.  

 

La transition du tissu de granulation en tissu cicatriciel vise notamment à remplacer la 

matrice riche en collagène III en une matrice riche en collagène de type I, en élastine et en 

protéoglycanes. Le tissu de granulation en formation contient principalement des 

glycosaminoglycanes non sulfatés, comme l’acide hyaluronique 287, alors que les 

protéoglycanes comme les héparanes sulfates en sont absents. Lorsque le tissu de granulation 

évolue jusqu'à l’étape de remodelage, la quantité d’acide hyaluronique diminue et les 

protéoglycanes réapparaissent. L’acide hyaluronique est produit essentiellement lors de la 

migration cellulaire, alors que l’arrivée des protéoglycanes correspond au moment où les 

cellules commencent à synthétiser du collagène. Le remodelage est caractérisé par une activité 

élevée des métalloprotéinases matricielles, couplée à une forte synthèse de collagène. Les 

facteurs de croissance liés aux héparanes sulfates sont ainsi protégés de cette forte activité 

protéolytique présente dans la réparation tissulaire. Leur libération recommence lorsque les 

cellules ont cessé de migrer. Les glycosaminoglycanes jouent donc également des rôles 

importants et sont hautement régulés lors de la réparation tissulaire 288. 

 

4.3 Voie du TLR4 et remodelage myocardique 

 

L’appellation LPS regroupe les lipopolysaccharides formant les principaux 

composants de la membrane externe des bactéries Gram-négatives et sont de forts 

stimulateurs de l'immunité innée de leur hôte. Chaque molécule est composée d'une partie 

hydrophile polyosidique et d’une ancre hydrophobe constituée de glycolipide appelée lipide A 
322. L’activation du système de reconnaissance du LPS entraîne la production de cytokines 

pro-inflammatoires comme l’IL-1β et le TNF-α 174. Ces cytokines pro-inflammatoires sont 

présentes dans le cœur consécutivement à l’infarctus 323, d’où l’utilisation fréquente de ce 

modèle d’étude dans les traitements in vitro pour mimer les conditions post-infarctus. 
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Le système de reconnaissance du LPS est constitué de 3 éléments : le Toll-like 

Receptor 4 (TLR4), le récepteur CD14 (qui peut exister sous forme soluble) et la protéine 

accessoire MD-2 324. Lorsque le LPS se trouve dans le milieu extracellulaire, il est capté par 

une protéine de liaison, la LPS Binding Protein (LBP). Le complexe LBP/LPS interagit alors 

avec un complexe trimoléculaire formé à la surface des macrophages par les protéines TLR4, 

CD14 et MD-2 (Figure 8). Suite à la formation de ce complexe et en particulier la partie 

lipide A du LPS, l’activation du récepteur TLR4 provoque une cascade de signalisation 

intracellulaire aboutissant à la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Les souris 

déficientes en TLR4 ne répondent plus au LPS et résistent au choc endotoxique 325, 326. 

Cependant, la liaison LPS/TLR4 n’est pas suffisante pour provoquer une réponse complète au 

LPS, car le TLR4 doit être couplé à la molécule sécrétée MD-2 ainsi qu’au récepteur CD14 327.  

 

TLR4 est très exprimé dans le tissu myocardique chez l’Homme, le rat ou la souris. De 

même, les modèles de souris montrant un remodelage myocardique après ischémie et les 

patients souffrant de cardiomyopathie dilatée présentent une augmentation de l’expression de 

TLR4 328. Les modèles d’ischémie–reperfusion provoquent une lourde réponse inflammatoire 

dans les tissus. Après ischémie-reperfusion myocardique, les souris déficientes en TLR4 

montrent une diminution de la réponse inflammatoire, de l’infiltration tissulaire par les 

neutrophiles et de la taille de l’infarctus 329. Cependant ce dernier effet ne semble pas lié à la 

balance MMPs/TIMPs 330. L’inhibition de TLR4, par l’emploi d’analogues synthétiques de 

lipide A, réduit les dommages de l’ischémie-reperfusion et la production de marqueurs de 

l’inflammation, dans un modèle d’ischémie-reperfusion myocardique chez la souris 331. Ces 

résultats suggèrent que TLR4 contribue à l’activation de la réaction inflammatoire dans le 

cœur après ischémie-reperfusion. De plus, l’activation du récepteur TLR4 est décrite comme 

médiatrice de l’apparition d’un remodelage maladaptatif après infarctus 332. Toutefois, même 

si son rôle semble délétère, l’activation de TLR4 peut aussi s’avérer bénéfique puisqu’elle 

réduit l’apoptose dans les cardiomyocytes isolés de souris 333. 
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Figure 8 : Schéma du système de reconnaissance du LPS et des lipides A 

(d’après GlycoWord, http://www.gak.co.jp/FCCA/glycoword/wordE.html). 

 

 

 

Bien que le LPS soit le principal ligand du récepteur TLR4, il existe d’autres ligands 

types lipide A pouvant activer TLR4. Ce sont des dérivés de LPS obtenus par un traitement à 

l’acide et à la chaleur, qui sont hautement toxiques, comme le diphosphoryl lipide A (DLA), 

ou qui aident à l’immunisation, comme le monophosphoryl lipide A (MLA) 334, 335. Cependant, 

il semble peu probable que ces agents activateurs soit naturellement présents dans le cœur 

après IM. La stimulation du TLR4 post-IM s’effectue donc par d’autres moyens.  
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Ce sont des composants de la MEC dégradée ou des cytokines pro-inflammatoires, qui 

s’avèrent être des ligands endogènes du récepteur TLR4, comme l’acide hyaluronique 287, 336, 

les héparanes sulfate 337 et l’IL-1β 328. Ainsi, chez la souris, certains ligands de type HS 

membranaire limitent la progression de la dilatation cardiaque après infarctus 294, alors que 

l’IL-1β est impliquée dans la progression du remodelage du ventricule gauche 338. L’emploi 

de ligands endogènes ou d’antagonistes du TLR4 est donc une piste thérapeutique possible 

dans la prévention du remodelage myocardique délétère. 

 

5 Synthèse 

 

Le remodelage myocardique post infarctus est du à l’activité excessive des MMPs 

libérées au détriment des TIMPs par les cellules recrutées ou constitutives du tissu cardiaque 

endommagé et de ses zones bordantes. Il est constitué de 3 phases : (1) la phase inflammatoire 

ou cicatrisation précoce, (2) la phase de granulation ou phase de remodelage précoce  et (3) la 

phase de remodelage tardif.  

 

C’est un processus de cicatrisation sensé remplacer le tissu cardiaque lésé par un tissu 

cicatriciel dont les propriétés sont proches du tissu initial. Cependant, l’activation des MMPs 

post-IM peut s’avérer délétère et conduire à la synthèse d’un tissu qui ne peut retrouver ses 

caractéristiques originelles. En effet, les MMPs montrent une augmentation d’activité après 

infarctus qui correspond à une fenêtre spatiale et temporelle qui leur sont propres. Ainsi, la 

MMP-9 très présente dans la phase aiguë de l’IM correspondant à la phase de cicatrisation 

précoce, semble liée à la dilatation et à la dysfonction ventriculaire conduisant à un 

remodelage myocardique délétère pouvant entrainer le développement d’une IC. 

 

L’étude de la balance entre les MMPs et les TIMPs au sein du myocarde après 

infarctus montre que ce sont des cibles thérapeutiques potentielles, notamment la MMP-9. 

Cependant le contrôle de leur expression, de leur activation, ainsi que leur site de relarguage 

après IM, afin de limiter la perte de la qualité du tissu et de se rapprocher de sa composition 

initiale, reste à être établi et de plus amples études seront nécessaires pour y parvenir. 

L’emploi de molécules aux vertus cardioprotectrices telles que l’adénosine semble, pour 

moduler l’activité des MMPs, semble être une des pistes potentielles à examiner. 
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CHAPITRE IV : 

L'ADENOSINE, MODULATEUR DE LA FONCTION 

MYOCARDIQUE 

 

 

 

1 Métabolisme de l’adénosine et ses principaux effets biologiques 

 

1.1 Métabolisme de l’adénosine 

 

L'adénosine (9-β-D-ribofuranosyl-6-aminopurine) est un nucléoside de type purine, 

qui est ubiquitaire, c’est-à-dire présent dans toutes les cellules de l'organisme (Figure 9). Son 

étude 339, celle de ses récepteurs, ainsi que les effets physiologiques et pharmacologiques liés 

à leur activation 340, ont fait l’objet de nombreuses recherches.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Formule topologique de la molécule d’adénosine. 
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L'adénosine endogène est synthétisée à partir de l’hydrolyse de la S-

adénosinehomocystéine (SAH) ou la déphosphorylation de l’adénosine monophosphate 

(AMP) (Figure 10), la seconde voie de synthèse étant la plus importante quantitativement 341. 

 

 

 

 

Figure 10 : Synthèse et métabolisme de l’adénosine dans le cœur 

(d’après Olsson et Pearson, Physiol Rev, 1990 342). 

 

 

La première voie est celle de la méthylation, où le catabolisme de la SAH par la S-

adénosylhomocystéine hydrolase forme de l’homocystéine et de l’adénosine. La seconde voie 

est dépendante de l’ATP (adénosine triphosphate) qui est formée à partir de l'ADP (adénosine 

diphosphate) au cours de la glycolyse, mais surtout au cours de la respiration mitochondriale. 

L'ATP va former de l’adénosine monophosphate cyclique (cAMP) par une adénylate cyclase 

et le cAMP va lui-même former de l’AMP grâce à une phosphodiestérase. L'adénosine est 

ensuite produite suite à l'hydrolyse de l’AMP par une enzyme à la fois intra et extracellulaire, 

l’endo ou ecto 5’ Nucléotidase (ou CD73). L’adénosine est dégradée en inosine par 
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l'adénosine déaminase (ADA), et les nucléosides produits par la voie de synthèse des purines 

peuvent être recyclés en AMP.  

 

 

 

 

Figure 11 : Exemple de voies d’inhibition du transport et de la métabolisation de l’adénosine. 

 

 

En agissant sur l’activité des enzymes qui la métabolisent, la dégradation de 

l’adénosine peut être limitée. L'inhibition de l'ADA par l’érythro-9-(2-Hydroxy-3-nonyl) 

adénine hydrochloride (EHNA) 343 ou de l’adénosine kinase par l’iodotubéricidine (ITU) 344, 

345 tend à augmenter la concentration d'adénosine intracellulaire ainsi que sa demi-vie (Figure 

11).  
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Les transporteurs membranaires appelés equilibrative nucleoside transporters (ENT) 

sont bidirectionnels, ils captent l’adénosine extracellulaire ou relarguent l’adénosine 

intracellulaire selon son gradient de concentration (Figure 11) 346. Ces transporteurs peuvent 

être inhibés par des nucléosides mimant l’adénosine 347 ou des substances non nucléosidiques 

tel que le dipyridamole (DIP) 348, 349. Le dipyridamole est aussi un vasodilatateur qui permet 

l’accumulation de l’adénosine dans le flux sanguin en inhibant l’ADA 350.  

 

Le blocage des voies d’inhibition du transport et du catabolisme de l’adénosine 

entraine une élévation de la concentration en adénosine extracellulaire et une augmentation de 

la réponse à l’adénosine par ces récepteurs. Ainsi, pendant une hypoxie ou une ischémie, la 

consommation d’ATP augmente drastiquement et la rephosphorylation de l’adénosine par 

l’adénosine kinase est inhibée, ce qui entraine une augmentation immédiate et conséquente de 

la concentration d’adénosine extracellulaire, autorisant la stimulation de ses récepteurs au site 

de son relarguage 351.  

 

1.2 Evaluation de la concentration d’adénosine 

 

La demi-vie de l’adénosine entrant dans la circulation générale est extrêmement 

courte : inférieure à une seconde. Ce qui rend son administration difficile et contraint à 

effectuer des perfusions par voie intraveineuse de manière continue 352. En effet, l’adénosine 

délivrée dans la circulation sanguine est, immédiatement après sa libération, captée les 

érythrocytes et les parois des vaisseaux sanguins 353, où elle est métabolisée en inosine sous 

l'influence de l'ADA. Ceci entraine une dégradation rapide et continue de l’adénosine.  

 

Les différentes techniques permettant de doser l’adénosine extracellulaire plasmatique 

font intervenir des agents bloquant les transporteurs membranaires, la formation 

extracellulaire et la dégradation de l’adénosine, afin de s’affranchir de tout artefact 354. La 

concentration de l’adénosine plasmatique est de l’ordre de 50 nM chez un sujet sain 355, 

cependant elle ne reflète par la concentration de l’adénosine au niveau des tissus interstitiaux. 

En effet, l’endothélium vasculaire se comporte comme une barrière imperméable pour 

l’adénosine vasculaire ou interstitielle et ces cellules activent sa dégradation. Par exemple : 

l’endothélium des artères coronaires de cobayes ne permet une accumulation d’adénosine 

qu’à partir de l’administration d’une concentration d’adénosine de 1 µM 356. De même, des 
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patients subissant des perfusions d’adénosine avant angioplastie, ne présentent pas un 

préconditionnement du myocarde à cause d’une faible distribution de l’adénosine à travers 

l’interstitium, cependant l’utilisation de DIP peut modérer cet effet 357. L’utilisation de sondes 

de microdialyse permet aussi de mesurer la concentration d’adénosine au niveau tissulaire ou 

intravasculaire, cependant les mesures peuvent être biaisées à cause des dommages dus à 

l’implantation des sondes, particulièrement lors d’examens impliquant des contractions 

musculaires 358, 359. 

 

1.3 Les principaux effets biologiques de l’adénosine 

 

Bien que la demi-vie de l’adénosine soit courte, son spectre d’activité biologique est 

très large et touche divers systèmes ou organes vitaux, ce qui en fait une cible thérapeutique 

dans de nombreuses pathologies.  

 

Au niveau du système nerveux central, l’adénosine (Ado) joue un rôle 

neuromodulateur 360 inhibant l’activité locomotrice et induisant un effet sédatif, anxiolytique 

et anti-convulsant (lutte contre l’épilepsie, la psychose, la maladie de Parkinson…) 361, 362. De 

plus, elle est impliquée dans le phénomène de neuroprotection en cas de stress métabolique, 

telle qu’une ischémie cérébrale 363, 364. Diverses études réalisées chez la souris ont montré des 

effets positifs de l’adénosine sur d’autres systèmes : (1) n’entraînant pas de résistance à 

l’insuline, elle joue un rôle dans le contrôle de la sensibilité à l’insuline et s’avère être une 

cible thérapeutique potentielle dans le traitement du diabète de type 2 ou de l’obésité due à 

l’insulino-résistance 365 ; (2) elle semble nécessaire à la transduction du signal conduisant à la 

filtration glomérulaire du rein 366 ; (3) elle induit un rétrocontrôle négatif qui réduit et résout 

une inflammation localisée dans un tissu comme le foie, ou étendue suite à un choc septique 
367. 

 

L’utilisation de l’adénosine grâce à ses différents modes d’action suggère une 

résultante bénéfique pour l’organisme. Cependant, toujours chez la souris, son action est 

potentiellement délétère dans le traitement du glaucome, car elle implique l’augmentation de 

la pression intraoculaire 368. Il en est de même dans le système respiratoire, où l’Ado module 

l’activité d’un grand nombre de cellules immunitaires impliquées dans certaines maladies 

pulmonaires inflammatoires chroniques, telles que les mastocytes dans l’asthme 369. Elle 
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modifie ainsi la contraction des muscles lisses et la sécrétion de mucus dans les bronches et 

son inhalation par un malade souffrant d’asthme entraîne une broncho-striction suivie de 

difficultés respiratoires, alors que son effet est nul chez un individu sain 370, 371. De plus, son 

utilisation dans le cadre d’une thérapie anticancéreuse est à nuancer, car elle est susceptible, 

selon les voies d’activation impliquées et les lignées cellulaires étudiées, d’induire le 

phénomène d’apoptose ou de le réprimer 372-374.  

 

Les effets de l'adénosine peuvent être opposés selon le tissu ou le système traité. Ils 

sont dus à la stimulation de ses différents récepteurs, dont le fonctionnement est extrêmement 

complexe.  

 

1.4 Adénosine : sources, effets vasculaires et cardioprotection 

 

La déphosphorylation de l’AMP par l’ecto 5’ Nucléotidase (ou CD73) est considérée 

comme la principale source d’adénosine interstitielle dans un tissu hypoxique, tel que le 

myocarde ischémique 375, qui peut alors activer ses récepteurs. Cette enzyme est 

particulièrement exprimée à la surface cellulaire en cas d’hypoxie et en conditions 

inflammatoires 376, 377. En effet, suite à différents stress, l’adénosine est libérée dans le milieu 

extracellulaire à la fois par des mécanismes transcriptionnels et par des mécanismes non 

transcriptionnels 378. Par exemple, l’hypoxie transitoire provoque des changements 

métaboliques par voie non transciptionnelle (inhibition de l’adénosine kinase, relarguage de 

l’adénosine par ses transporteurs…) 378, alors que l’hypoxie chronique résulte en 

l’augmentation des transcrits des enzymes de surface de la voie de l’adénosine 376 (Figure 11). 

 

Les plaquettes sanguines contiennent de nombreux granules riches en ATP, ADP et 

AMP et leur activation, puis leur dégranulation entrainent une augmentation de la 

concentration en nucléotides extracellulaires qui peuvent être métabolisés en adénosine lors 

d’une inflammation ou d’une ischémie 379 (Figure 11). Les premières études impliquant des 

cellules inflammatoires autres que les plaquettes comme une source de nucléotides datent du 

début des années 90 et concernent les neutrophiles activés. Elles témoignent d’un relarguage 

d’AMP extracellulaire lorsque ces cellules sont en coculture avec des cellules endothéliales 
380. Cependant des résultats plus récents montrent que c’est en fait l’ATP qui est relargué à la 

place de l’AMP, et qu’il est ensuite converti en AMP par une succession d’enzymes (Figure 
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11) situées à la surface des cellules endothéliales, le produit final obtenu étant l’adénosine 381, 

382. Le relarguage de l’ATP par les neutrophiles ne s’effectue pas par dégranulation, mais par 

transport via un hexamère de connexine 43 383, 384. 

 

Au niveau vasculaire, l’adénosine est un antiagrégant plaquettaire et son injection par 

voie intraveineuse ou intra-artérielle, notamment intra-coronaire, entraîne une vasodilatation. 

De nombreuses études ont montré que l’administration d’adénosine par voie intraveineuse 

chez l’Homme augmente le rythme cardiaque 385, 386, ce qui semble en contradiction avec les 

résultats obtenus sur modèles animaux, où l’adénosine présente des propriétés vasodilatatrices 

avec diminution de la contractilité et de la fréquence cardiaques 387. Cependant cet effet 

contraire chez les humains semble être en relation avec le système nerveux sympathique et 

l’influence de chémorécepteurs. En effet, l’administration d’adénosine par l’aorte en amont 

des chémorécepteurs carotidiens augmente le rythme cardiaque et la pression sanguine, alors 

qu’une injection en aval diminue ces paramètres 388. Ces effets antagonistes ou 

complémentaires de l’adénosine semblent bénéfiques en cas d’ischémie ou d’exercice 

musculaire, où l’augmentation de l’adénosine extracellulaire induit une vasoconstiction 

générale, associée à une vasodilatation locale, ce qui permet une redistribution du flux 

sanguin vers le muscle ou le tissu concerné.  

 

C’est à la fin des années 80 que les premières études sur les propriétés vasodilatatrices 

de l’adénosine chez l’Homme prennent leur essor, avec un modèle d’évaluation de la pression 

sanguine de l’avant-bras par l’artère brachiale couplé ou non à des contraintes physiques 

autorisant l’occlusion veineuse 389, 390. L’injection d’adénosine dans l’artère brachiale entraine 

une vasodilatation rapide qui peut être inhibée par l’emploi d’inhibiteurs naturels de 

l’adénosine comme la caféine ou la théophylline 390. Ce phénomène semble être dépendant du 

relarguage de monoxyde d’azote (NO) par l’endothélium puisque l’utilisation d’inhibiteurs de 

la NO-synthase atténue la réponse provoquée 391. Cependant, d’autres études ne négligent pas 

la participation des récepteurs à l’adénosine 392, 393. 

 

Le relarguage d’adénosine endogène joue un rôle important dans les conditionnements 

pré- ou post-ischémie, qui se définissent par une brève occlusion artérielle sériée ou non, 

immédiatement après l’ischémie prolongée ou immédiatement après la reperfusion et qui 

permettent une réduction des dommages causés par l’ischémie-reperfusion 394-396. Dans tous 

les modèles animaux étudiés auparavant, le conditionnement pré- ou post-ischémie associé à 
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l’adénosine endogène peut aller jusqu’à réduire la taille de l’infarctus de 50 à 70 %. Cet effet 

protecteur peut être reproduit par administration d’adénosine exogène 397, 398. Cependant 

l’efficacité réelle de l’adénosine sur la réduction des dommages dus à l’ischémie-reperfusion 

semble liée à l’implication des récepteurs à l’adénosine 399, 400. 

 

Le phénomène de reperfusion après une ischémie peut entraîner une augmentation des 

dommages myocardiques 61. L’adénosine peut réduire ces dommages en prévenant la nécrose 

et l’apoptose des cardiomyocytes dans des modèles expérimentaux 401. Sur un modèle canin 

d’ischémie-reperfusion, l’injection d’adénosine par voie intra-coronaire réduit la taille de 

l’infarctus et améliore la fonction ventriculaire. Cet effet semble dû à l’inhibition de 

l’activation des neutrophiles, qui empêche la formation de lésions endothéliales 388. Une étude 

sur des patients atteints d’un IM aigu subissant une angioplastie associée à l’injection 

d’adénosine par voie intra-coronaire montre une amélioration du flux sanguin et de la fonction 

ventriculaire, ainsi qu’un nombre significativement faible de complications cliniques suite à 

l’injection 402. L’étude AMISTAD (Acute Myocardial Infarction Study of Adenosine), montre 

que l’administration d’adénosine couplée à une thrombolyse effectuée chez des patients ayant 

subit un IM aigu, réduit de 33 % la taille de l’infarctus 6 jours après le traitement 403. L’étude 

de plus grande envergure AMISTAD II, où des patients subissant une thrombolyse ou une 

angioplastie ont reçu de l’adénosine par voie intraveineuse à faible ou à forte dose, a permis 

de confirmer ces résultats. Malgré l’absence de différence au niveau de la mortalité ou dans 

l’IC congestive à 6 mois, le groupe ayant reçu la forte dose d’adénosine a montré une 

diminution de la taille de l’infarctus à 5 jours 404. Une analyse effectuée postérieurement à 

cette étude montre que la mortalité est réduite si l’adénosine est reçue sous trois heures après 

l’infarctus 405. 

 

Au niveau du cœur, l’adénosine est bradycardisante et peut donc être utilisée pour 

traiter les tachycardies supraventriculaires 406. En effet, elle inhibe l’adénylate cyclase et 

entraîne une hyperpolarisation des membranes cellulaires en favorisant l'ouverture des canaux 

potassiques. C'est une action identique à celle de l'acétylcholine, où l'adénosine s'oppose à 

l'augmentation de la contractilité cardiaque due aux catécholamines 407.  

 

Les bénéfices de l’adénosine sur le système cardiovasculaire sont multiples, et son rôle 

dans la cardioprotection après ischémie myocardique, en dépit de quelques controverses à la 

fin des années 90 408, n’est plus à démontrer 409, même si les mécanismes qui en découlent 
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sont encore mal définis 15. L’étude des effets de l’activation des différents récepteurs à 

l’adénosine permet de déchiffrer certains de ces mécanismes. 

 

2 Les récepteurs à l’adénosine 

 

Les récepteurs à l’adénosine sont au nombre de quatre : A1, A2a, A2b et A3. Ils 

présentent une répartition tissulaire spécifique et leurs voies d’activation se distinguent selon 

les protéines G qui leur sont associées (Tableau 2). L’étude de modèles animaux 

transgéniques réprimant ou surexprimant ces récepteurs ainsi que l’étude de leur spécificité 

face à divers agonistes et antagonistes ont permis la modulation de leur activité et en partie 

leur caractérisation.  

 

 

 

 

Tableau 2 : Classification, localisation et propriétés des récepteurs à l’adénosine 

(d’après Fredholm BB et al. 2001, Jacobson KA et al. 2006, Muller CE 2003, 14, 410, 411). 
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2.1 Généralités  

 

Les premières études montrant que l’adénosine peut modifier la physiologie d’un 

organisme datent de 1929 412. Elles ont donné suite à de nombreuses recherches où l’Ado a été 

utilisée comme un agent de stimulation 413, et qui ont mis en évidence l’implication de 

récepteurs spécifiques situés à la surface de la cellule permettant de transmettre un signal 414, 

415.  

 

Ces récepteurs sont dits purinergiques. Ils appartiennent à une famille composée de 

deux groupes : P1 pour les récepteurs activés par l’adénosine et P2 pour ceux activés par 

l’ATP 416. Selon leur action sur l’adénylate cyclase, les récepteurs P1 sont scindés en deux 

catégories : A1 pour son inhibition et A2 pour sa stimulation 417-419. La catégorie des 

récepteurs A2 est subdivisée en deux groupes selon les propriétés de leur site de liaison : A2a 

pour une haute affinité pour l’adénosine et A2b pour une basse affinité 420, 421. Au début des 

années 90, un quatrième récepteur a été décrit : le récepteur à l’adénosine A3 422, 423.  

 

Les quatre récepteurs à l’adénosine A1, A2a, A2b et A3 (respectivement A1AR, 

A2aAR, A2bAR et A3AR) ont été clonés à partir d’espèces différentes et leur structure est 

maintenant bien déterminée 410. Chez l’Homme, seuls les récepteurs A1 et A3 sont situés sur 

le même chromosome (Tableau 2). Pour une espèce définie, il existe peu d’homologie entre 

ces différents récepteurs. De plus, les mêmes sous-types possèdent eux aussi une faible 

homologie entre différentes espèces. Cette dissemblance permet d’expliquer les différences de 

puissance et de spécificité des ligands de ces récepteurs intra et inter espèces 340, 424. Ceci est 

important pour interpréter des résultats souvent discordants entre différentes espèces. 

 

Les quatre sous-types de récepteurs de l’adénosine ont une conformation commune : 

ce sont des protéines comprenant 7 domaines transmembranaires couplés à une protéine G, 

avec leur partie N-terminale exposée dans le milieu extracellulaire 425. Les protéines G sont 

hétérotrimériques : elles possèdent les sous-unités Gα et Gβ/γ. Il existe 16 isoformes α, 5 

isoformes β et 14 isoformes γ 426. Elles sont responsables de la transduction du signal véhiculé 

par les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), après fixation d’un ligand. Une fois 

activées, les protéines G interagissent avec différentes classes d’effecteurs, dont les enzymes 

membranaires adénylate cyclase et phospholipase C (PLC), impliquant la production de 
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seconds messagers indispensables à la transmission du signal à l’intérieur de la cellule. Il 

existe de nombreux seconds messagers : par exemple, la phospholipase C clive le 

phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate (PIP2) en deux seconds messagers : l’inositol-

triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L’IP3 se lie à des canaux calciques du 

réticulum endoplasmique et permet d’augmenter la concentration intracytoplasmique en 

calcium et le DAG favorise l’ouverture de canaux calciques membranaires en agissant sur la 

protéine kinase C (PKC). L’AMPc produit à partir d’ATP grâce à l’adénylate cyclase 

membranaire, est aussi un second messager qui agit sur la protéine kinase A (PKA), 

responsable de l’activation de nombreuses voies de signalisation.  

 

Selon leur activité, les protéines G sont réparties en sous-classes. Les principales sous-

classes impliquées dans la signalisation des récepteurs à l’adénosine sont : Gs pour une 

stimulation de l’adénylate cyclase et Gi pour son inhibition, la protéine G olfactive Golf qui 

stimule aussi l’adénylate cyclase, Go qui agit sur l’ouverture des canaux potassiques et Gq/11 

qui permet l’activation de la phospholipase C 340, 410, 427, 428. Chaque récepteur à l’adénosine a 

donc sa spécificité cellulaire et active des voies de signalisation différentes. Les voies 

majeures sont représentées Figure 12. Dans tous les cas, les voies finales d’activation sont 

classiques (MAPK, NF-κB, CREB), néanmoins les réponses intracellulaires dues aux 

récepteurs peuvent varier en fonction de leur localisation, des conditions de leur stimulation, 

ou encore de l'environnement 14.  
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CREB, cAMP response element binding protein ; DAG, diacylglycerol ; Ino, Inosine ; IP3, inositol 1,4,5-trisphosphate ; 
MAPK, mitogen activated protein kinase ; NF-κB, nuclear factor-κB ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; PIP2, 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; PK, protein kinase ; PLC, phospholipase C ; RhoA, Ras homolog gene family, member A.

A3AR A2aAR

A1AR A2bAR

Noyau

Expression génique

CREB, cAMP response element binding protein ; DAG, diacylglycerol ; Ino, Inosine ; IP3, inositol 1,4,5-trisphosphate ; 
MAPK, mitogen activated protein kinase ; NF-κB, nuclear factor-κB ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; PIP2, 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; PK, protein kinase ; PLC, phospholipase C ; RhoA, Ras homolog gene family, member A.

A3AR A2aAR

A1AR A2bAR

CREB, cAMP response element binding protein ; DAG, diacylglycerol ; Ino, Inosine ; IP3, inositol 1,4,5-trisphosphate ; 
MAPK, mitogen activated protein kinase ; NF-κB, nuclear factor-κB ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; PIP2, 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; PK, protein kinase ; PLC, phospholipase C ; RhoA, Ras homolog gene family, member A.
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A1AR A2bAR

Noyau

Expression génique

 

 

 

Figure 12 : Voies principales d’activation des récepteurs à l’adénosine 

(d’après Jacobson KA et al. 2006 14). 

 

 

La troisième boucle intracellulaire et la partie C-terminale du récepteur A1 contribuent 

au couplage avec les protéines Gi. Cependant, selon la nature du ligand employé, les classes 

Gs et Gq/11 peuvent également être activées. Le couplage du récepteur A2a avec Gs se fait 

uniquement avec sa troisième boucle intracellulaire, il peut aussi être associé à Golf. Le 

récepteur A2b est principalement couplé à Gs et peut activer la voie de la phospholipase C par 

Gq/11. Le récepteur A3 inhibe l’adénylate cyclase via Gi et peut être couplé à Gq/11 (Tableau 2 

page 100). 
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Figure 13 : Désensibilisation et internalisation des récepteurs couplés aux protéines G. 

 

Dans la cellule, l’activation prolongée d’un récepteur par son ligand se traduit par une 

diminution de l'affinité de ce récepteur pour ce ligand, par une baisse de son couplage aux 

protéines G et par une diminution du nombre de récepteurs à la surface cellulaire. C’est le 

phénomène de désensibilisation, au cours duquel les GPCR réagissent à une activation par un 

agoniste en s’internalisant 429. Quand le ligand se lie à son récepteur, il active les protéines G. 

Les protéines kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRK) phosphorylent ce 

récepteur qui se découple fonctionnellement des protéines G. Son affinité pour les protéines 

β-arrestines augmente, lesquelles vont se fixer sur le récepteur et empêcher toute nouvelle 

activation par d’autres protéines G. De plus, les β-arrestines peuvent se lier avec la clathrine 

pour permettre une endocytose du récepteur. Après internalisation dans des endosomes, soit 

des phosphatases permettent le recyclage des récepteurs avec une réexposition sur la 

membrane, soit ils sont redirigés vers des lysosomes où ils seront dégradés, réduisant ainsi le 

nombre de récepteurs exprimés à la surface de la cellule (Figure 13). 
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La phosphorylation ou la palmitoylation de la région C-terminale ainsi que la 

phosphorylation de la troisième boucle intracellulaire des récepteurs à l’adénosine sont 

impliquées dans leur désensibilisation et leur internalisation 430, 431. Ce phénomène a été 

démontré pour les quatre sous-types de récepteurs à l’adénosine 432-434. La désensibilisation 

réduit l’activité des récepteurs et joue un rôle dans la durabilité, l’intensité et la qualité du 

signal. Chaque récepteur à l’adénosine a une régulation propre : A1AR est difficilement 

phosphorylé, d’où son internalisation très lente et sa demi-vie d’environ sept heures ; en 

revanche, le phénomène dure moins d’une heure pour les récepteurs A2aAR et A2bAR, et 

seulement quelques minutes pour A3AR. Par ailleurs, la désensibilisation d’A3AR est si 

rapide qu’elle équivaut à un blocage du récepteur par un antagoniste 435. 

 

2.2 Le récepteur à l’adénosine A1 

 

Le récepteur A1 à l’adénosine est fortement exprimé dans le cerveau (cortex, 

cérébellum, hippocampe) et les cardiomyocytes 436.  

 

Le récepteur A1 a été le plus étudié et le mieux caractérisé dans le système 

cardiovasculaire, surtout dans des modèles de souris transgéniques. L’élimination du 

récepteur A1 dans un modèle de souris knock-out n’a pas d’effet en conditions physiologiques 

normales. Cependant, la souris dépourvue d’A1AR résiste moins aux dommages causés en 

cas d’ischémie-reperfusion myocardique 437, 438, contrairement aux souris surexprimant A1AR 
439, 440. De même, en phase de conditionnement pré-ischémique, le récepteur A1 est activé 

dans les tissus rénaux et cérébraux afin de prévenir les dommages liés au phénomène 

d’ischémie-reperfusion 441, 442. La stimulation d’A1AR favorise l'ouverture des canaux 

potassiques. Ceci résulte, au niveau cardiaque, en une diminution du rythme, de la 

contractilité et de la conduction cardiaques, ainsi qu’en une réduction de l’excitabilité 

neuronale et de la libération de neurotransmetteurs. L’utilisation d’agonistes d’A1AR permet 

de diminuer la fréquence cardiaque et la contractilité atriale, ce qui entraine un retour à la 

normale du rythme cardiaque chez les patients souffrant de tachycardie supraventriculaire 

paroxystique 443.  
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Des antagonistes d’A1AR  sont étudiés dans le traitement de l’anxiété, la démence ou 

de la dépression 444. La perte d’A1AR chez la souris knock-out entraîne des signes 

d’hyperalgie 445, alors que l’utilisation d’agonistes d’A1AR chez des patients limite la douleur 

causée par des migraines en limitant la vasoconstriction 446. Les neutrophiles humains 

expriment A1AR à leur surface, ce qui facilite leur chimiotactisme et leur adhésion à 

l’endothélium 447. En cas de dommages pulmonaires, A1AR semble avoir un rôle protecteur 

en limitant le phénomène de remodelage et d’inflammation 448. Les agonistes d’A1AR sont 

également considérés comme des candidats potentiels dans le traitement de l’obésité due à 

une résistance à l’insuline 365. 

 

Comme analogue de l’adénosine, le CPA (N6-cyclopentyladénosine) est un  exemple 

d’agoniste avec une forte puissance et une grande sélectivité pour A1AR et la molécule 

DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine) montre une activité antagoniste sélective pour 

ce récepteur (Tableau 2 page 100). 

 

2.3 Le récepteur à l’adénosine A2a 

 

Le récepteur A2a, surtout présent dans le striatum et le tubercule olfactif 449, est 

également distribué dans les organes périphériques 436, 450.  

 

L’activation d’A2aAR est vasodilatatrice 451 et inhibe l’agrégation plaquettaire ; ses 

agonistes sont donc des agents antithrombotiques potentiels suite à un infarctus du myocarde 
452. Cet effet est donc bénéfique en cas d’ischémie myocardique et permet aussi de contribuer 

à améliorer le flux coronaire 453. La réduction des dommages tissulaires causés par le 

phénomène d’ischémie-reperfusion myocardique est aussi dépendante de l’activation 

d’A2aAR, qui conduit à l’inhibition de l’accumulation et de l’apoptose des neutrophiles au 

sein du tissu cicatriciel 454, 455. En annulant l’action des cellules immunitaires, l’activation 

d’A2aAR résulte en un effet anti-inflammatoire dans de nombreux tissus 456 : par exemple, en 

inhibant l’adhésion des neutrophiles à l’endothélium 457, 458 et la dégranulation par les 

mastocytes pulmonaires humains 459. L’A2aAR joue donc un rôle important dans la 

cardioprotection, puisque son activation en phase de conditionnement post-ischémique 

entraine une diminution de la réaction inflammatoire leucocytaire 460, 461. En effet, 

l’inflammation est une composante majeure du remodelage myocardique après ischémie-
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reperfusion et son inhibition par l’utilisation d’agonistes d’A2aAR permet d’améliorer la 

fonction cardiaque dans des modèles porcin et murin d’infarctus 462, 463. De plus, des modèles 

de souris transgéniques développant une dysfonction systolique ventriculaire gauche suite à la 

surexpression de TNF-α voient l’expression du récepteur A2a diminuer de 50 % 464, ce qui 

montre le lien étroit entre l’expression de ce récepteur et la production de cytokines dans le 

cœur. Cependant, de récentes études dans des modèles d’ischémie myocardique chez le rat 

montrent des résultats contradictoires avec ceux obtenus sur les autres espèces : l’utilisation 

d’agonistes d’A2aAR en prétraitement à une ischémie est sans effet, alors qu’un prétraitement 

avec des antagonistes communs à A2a et A2b bloque l’effet cardioprotecteur dû au récepteur 

A1 465.  

 

L’élimination du récepteur A2a chez la souris knock-out entraîne une augmentation de 

l’anxiété, de l’agressivité et de la pression sanguine 466, ainsi qu’une augmentation de la 

réponse aux stimuli inflammatoires 367. De plus, le blocage d’A2aAR a un effet antidépresseur 

suggérant que l’utilisation de ses antagonistes pourrait s’avérer utile dans le traitement de la 

dépression 467. L’inactivation d’A2aAR protège contre les dommages neuronaux dus à une 

ischémie cérébrale 468, 469. Cependant, chez la souris nouveau-née, la délétion d’A2aAR 

augmente les dommages cérébraux consécutifs à une ischémie 470. De plus, l’utilisation 

d’agonistes d’A2aAR protège les tissus périphériques, en particulier les reins, suite à une 

ischémie 378, 471. Le récepteur A2a semble être responsable du phénomène d’excitation due à 

la caféine 472. Sur des lignées cellulaires de mélanome, la voie de l’apoptose est induite par la 

stimulation d’A2aAR 373. 

 

Un des agonistes sélectifs pour le récepteur A2a est le CGS 21680 (2-p-(2-

Carboxyéthyl) phénéthylamino-5-N-éthylcarboxamidoadénosine) et le plus puissant 

antagoniste est le SCH 58261 (7-(2-phényléthyl)-5-amino-2-(2-furyl)-pyrazolo-[4,3-e]-1,2,4-

triazolo[1,5-c]pyrimidine) (Tableau 2 page 100). 

 

2.4 Le récepteur à l’adénosine A2b 

 

Le récepteur à l’adénosine A2b est distribué dans l’ensemble du corps mais en faible 

densité 436, 473, 474.  
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Les modèles de souris knock-out pour ce récepteur présentent une faible mais 

significative augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires en conditions 

basales 475. Des modèles avec des délétions ciblées d’A2bAR pour des cellules comme les 

macrophages ou les cellules musculaires lisses ont également vu le jour, mettant en évidence 

son rôle protecteur contre l’inflammation 475 , 476. Son expression dans le rein et dans des 

lignées de cellules rénales laisse supposer une implication dans la croissance et la 

prolifération cellulaires 477, 478. La dégranulation de mastocytes humains et canins étant due à 

l’activation d’A2bAR 370, 479, l’utilisation d’antagoniste d’A2bAR dans le traitement de 

l’asthme est alors devenue une cible thérapeutique potentielle 480. Le développement 

d’antagonistes d’A2bAR est aussi envisagé dans le traitement du diabète, car l’utilisation 

d’agonistes non spécifiques des récepteurs à l’adénosine augmente la production de glucose 

chez les hépatocytes de rats via le récepteur A2b 481. Le récepteur A2b est impliqué dans le 

remodelage du tissu pulmonaire après réaction inflammatoire 482. La stimulation d’A2bAR 

supprime la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages de souris traités 

par l’INFγ, ils sont désactivés 483. Le remodelage myocardique délétère est limité par 

l’utilisation de la voie d’A2bAR 484, 485. 

 

Bien que son affinité pour le NECA (5-(N-éthylcarboxamido) adénosine) soit 

relativement élevée, il n’existe pas d’agoniste sélectif pour le récepteur A2b. En revanche, la 

molécule MRS 1754 (8-[4-[((4-Cyanophényl) carbamoylméthyl) oxy] phényl]-1,3-di (n-

propyl) xanthine) est un antagoniste sélectif pour le récepteur A2b (Tableau 2 page 100). 

 

2.5 Le récepteur à l’adénosine A3 

 

Le récepteur A3 diffère des autres récepteurs par sa répartition dans les tissus et sa 

pharmacologie très variables entre les espèces 486, 487.  

 

L’activation du récepteur A3 peut provoquer une résistance à l’ischémie et induire un 

phénomène de cardioprotection 395, 488, 489. En effet, après ischémie-reperfusion, l’activation 

d’A3AR semble avoir des effets bénéfiques à la fois en phase de conditionnements pré-et 

post-ischémiques dans les modèles humains et animaux 15, 490. Chez le lapin et le chien, 

l’activation d’A3AR confère une protection contre l’ischémie myocardique après réperfusion 
491 , 492, 493. La surexpression d’A3AR chez la souris à un effet identique 494, cependant si elle 
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est trop importante, elle peut conduire au développement d’une cardiomyopathie 495. Les 

résultats obtenus sur les modèles de souris knock-out pour A3AR sont très contrastés. De 

façon étonnante, une souris avec une délétion globale pour A3AR possède aussi une 

résistance aux dommages causés par l’ischémie myocardique 496-498. L’hypothèse étant que les 

mastocytes, qui sont les cellules exprimant le plus A3AR dans le tissu myocardique, ne 

peuvent plus s’activer par dégranulation via A3AR et ainsi provoquer une réaction 

inflammatoire qui endommagerait le myocarde. Ces résultats corroborent aussi ceux selon 

lesquels l’activation d’A3AR serait délétère et induirait l’apoptose cardiomyocytaire chez le 

rat et conduirait ainsi à endommager le tissu cardiaque 498, 499. Une même étude chez la souris 

knock-out avec activation et délétion d’A3AR montre des propriétés analogues 500, cependant, 

les résultats suggèrent un phénomène de mécanisme compensatoire avec les autres récepteurs 

à l’adénosine. Le niveau d’expression du récepteur A3 étant faible dans les cardiomyocytes, 

son effet délétère ou cardioprotecteur est susceptible d’être véhiculé de manière indirecte, par 

exemple par la modulation des cellules immunitaires où il est fortement exprimé. Une étude 

plus récente sur un modèle de souris knock-out pour A3AR ne montre aucune tolérance suite 

à une ischémie myocardique, de plus elle révèle que l’effet cardioprotecteur d’une activation 

par des agonistes d’A3AR suite à un infarctus n’est pas dû aux mastocytes 501. Dans le 

processus inflammatoire, l’activation d’A3AR permet de diminuer la production d’IL-6 mais 

pas de TNF-α par les cardiomyocytes de rat 502, 503. 

 

Dans les désordres inflammatoires, l’A3AR est impliqué dans la réaction allergique 

chez la souris où son activation favorise la dégranulation des mastocytes 504, 505. Bien que, 

comme expliqué précédemment, le récepteur A2b soit connu pour induire l’activation de 

l’adénosine des mastocytes humains et canins, un rôle du récepteur A3 ne peut être totalement 

écarté 479, 506. De plus, l’ARNm du récepteur A3 est présent, bien qu’à de faibles 

concentrations, dans les mastocytes de poumon humain, ce qui ne permet pas d’exclure 

l’hypothèse que le récepteur A3 soit impliqué dans l’activation du mastocyte par l’adénosine 
507. Les études effectuées sur des souris dépourvues d’A3AR démontrent un rôle clef pour ce 

récepteur dans l’inhibition de la dégranulation des neutrophiles induite par LPS ou TNF-α 508, 

509. De plus, l’A3AR influencerait la migration et le chimiotactisme des neutrophiles en 

fonction de la concentration d’ATP extracellulaire dans les interactions neutrophiles-

endothélium 510. Chez la souris, le récepteur A3 est impliqué dans la régulation du flux 

coronaire et dans le contrôle de la pression intraoculaire 340, 368, et l’emploi d’antagonistes 

sélectifs ou la délétion d’A3AR protège contre l’insuffisance rénale 511. Chez le chat, l’emploi 
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d’agonistes d’A3AR protège contre l’apoptose et les dommages des tissus pulmonaires après 

reperfusion 512. Bien qu’il soit faiblement exprimé dans le tissu cérébral 436, 513, le récepteur 

A3 activé affaiblit le système locomoteur de la souris 514, cependant l’administration 

chronique d’agonistes spécifiques protège contre les dommages d’une ischémie cérébrale 

chez la gerbille 515. L’activation du récepteur A3 dans les lignées cellulaires cancéreuses joue 

un rôle dans le cycle cellulaire, néanmoins elle est paradoxale car elle induit ou atténue le 

phénomène d’apoptose 372, 373, 516. Se servir du récepteur A3 comme cible dans des traitements 

anticancéreux est donc à prendre avec précaution. 

 

L’IB-MECA (1-Déoxy-1-[6-[((3-Iodophényl)méthyl)amino]-9H-purin-9-yl]-N-méthyl 

-β-D-ribofuranuronamide) est un agoniste puissant et sélectif d’A3AR et le PSB 10 (8-éthyl-

1,4,7,8-tétrahydro-4-méthyl-2-(2,3,5-trichlorophényl)-5H-imidazo [2,1-i] purin-5-one mono 

hydro chloride) est un de ses antagonistes sélectifs (Tableau 2 page 100). 

 

3 Synthèse 

 

L’adénosine est une molécule ubiquitaire, dont la demi-vie est inférieure à une 

seconde. Cependant, sa concentration extracellulaire augmente au niveau vasculaire ou 

interstitiel lors d’une ischémie, d’une inflammation ou d’une occlusion veineuse due à un 

exercice physique. Cela lui confère des propriétés protectrices au niveau des tissus, en 

particulier dans la cardioprotection après ischémie myocardique, même si les mécanismes qui 

en résultent sont encore mal définis. La déphosphorylation de l’AMP par l’ecto 5’ 

Nucléotidase est considérée comme la principale source d’adénosine interstitielle dans un 

tissu hypoxique.  

 

L’adénosine possède quatre récepteurs : A1, A2a, A2b et A3, qui sont couplés aux 

protéines G. Leur stimulation par l’adénosine engendre des mécanismes divers et complexes 

au niveau cardiovasculaire. Ainsi A1AR est impliqué dans les effets bénéfiques du 

conditionnement pré-ischémique et la diminution du rythme cardiaque ; A2aAR est 

vasodilatateur, il favorise à la fois le conditionnement post-ischémique et la réponse 

inflammatoire dans le cœur ; A2b possède des propriétés vasodilatatrice ;  et enfin, A3AR 

répond positivement aux deux types de conditionnements pré- et post-ischémique. 
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Les propriétés de l’adénosine en termes de cardioprotection font de cette molécule un 

agent thérapeutique de choix dans le traitement des pathologies cardiovasculaires et dans le 

développement d’agonistes et d’antagonistes spécifiques de ses récepteurs dans le domaine de 

la pharmacologie.  
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1 Culture cellulaire 

 

Les réactifs ont été acquis chez Sigma-Aldrich (Bornem, Belgique), sauf mention 

contraire. 

 

Les cellules primaires ainsi que les lignées de cellules utilisées pour les manipulations 

sont cultivées dans du milieu de culture identique au milieu « complet » (voir composition 

ultérieurement) mais supplémenté avec 1 % de sérum de veau fœtal (SVF ; Eurobio, Les Ulis, 

France) décomplémenté, car le SVF contient la protéine MMP-9 qui pourrait interférer avec 

nos résultats expérimentaux. 

 

Pour chaque condition expérimentale, des surnageants de culture dépourvus de cellules 

sont prélevés puis conservés avec des inhibiteurs de protéases et de l’albumine sérique bovine 

(BSA) à 0,2 % en concentration finale, afin de prévenir la dégradation de la MMP-9 517. Les 

cellules sont lysées dans du TriReagent™ afin d’extraire les ARN totaux. Les échantillons 

sont stockés à – 80 °C jusqu’à utilisation.  

 

La cytotoxicité de chaque traitement est vérifiée à l’aide du Cytotoxicity Detection Kit 

(Roche, Vilvoorde, Belgique), où l’activité de l’enzyme lactate déshydrogénase (LDH), 

relarguée dans le surnageant en cas de rupture de la membrane cellulaire, est mesurée. Aucun 

des traitements employés ne s’est avéré cytotoxique. 

 

Afin de s’assurer que les manipulations ont été réalisées dans des conditions 

dépourvues d’endotoxines contaminante pouvant activer le TLR4, chaque solution ou réactif 

employés ont été testés par le kit E-TOXATE®. 
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1.1 Lignée promonocytaire THP-1 

 

1.1.1 Mise en culture 

 

Les cellules THP-1 (American Type Culture Collection, Middlesex, UK) sont issues 

d’un patient souffrant d’une leucémie monocytaire aiguë. Nous les avons donc utilisées à titre 

de modèle d'une cellule monocytaire. Le temps de doublement de ces cellules est court, 

environ 26 heures. Ce sont des cellules qui restent en suspension sous forme de monocytes, et 

qui deviennent adhérentes une fois différenciées en macrophages après 48 heures d’un 

traitement avec 150 nM de phorbol myristate acétate (PMA).  

 

Les cellules de la lignée monocytaire THP-1 sont mises en culture dans un incubateur 

à 37 °C et 5 % CO2. Elles sont amplifiées dans un milieu de culture usuel : RPMI 1640 

contenant 2 mM d’ultraglutamine (Lonza, Bruxelles, Belgique) supplémenté avec 1 % de 

pénicilline-streptomycine (Lonza), 1 % de solution d’acides aminés non essentiels (Lonza), 

1 % de pyruvate de sodium (Lonza) et 10 % de SVF, ce milieu est dit « complet ». Le milieu 

de culture est renouvelé tous les 2 jours.  

 

1.1.2 Manipulations effectuées sur les cellules THP-1 

 

1.1.2.1 Traitements 

 

Les THP-1 sous forme monocytaire sont prétraités 15 minutes avec différentes 

molécules avant leur différenciation en macrophages par 150 nM de PMA pendant 48 heures : 

10 µM d’EHNA, de l’adénosine (0,01 à 100 µM), des agonistes ou antagonistes de l’Ado (0,1 

à 10 µM) (Tableau 2 page 100), 10 µM de DIP. Les conditions contrôles ont été réalisées en 

présence d’un prétraitement de 0,3 % de diméthyl sulfoxyde (DMSO), qui est le solvant de 

reconstitution de l’EHNA. Les THP-1 différenciés en macrophages après 24 heures sont aussi 

stimulés durant 24 heures supplémentaires avec 100 ng/mL de lipopolysaccharide (LPS), 10-7 

M de N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), 10 µg/ml d’acide hyaluronique (HA), 
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10 µg/ml d’héparane sulfate (HS) ou en milieu hypoxique grâce à l’utilisation du sytème 

anaérobie GasPak 518 (GasPak 100/GasPak-Pouch, avec dégagement de 15 % CO2 en 24 

heures ; BD Biosciences, Erembodegem-Aalst, Belgique). 

 

1.1.2.2 Transfection et ARN interférants 

 

Nous avons utilisé la technique de Nucléofection® pour effectuer des transfections 

transitoires sur nos cellules. Les autres techniques de transfection plus classiques utilisant par 

exemple des vecteurs lipidiques ne donnant pas d’efficacité satisfaisante. Le principe de la 

Nucléofection® est de transférer un vecteur d’expression (siARN, plasmide…) au cœur du 

noyau des cellules par électroporation. L’appareillage utilisé est le Nucleofector® (Amaxa Inc., 

Allemagne). Cet appareil possède des programmes électriques adaptés à nos types cellulaires 

qui, couplés à des tampons spécifiques de nos cellules, favorisent la pénétration de nos 

vecteurs d’intérêt en limitant la mort cellulaire. 

 

Les transfections transitoires s’effectuent sur des cellules THP-1 sous forme 

monocytaire. Elles sont accomplies grâce au NucleofectorTM et au kit NucleofectorTM solution 

V (Amaxa Inc., Cologne, Allemagne), selon les recommandations du fournisseur. Les cellules 

sont transfectées avec 1,4 µg de siARN correspondant au transcrit de chaque récepteur à 

l’adénosine. Les conditions de contrôle sont effectuées sur des cellules subissant la 

Nucléofection® sans être mises en présence de siARN.  

 

48 heures après transfection, l’inhibition des transcrits codants pour nos gènes 

d’intérêt par les siARNs est maximale. C’est à ce moment qu’est effectué le prétraitement de 

15 minutes avec le solvant de l’EHNA ou 10 µM d’Ado/EHNA, suivi de la phase de 

différenciation de 48 heures par le PMA.  

 

Pour la synthèse de siARN spécifiques de la forme humaine des récepteurs à 

l’adénosine, nous avons utilisé la banque de siARN Qiagen (Venlo, Pays-Bas). Nous avons 

sélectionné des séquences cible de l’ARNm codant pour les récepteurs à l’adénosine et obtenu 

les siARNs suivants : siARNs A2a, 5’-CAGGAGTGTCCTGATGATTCA-3’ ; siARN A2b, 

5’-CACGTATCTAGCTAATATGTA-3’ et siARN A3, 5’-CCCTATCGTCTATGCCTATAA  

-3’. 
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1.1.2.3 Migration cellulaire  

 

La capacité migratoire des THP-1 sous forme monocytaire a été étudiée à l’aide d’un 

système Transwell® avec des pores membranaires de 5 µm en plaque 24 puits (Corning®, 

Bornem, Belgique). Les membranes sont recouvertes avec une solution de gélatine B à 2 % 

(Sigma) et séchées à température ambiante pendant 2 heures. Une solution à 10 ng/ml de 

Monocyte Chemoattractant Protein (MCP)-1 (PeproTech., Londres, UK) est disposée dans le 

compartiment inférieur du Transwell®, afin d’attirer les cellules déposées dans sa partie 

supérieure. 

 

Les THP-1 sous forme monocytaire sont cultivés 24 heures dans un milieu dépourvu 

de sérum et d’antibiotiques en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA. Les cellules sont 

ensuite incubées 30 minutes avec ou sans les inhibiteurs de MMPs : l’inhibiteur synthétique 

GM6001 (10 nM ou 1 µM) ou l’inhibiteur endogène de la MMP-9, TIMP-1 (10 ng/ml, R&D 

Systems™, Oxon, UK) ; avant d’être ensemencées à raison de 7,5x104 cellules par puits. 

Après 24 heures de migration, les cellules ayant traversé la membrane sont récoltées et lysées. 

Leur contenu en acides nucléiques est ensuite coloré avec le CyQuant GR® dye (Invitrogen, 

Merelbeke, Belgique) pendant 15 minutes. La fluorescence est mesurée par le lecteur de 

microplaque POLARstar Optima (BMG Labtech, Champigny sur Marne, France) avec une 

longueur d’onde d’excitation de 492 nm et une longueur d’onde d’émission de 520 nm. 

L’intensité de la fluorescence est proportionnelle au nombre de cellules ayant traversé la 

membrane du Transwell®. 

 

1.2  Isolement et traitements des neutrophiles primaires humains 

 

1.2.1 Purification des neutrophiles primaires humains 

 

Les neutrophiles primaires humains sont isolés à partir du sang total de volontaires 

sains prélevé dans des tubes héparinés par la technique d'isolement classique basée sur la 

sédimentation du Dextran/Ficoll. Le gradient de Ficoll (Lymphoprep de MP Biomedicals, 

Illkirch, France) permet de séparer les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC 
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pour peripheral blood mononuclear cells) des neutrophiles. Le sang frais est dilué dans du 

tampon salin phosphate (PBS pour phosphate buffered saline, Lonza) avec Ca2+ et Mg2+ (1/1, 

V/V), le Ficoll est ensuite ajouté puis l’ensemble est centrifugé à 400 x g pendant 30 minutes 

à température ambiante. L’anneau formé par les PBMC, le plasma et les résidus de Ficoll sont 

éliminés. Le culot restant contient les globules rouges et les neutrophiles est traité par une 

solution à 1 % de Dextran 500 (Amersham Biosciences Diegem, Belgique) et 0,85 % de NaCl, 

dilué dans du milieu RPMI (« complet » sans sérum), afin d’isoler les neutrophiles. La 

sédimentation des cellules a ensuite lieu pendant une heure à 4 °C. Le surnageant est récupéré, 

dilué au demi avec du milieu RPMI (« complet » sans sérum), puis centrifugés 10 minutes à 

200 x g à 4 °C. Un choc osmotique est effectué afin de lyser les globules rouges : le culot est 

resuspendu dans de l’eau stérile à 4 °C pendant 10 secondes, puis la suspension est transvasé 

dans une solution de NaCl (0,43 M) diluée dans du PBS. L’ensemble est centrifugé 10 

minutes à 200 x g à 4 °C. Cette étape peut être répétée si les globules rouges sont encore 

présents. Le culot cellulaire contenant les neutrophiles est alors resuspendu dans du milieu 

« complet ». La suspension de neutrophiles est quantifiée en présence de bleu trypan et les 

cellules sont reprises dans du milieu « complet » à la densité souhaitée.Après purification, les 

cellules sont incubées pendant 2 heures dans du milieu « complet », afin de prévenir une 

éventuelle activation. 

 

La pureté des cellules est supérieure à 93 % et a été déterminée par l’utilisation 

d’anticorps anti-CD16 pour neutrophiles (Immunotools, Friesoythe, Allemagne) avec le 

cytomètre BD FACSCantoTM (BD Biosciences). La viabilité cellulaire est supérieure à 98 % 

et est estimée par un comptage au bleu trypan.  

 

1.2.2 Traitements des neutrophiles primaires humains 

 

Les neutrophiles sont prétraités pendant 5 minutes par différentes molécules comme 

l’Ado (de 0,01 à 25 µM), ses analogues : des agonistes (0,1 à 100 nM) ou des antagonistes (1 

à 100 nM) (Tableau 2 page 100), le DIP (100 µM) ou l’ITU (100 µM). Les cellules sont 

ensuite stimulées par la fMLP (10-7 M), le LPS (10 ng/mL), ou l’H2O2 (10 mmol/L) pendant 

15 minutes (conditions H2O2 et fMLP), ou 2 heures (condition LPS).  
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Pour les expériences de Nucléofection®, les neutrophiles sont transfectés avec 1,4 µg 

de siARN selon les recommandations du fournisseur. Les conditions de contrôle sont 

effectuées sur des cellules subissant la Nucléofection® sans être mises en présence de siARN. 

Les cellules sont incubées 48 heures avant un prétraitement par l’Ado suivi d’une stimulation 

par la fMLP. 

 

1.3 Isolation de monocytes et culture de macrophages humains 

 

1.3.1 Prélèvements sanguins 

 

Avant tout prélèvement, les patients atteints d’IM signent un consentement éclairé 

nous permettant d’utiliser leur sang pour la recherche, conformément à la déclaration 

d’Helsinki. Le prélèvement s’effectue au moment de la reperfusion mécanique après infarctus. 

Nous avons également utilisé du sang provenant de patients souffrant d’hémochromatose 

recueilli lors de leur saignée. Les grandes quantités de sang (250-500 ml) obtenues pour un 

patient nous ont permis de réaliser des expériences nécessitant un nombre important de 

cellules. Ces patients signent également un consentement éclairé. 

 

1.3.2 Purification des monocytes 

 

1.3.2.1 Isolement des cellules mononucléaires du sang périphérique 

 

Les PBMC sont isolées stérilement à partir de sang total humain provenant des 

patients ou des volontaires sains par gradient de Ficoll en tubes Leucosep (Greiner, Wemmel, 

Belgique). Ce système permet de séparer les globules rouges des PBMC et du plasma grâce à 

une membrane poreuse placée dans le tube. Le Ficoll est centrifugé 1 minute à 200 x g puis 

30mL de sang total sont déposés et centrifugés à 400 x g pendant 30 minutes à température 

ambiante. Les PBMC qui forment un anneau fin à l’interface du Ficoll et du plasma au-dessus 

de la membrane sont collectés. Ensuite, ils sont rincés avec du PBS contenant des ions Ca2+ et 

Mg2+ (Lonza, Belgique) puis centrifugés 15 minutes à 200 x g à 15 °C. Les culots sont 
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resuspendus dans du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ (Lonza) avec 2 mM d’EDTA (Sigma, 

Allemagne), puis centrifugés 15 minutes à 200 x g à 10 °C. Les culots sont alors resuspendus 

dans du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ avec 2 mM d’EDTA et 0,5 % de sérum de veau fœtal SVF et 

cette suspension de PBMC est quantifiée en présence de bleu trypan. Les cellules sont ensuite 

centrifugées 15 minutes à 200 x g à 10 °C. Les PBMC sont repris dans du PBS sans Ca2+ ni 

Mg2+ avec 2 mM d’EDTA et 0,5 % de SVF en vue de la sélection des monocytes et 

conservées à 4 °C. 

 

1.3.2.2 Isolement des monocytes par sélection négative 

 

L’isolement des monocytes est réalisé stérilement par sélection magnétique indirecte 

grâce au kit Monocyte Isolation kit II (Miltenyi, Royaume-Uni). Dans un premier temps, les 

PBMC sont mis en présence de Fc Blocking Reagent (saturation des récepteurs Fc de surface 

des cellules, inhibition de fixation non spécifique du mélange d’anticorps biotinylés ajouté par 

la suite) et d’un mélange d’anticorps biotinylés (anti-CD3 et anti-CD7 marqueurs des 

lymphocytes T, anti-CD16 marqueur des neutrophiles, anti-CD19 marqueur des lymphocytes 

B, anti-CD56 marqueur des cellules NK, anti-CD123 marqueur des cellules progénitrices, 

granulocytes et mégacaryocytes et glycophorine qui permet de retenir les globules rouges). 

Dans un second temps, les PBMC sont mis en présence d’un anticorps anti-biotine couplé à 

des microbilles magnétiques. La suspension cellulaire est ensuite déposée sur une colonne 

magnétique placée sur un aimant. Les monocytes, non marqués, sont élués par 3 lavages 

successifs au PBS sans Ca2+ ni Mg2+ avec 2 mM d’EDTA et 0,5 % de SVF puis centrifugés 

10 minutes à 300 x g à 4 °C. Le culot est resuspendu en milieu « complet ». Les cellules sont 

ensuite numérées puis ensemencées à la densité désirée dans du milieu RPMI contenant les 

mêmes additifs que le milieu mais « complet » avec seulement 1 % de SVF. 

 

La pureté des cellules est supérieure à 90 % et a été déterminée par l’utilisation 

d’anticorps anti-CD14 pour monocytes (BD Biosciences) avec le cytomètre BD 

FACSCantoTM (BD Biosciences). La viabilité cellulaire est supérieure à 98 % et est estimée 

par un comptage au bleu trypan. Le rendement obtenu est généralement un million de 

monocytes pour 10 ml de sang purifié. 
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1.3.3 Culture et traitements des macrophages primaires humains 

 

Après purification, les monocytes primaires humains sont différenciés en macrophages 

avec un traitement de 50 ng/mL de facteur de stimulation des colonies macrophagiques (M-

CSF pour macrophage-colony stimulating factor) pendant 7 jours.  

 

Les macrophages sont traités pendant 15 minutes, 6 ou 24 heures avec du DMSO (le 

solvant de l’EHNA) ou 10 µM d’Ado/EHNA. Ils peuvent aussi être stimulés 24 heures avec 

100 ng/mL de LPS après le prétraitement Ado/EHNA. 
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2 Étude de l’expression des transcrits d’intérêt 

 

Toutes les manipulations sont réalisées en environnement dépourvu de toute trace de 

RNases et DNases. 

 

2.1 Extraction des ARN totaux 

 

2.1.1 A partir de sang total 

 

L’instabilité de l’ARN constitue un  problème lors du prélèvement du sang humain. La 

société PreAnalytiX™ a développé un système permettant de prélever, stabiliser, conserver et 

transporter du sang total humain sans risque de dégradation. Les tubes PAXgene® Blood RNA 

(PreAnalytix™, Frankin Lakes, USA) contiennent des réactifs spécifiques protégeant les 

molécules d’ARN de la dégradation par les RNases et minimisant l’induction de l’expression 

de gènes. Les tubes PAXgene® Blood RNA ont été développés pour le prélèvement de 2,5 ml 

de sang humain et pour la stabilisation d’ARN jusqu’à 3 jours à une température entre 18 et 

25 °C ou jusqu’à 5 jours entre 2 et 8 °C. Des données récentes démontrent une stabilisation de 

l’ARN d’au moins 6 mois quand le sang est conservé à – 20°C ou – 80°C. Ainsi, le 

prélèvement sanguin des patients peut être effectué 24 heures sur 24 et 7 jours sur 7. 

 

Le kit PAXgene® Blood RNA (Qiagen) a été développé pour la purification d’ARN 

total à partir de sang humain prélevé dans le tube PAXgene® Blood RNA. La purification 

commence par une étape de centrifugation pour sédimenter les acides nucléiques. Le culot est 

lavé et remis en suspension, puis incubé dans un tampon contenant de la protéinase K pour 

digérer les protéines. Une étape de centrifugation additionnelle à travers les colonnes 

PAXgene® Shredder est réalisée pour homogénéiser le lysat cellulaire. Le surnageant est 

mélangé à de l’éthanol et déposé sur une colonne PAXgene® RNA. Au cours d’une courte 

étape de centrifugation, l’ARN est adsorbé à la membrane à base de gel de silice, alors que les 

contaminants résiduels sont éliminés au cours d’étapes de lavage. La membrane est traitée 

avec de la DNase I afin de supprimer toute trace d’ADN, et l’ARN est ensuite élué. L’ARN 
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obtenu est purifié et concentré au moyen du kit RNeasy MinElute® (Qiagen) se basant sur le 

principe de la chromatographie d’adsorption.  

 

La quantité et la qualité de l’ARN ainsi extrait sont évaluées par spectrophotomètrie 

UV-visible, grâce au Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Rockland, USA). Le 

contrôle de l’intégrité des échantillons est réalisé grâce au Bioanalyzer®. Le principe du 

Bioanalyzer® d’Agilent Technologies (Belgique) est la microphorèse capillaire sur puce d’un 

échantillon dans un gel contenant un fluorochrome. Les différents ARN présents dans chaque 

échantillon sont séparés selon leur taille, et l’intensité de leur fluorescence est comparée à un 

marqueur standard. 

 

2.1.2 A partir des cellules cultivées in vitro 

 

Les ARN totaux des cellules sont extraits à l’aide du TriReagent™ et du kit RNeasy 

mini (Qiagen), avec digestion à la DNase I (Qiagen) sur colonne de silice, selon les 

recommandations du fournisseur. Leur quantification se fait avec un spectrophotomètre 

UV/Visible : le NanoDrop ND-1000.  La vérification de leur intégrité se fait sur gel 

d’agarose en présence de bromure d’éthidium.  

 

Au temps optimal de chaque expérimentation, les cellules sont lysées dans 1 mL de 

TriReagentTM (préserve les ARN des dégradations par les RNases) et stockées à –80 °C 

jusqu’à extraction de l’ARN. Les échantillons sont décongelés sur glace, puis placés 5 min à 

température ambiante. Ils sont vortexés vigoureusement pendant 15 sec après ajout de 200 µL 

de chloroforme par mL de TriReagentTM. Ils sont incubés pendant 10 min à température 

ambiante, puis centrifugés à 15 000 x g 15 minutes, à 4 °C. La phase aqueuse est récupérée et 

un volume équivalent d’éthanol 70 % (Merck, Overijse, Belgique) est additionné. Le mélange 

est inversé plusieurs fois, puis déposé sur une colonne RNeasy placée dans un tube collecteur 

de 2 mL. Les ARN fixés sur la colonne sont lavés successivement par 700µL de tampon RW1, 

riche en sels, puis par du tampon RPE, afin d’éliminer au mieux les sels, protéines et les 

éventuels contaminants d’après les instructions du fournisseur. Après élution dans 30 µl d’eau 

dépourvue de RNase et DNase (Invitrogen), les ARN totaux sont dénaturés à 65 °C pendant 5 
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minutes, puis placés rapidement sur la glace pour éviter leur renaturation. Les ARN extraits 

sont congelés aliquotés à – 80 °C jusqu’à utilisation. 

 

Afin de contrôler leur pureté et de les quantifier, chaque échantillon a été dosé à l’aide 

du NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer. Trois densités optiques (DO) sont mesurées : 

230 nm, 260 nm et 280 nm. La DO260 informe de la concentration en ARN de l’échantillon. 

La concentration en ARN est donnée par la formule suivante : 
 

[ARN] = A260× 40 µg/µl, où 40 est le coefficient d’extinction molaire de l’ARN 

 

Le ratio DO260/DO230 informe sur le contenu en sels de l’échantillon ; il est considéré 

comme correct s’il se situe entre 1,8 et 2. S’il est inférieur à 1,8 cela peut indiquer une 

contamination par la guanidine thiocyanate contenue dans les tampons d’extraction des ARN 

totaux. Le ratio DO260/DO280 établit la pureté de l’extraction ; elle sera considérée comme 

correcte si ce ratio se situe entre 1,8 et 2. S’il est inférieur à 1,8 cela peut indiquer une 

contamination par des protéines. 

 

La qualité des ARN est vérifiée par migration électrophorétique sur un gel d’agarose à 

1 % (0,3 g pour 30 mL de tampon Tris-base 90 mM, Borate 90 mM et EDTA 2,5 mM pH 8, 

Sigma), où 400 ng d’échantillons associés à un tampon de charge contenant du bromure 

d’éthidium et du bleu de bromophénol (50 µg/mL et 200 µg/mL respectivement) sont déposés 

afin d’évaluer leur dégradation (absence de traînées ou « smear ») et l’homogénéité de leur 

dilution (même intensité des bandes des ARN ribosomaux entre tous les échantillons et 

intensité double de l’ARN ribosomique 28 S par rapport au 18 S pour un même échantillon). 

Le gel est plongé dans du tampon Tris-Borate-EDTA à l’intérieur d’une cuve, où est appliqué 

le champ électrique. Toutes les molécules d’acides nucléiques (ADN, ARN) se comportent 

comme des anions migrant vers la cathode. Le gel d’agarose agit comme un tamis qui ralentit 

les molécules les plus grosses. La vitesse de migration des molécules est donc inversement 

proportionnelle à la taille des molécules. La migration se fait pendant 40 minutes à 80 Volts. 

La révélation des fragments après migration est possible grâce au bromure d’éthidium qui 

s’intercale entre les molécules et émet une fluorescence visible sous éclairage ultraviolet à 

305 nm. Les ARN sont visualisés en plaçant le gel sous rayonnement ultraviolet dans une 

station d’imagerie Kodak Gel Logic 2200 (Kodak, La Hulpe, Belgique).  

 



 124 

2.2 Rétrotranscription des ARN totaux 

 

L’étape de rétrotranscription ou transcription inverse des ARN totaux permet d’obtenir 

un ADN complémentaire (ADNc) simple brin à partir d’ARN, grâce à une enzyme, la 

transcriptase inverse. L’ADNc correspond, dans le cas d’ARNm rétrotranscrits, aux séquences 

codant pour les protéines. 

 

Pour ce faire, 1 µg d’ARN est préparé dans un volume de 8 µL d’eau dépourvue de 

RNase et DNase puis 11 µL d’un mélange réactionnel comprenant 4 µL de tampon RT 5X 

(250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2, Invitrogen, Belgique), 4 µL du 

mélange des 4 dNTPs (Invitrogen) à 2,5 mM, 1µL d’héxamères aléatoires à 0,2 µg/µL 

(Invitrogen) et 2 µL de DTT à 0,1 M (Invitrogen) sont ajoutés. Cette préparation est incubée 2 

minutes à 42 °C puis 1 µl de rétrotranscriptase Superscript II (Invitrogen) à 200 U/µl est 

ajoutée  pour un volume final de 20 µL. Le programme de rétrotranscription est effectué dans 

un thermocycleur (Biorad, Nazareth, Belgique) selon les cycles suivants : 1 cycle à 42 °C 

pendant 50 minutes (rétrotranscription des ARN totaux en ANDc), puis 1 cycle à 70 °C 

pendant 15 minutes afin de désactiver l’enzyme. Les ADNc obtenus sont placés à -20 °C 

jusqu’à utilisation en PCR quantitative. 

 

2.3 PCR quantitative en temps réel 

 

2.3.1 Choix des amorces 

 

Chaque échantillon d’ADNc (issus des ARNm) est utilisé pour une expérience de PCR 

avec des amorces spécifiques du transcrit à analyser. Ces amorces sont dessinées à l’aide du 

logiciel Beacon Designer (PREMIER Biosoft, Palo Alto, USA). Les critères de sélection sont 

multiples. La taille de l’oligonucléotide doit être comprise entre 18 et 22 pb. La distance entre 

les deux amorces (5’ et 3’) choisie pour amplifier une zone codante doit être comprise entre 

75 et 150 pb. Il faut également s’assurer qu’il n’y ait pas d’hybridation possible avec d’autres 

séquences (vérification sur Basic Local Alignment Search Tool, BLAST). Dans la mesure du 

possible, les couples d’amorces sont choisis de part et d’autre d’un intron afin d’éviter une 
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éventuelle amplification par de l’ADN génomique contaminant. Le rendement de l’extraction 

d’ARN et la qualité de la rétrotranscription pouvant varier d’un échantillon à l’autre, nous 

analysons les résultats par rapport à un gène de référence dont l’expression est constitutive et 

relativement stable pour les expériences menées au laboratoire.  

 

2.3.2 Principe de la réaction de PCR quantitative 

 

L’appareil permettant de réaliser cette technique est l’iCycler™ (BioRad). Au cours 

d’une PCR conventionnelle, le produit amplifié ou amplicon est détecté lors d’une analyse 

terminale (dépôt sur gel d’agarose en présence de bromure d’éthidium), c’est-à-dire une fois 

la réaction terminée. En revanche, la PCR quantitative en temps réel (qPCR) permet la 

détection des amplicons au fur et à mesure de la réaction. Cette technologie est basée sur la 

détection des produits d’amplification rendue possible grâce à l’incorporation d’une molécule 

fluorescente dans le mélange réactionnel : la quantification de l’émission de ce rapporteur 

fluorescent (ici le SYBR® Green, un agent intercalant de l’ADN double brin) est directement 

proportionnelle à la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR). Le SYBR® Green est fluorescent tant qu’il est lié à l’ADN double brin. 

 

La valeur Ct est définie comme le nombre de cycles auquel la courbe d’amplification 

atteint le seuil de fluorescence, situé dans la portion exponentielle de la courbe 

d’amplification. Ainsi, le Ct est d’autant plus faible que le transcrit est fortement exprimé. Les 

thermocycleurs utilisés sont équipés d’un dispositif de détection de fluorescence, lequel est 

contrôlé par un programme informatique qui quantifie et convertit le signal fluorescent en 

quantité d’amplicons. Cette technique peut également être utilisée pour mettre au point des 

amorces (détermination de la température optimale d’hybridation par gradient de température, 

réalisation de gamme de dilution). 

 

Le rendement de l’extraction des ARN et la qualité de la rétrotranscription pouvant 

varier d’un échantillon à l’autre, ces derniers sont aussi analysés pour un gène de référence (à 

expression constitutive stable) tel que les gènes codant pour la ß-actine ou la glycéraldéhyde-

3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), permettant de normaliser les taux d’ARN. Chaque 

produit d’ADN double brin est synthétisé à une température de fusion (Tm) spécifique, 
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définie comme étant la température à partir de laquelle 50 % de l’ADN est sous forme double 

brin et 50 % sous forme simple brin. Après le dernier cycle de PCR, la température est 

rapidement élevée à 95 °C pour dénaturer l’ADN double brin, puis elle est abaissée à la 

température de 55 °C ce qui provoque la reformation d’ADN double brin. La température est 

ensuite élevée lentement à 95 °C. La fluorescence est lue en continu pendant cette remontée : 

quand la température augmente, l’ADN double brin se dissocie, ce qui entraine la libération 

du SYBR Green dans le milieu et une diminution progressive de la fluorescence. Lorsque 

50 % de l’ADN double brin sont dissociés, la fluorescence chute brutalement, c’est à cette 

température que correspond la température de fusion du produit synthétisé. La température de 

fusion est obtenue en traçant la dérivée première négative de la fluorescence en fonction de la 

température : elle correspond au maximum de la courbe. Ceci nous permet de vérifier la 

spécificité de l’amplification lors de la qPCR (un pic correspond à un gène amplifié sans 

produit aspécifique). 

 

Les réactions de PCR quantitative en temps réel sont réalisées en microplaques 96 puits, 

dans un volume réactionnel de 20 µL, en duplicats. Chaque mélange réactionnel est composé 

de 4 µL d’ADNc dilué au 1/10ème dans de l’eau dépourvue de RNase et DNase, 16 µL d’un 

mélange contenant 300 nM d’amorces sens et antisens, et du SYBR® Green PCR MasterMix 

(Biorad™) de l’iTaq polymérase, des dNTPs, du SYBR® Green fluorescéine, KCl, Tris-HCl 

pH 8.4, et du MgCl2. Les échantillons sont incubés 3 minutes à 95 °C (Hot Start de l’iTaq 

Polymérase, nécessaire à son activation), puis 40 cycles de PCR sont effectués : une 

dénaturation de 30 secondes à 95 °C suivie d’une étape d’hybridation-élongation de 1 minute 

à la température spécifique du jeu d’amorces employé. 

Les séquences des amorces utilisées, ainsi que la température d’hybridation utilisée et 

leur efficacité de PCR, sont présentées dans le Tableau 3. 

 

L’exploitation des résultats de qPCR est réalisée avec la macro Excel Genex fournie par 

BioRad™. La β-actine est utilisée comme gène de référence. Les résultats sont normalisés par 

rapport à un échantillon contrôle ou à la quantité relative de β-actine. 
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Tableau 3 : Liste des amorces utilisées en PCR quantitative. 

 

Gène 
Numéro d’Accession 

Genbank 

Température   

d’hybridation 

(°C) 

Efficacité 

de PCR 
Séquences 

MMP-9 NM_004994 62 °C 106,6 % 
Sens 5’-AAC TAC GAC ACC GAC GAC-3’ 

Antisens 5’-CAG GCG GAG TAG GAT TGG-3’ 

CCR2 
 

NM_000648 
62 °C 108,3 % 

Sens 5’-CGA GAA GAA GAG GCA TAG G-3’ 

Antisens 5’-GCA GCA GTG AGT CAT CC-3’ 

A1AR 
 

NM_000674 
58 °C 106,9 % 

Sens 5’-GAC CTA CTT CCA CAC CTG-3’ 

Antisens 5’-TCA CCA CCA TCT TGT ACC-3’ 

 

A2bAR 

 

 

NM_000676 
60 °C 102,7 % 

Sens 5’-CTC CAT CTT CAG CCT TCT GG -3’ 

Antisens 5’-ACA AGG CAG CAG CTT TCA TT-3’ 

A2aAR NM_000675 64 °C 103,1 % 
Sens 5’-TCT TCA GTC TCC TGG CCA TC-3’ 

Antisens 5’-GGG ACC ACA TCC TCA AAG AG-3’ 

A3AR NM_000677 62 °C 100,5 % 

Sens 5’-TCA TCT GCG TGG TCA AGC-3’ 

Antisens 5’-CTG TAG AAG TGG ATT GTG ATG 

C-3’ 

TLR-4 NM_138554 60 °C 114,5 % 
Sens 5’-ATC CAG GTG TGA AAT CCA GAC-3’ 

Antisens 5’-AGG CTC CCA GGG CTA AAC-3’ 

CD14 NM_000591 56 °C 99,7 % 
Sens 5’-TAA AGC ACT TCC AGA G-3’ 

Antisens 5’-AAT CTT CAT CGT CCA G-3’ 

MD-2 

(LY-96) 
NM_015364 60 °C 97 % 

Sens 5’-TGC CGA GGA TCT GAT GAC’3’ 

Antisens 5’-ATT AGG TTG GTG TAG GAT GAC-

3’ 

β-actine NM_001101 60 °C 102,6 % 
Sens 5’-AGA AAA TCT GGC ACC ACA CC-3’ 

Antisens 5’-GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA-3’ 

 

RECK 

 

NM_021111 58 °C 108,4 % 
Sens 5’- GCC GTG ATG TAT GTG AAC-3’ 

Antisens 5’- GCA GCC TAA GCC AAC C-3’ 
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3 Biochimie des protéines 

 

3.1 Zymographie 

 

Le principe de cette analyse consiste en une séparation électrophorétique en conditions 

dénaturantes des MMPs dans un gel de polyacrylamide imprégné de gélatine. Les gélatinases 

MMP-2 et MMP-9 sont mises en évidence par leur capacité à dégrader leur substrat respectif : 

la gélatine A et la gélatine B, ce qui se traduit, après coloration de la gélatine par le bleu de 

coomasie puis décoloration, par des bandes blanches sur fond bleu 519. 

 

Les échantillons sont déposés sur gel de polyacrylamide-sodium dodécyl sulfate (SDS) 

8 % contenant 0,2 % de gélatines A et B, après avoir été dilués dans du tampon échantillon 

2X (1/100ème). Le SDS confèrent aux protéines une charge négaive suffisante qui leur permet 

de migrer uniquement en fonction de leur poids moléculaire pendant l’électrophorèse. Après 

une électrophorèse à 100 V pendant 2 heures, le gel est lavé dans un tampon de renaturation 

contenant 2,5 % de Triton X-100 permettant de remplacer le SDS, sous agitation lente 

pendant 3 fois 20 minutes à température ambiante. Cette opération, permet de renaturer les 

protéines en éliminant le SDS. Les gels sont ensuite incubés 24 heures à 37 °C dans un 

tampon Tris 0,5M, Brij 35 0,2 %, NaCl 2M, CaCl2 50 mM à pH 7.6, permettant la 

récupération de l’activité gélatinolytique des MMPs et la digestion des substrats. Les gels sont 

ensuite colorés avec une solution contenant 0,1 % de bleu de Coomassie G-250 (Biorad), 

10 % d’acide acétique (Merck) et 40 % de méthanol (Merck) (15 minutes sous agitation lente 

à température ambiante), puis décolorés avec une solution contenant 10 % d’acide acétique et 

30 % de méthanol (5 minutes sous agitation lente à température ambiante). Les MMPs sont 

détectées par des bandes claires sur fond bleu pouvant être quantifiées par densitométrie et 

témoignant de leur activité. Une autre utilité de la zymographie est de distinguer la forme 

zymogène de la forme active selon leurs poids moléculaires (utilisation de marqueurs de poids 

moléculaires). Enfin les gels sont conservés dans une solution contrastante (5 % glycérol 

(Merck), 10 % d’acide acétique) à 4 °C jusqu’à leur séchage. 

 

Chaque gel est scanné par la station d’imagerie Kodak Gel Logic 2200 et les bandes 

caractéristiques de l’activité gélatinolytique sont quantifiées par densitométrie à l’aide du 
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logiciel de traitement d’images Kodak Gel Logic 2200 (Kodak). Les résultats sont normalisés 

par rapport à l’échantillon contrôle. 

 

3.2 Dosage immuno-enzymatique de TIMP-1 et MMP-9 

 

Les protéines MMP-9 et TIMP-1 (sous forme active et zymogène) sont dosées dans les 

surnageants cellulaires par ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) à l’aide des kits 

Quantikine® Human total MMP-9 et TIMP-1 (R&D Systems™, USA) selon les instructions 

du fournisseur. Les dosages sont réalisés à partir de 200 µl de surnageant dilué au 1/20ème 

pour TIMP-1 et au 1/100ème pour la MMP-9 avec des anticorps spécifiques anti-TIMP-1 et 

anti-MMP-9 monoclonaux qui tapissent les puits de la microplaque ELISA, et des secondaires 

polyclonaux couplés à la peroxydase de Raifort. La coloration finale est lue à 450 nm sur 

lecteur POLARstar Optima (BMG LABTECH) après addition d’un mélange de 

tétraméthylbenzidine et de peroxyde d’hydrogène utilisé comme substrat chromogène. La 

limite de détection est de 80 pg/ml pour TIMP-1 et 156 pg /ml pour la MMP-9. Aucune 

réactivité croisée ou interférence significatives n’ont été observées pour ces kits. 

 

Les résultats sont normalisés par rapport à l’échantillon contrôle. Les valeurs 

d’absorbance obtenues sont comparées à celles de la gamme étalon préparée par dilutions en 

cascade de formes recombinantes de TIMP-1 et de MMP-9 humaines fournies dans le kit. 
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4 Cytométrie en flux 

 

La cytométrie en flux consiste à enregistrer et analyser les signaux optiques émis par une 

cellule interagissant avec le faisceau lumineux d’un laser. L’analyse des faisceaux diffractés 

donne des informations sur les propriétés physiques intrinsèques des cellules (taille et 

granularité), ainsi que des informations relatives à la fluorescence induite par des marquages 

spécifiques de structures cellulaires. L’ordinateur analyse les données et représente sous 

forme d’histogramme ou de nuages de points la population cellulaire dont les propriétés sont 

évaluées. Toutes les expériences sont réalisées à l’aide du cytomètre BDFACScantoTM (BD 

Biosciences). Les données obtenues sont traitées et analysées à l’aide du logiciel Diva (BD 

Biosciences) ou ModFit pour le cycle cellulaire (BD Biosciences). 

 

Ces manipulations ont été effectuées en étroite collaboration avec la plate-forme de 

cytométrie en flux du CRP-Santé (R. Brons et W. Ammerlaan). 

 

4.1 Marquage immunofluorescent 

 

La cytométrie permet de révéler la présence ou non d’antigène sur la surface cellulaire, 

grâce à l’utilisation d’anticorps spécifiques couplés à des fluorochromes. Cette technique 

permet de mettre en évidence la variation d’expression de récepteur membranaire. Des 

marquages de protéines intracellulaires, cytokines ou autre, peuvent également être réalisés 

après perméabilisation de la membrane cellulaire. Les résultats obtenus sont exprimés soit en 

pourcentage de cellules exprimant le marqueur recherché, soit en intensité moyenne de 

fluorescence représentative du nombre de récepteurs par cellule. 

 

4.1.1 Mesure de l’expression des récepteurs TLR4 et CD14 

 

Les THP-1 différenciés en macrophages, mis en présence ou non de 10 µM 

d’Ado/EHNA, puis activés ou non  avec 100 ng/ml de LPS sont récupérés dans un tampon 

permettant de les détacher de la surface des boites de culture (Cell dissociation solution), 

selon les recommandations du fournisseur.  
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Les cellules sont lavées deux fois pendant 10 minutes à 1000 rpm dans du PBS avec 

Ca2+ et Mg2+, supplémenté avec 1 % de BSA. Un million de cellules par condition sont 

marquées avec 5 µl d’anticorps dans 50 µl de PBS-1 % BSA pendant 30 minutes à l’obscurité 

et sont ensuite lavées. Des anticorps monoclonaux de souris anti-TLR4 couplés à la 

fluorescéine isothiocyanate (FITC, clone HTA125, Abcam) et anti-CD14 couplés à 

l’allophycocyanine-cyanine 7 (APC-Cy7, clone MφP9, BD Biosciences) sont utilisés, avec les 

contrôles isotypiques appropriés. 10 000 évènements par condition sont analysés par le 

cytomètre BD FACSCantoTM.  

 

4.1.2 Mesure de l’expression des récepteurs CCR2 

 

Des monocytes primaires humains sont mis en présence ou non de 10 µM 

d’Ado/EHNA pendant 6 heures. En parallèle, des monocytes primaires humains différenciés 

en macrophages et traités plus ou moins 10 µM d’Ado/EHNA pendant 6 heures sont 

récupérés dans un tampon permettant de les détacher de la surface des boites de culture (Cell 

dissociation solution), selon les recommandations du fournisseur.  

 

Les cellules sont marquées dans les mêmes conditions que précédemment (4.1.1), 

cependant toutes les manipulations s’effectuent à 4 °C. Des anticorps monoclonaux de souris 

anti-CCR2 couplés à l’Alexa Fluor 647 (clone 48607, BD Biosciences) sont utilisés, avec les 

contrôles isotypiques appropriés. Les cellules subissent ensuite une étape de fixation, où elles 

sont vortexées 30 secondes dans de la FACS lysing solution 1X (BD Biosciences) et incubées 

30 minutes à température ambiante dans l’obscurité, puis lavées. Les cellules sont conservées 

à 4 °C dans le noir jusqu’à acquisition. 10 000 évènements par condition sont analysés par le 

cytomètre BD FACSCantoTM. 

 

4.2 Détection de l’apoptose 

 

Les méthodes les plus simples pour détecter et vérifier le phénomène d’apoptose sur 

cellules cultivées in vitro sont des techniques de cytométrie en flux. Chacune méthode 
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employée au laboratoire a été mise au point et est opérationnelle dans les conditions de 

cultures souhaitées. 

 

Les études en cours sont réalisées sur des monocytes primaires humains issus du sang 

total de patients souffrant d’hémochromatose mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 

pendant 4 ou 24 heures dans du milieu sans sérum. La durée de privation en sérum est encore 

en cours d’évaluation. Les cellules THP-1 n’ont pas été choisies comme modèle d’étude car 

ce sont des lignées cancéreuses : les résultats auraient pu être biaisés puisque les cellules 

cancéreuses résistent à l’apoptose. 

 

Le phénomène d’apoptose change la morphologie cellulaire : la cellule se rétracte, sa 

membrane, bien que toujours imperméable, présente des ondulations et des zones de 

retournement avec exposition vers l’extérieur de phosphatidylsérines qui sont d’ordinaire sur 

la face intracellulaire. La chromatine se condense et le noyau se fragmente. Les organelles 

présentent peu de changements, cependant le réticulum endoplasmique se dilate et des corps 

apoptotiques se forment et sortent de la cellule. Les corps apoptotiques et les débris cellulaires 

peuvent être phagocytés.  

 

4.2.1 Externalisation des phosphatidylsérines 

 

Lors de la formation des corps apoptotiques, les phosphatidylsérines sont exposées à la 

surface membranaire par translocation. Il est possible de détecter leur externalisation par un 

marquage des cellules à l’annexine V, qui en présence de Ca2+ reconnaît et fixe 

spécifiquement les phosphatidylsérines. L’annexine V, couplée à une sonde fluorescente, 

permet la détection des cellules apoptotiques par cytométrie en flux. Ce marquage est couplé 

avec de l’iodure de propidium (PI), qui est un agent fluorescent intercalant de l’ADN, afin de 

différencier deux types de morts cellulaires : la nécrose et l’apoptose. La nécrose est un type 

de mort cellulaire entrainant la rupture de la membrane plasmique et autorisant ainsi le PI à 

pénétrer jusqu’au noyau cellulaire et à se fixer sur l’ADN. Les cellules marquées annexine V 

négatives - PI négatives sont considérées comme vivantes, celles annexine V positives - PI 

négatives comme étant en apoptose et celles annexine V négatives - PI positives en nécrose. 

Les opinions concernant le marquage intermédiaire annexine V positif - PI positif sont encore 
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mal définies : certains considèrent qu’il caractérise les cellules en apoptose tardive, d’autres 

que ce sont des cellules en « apoptose - nécrose » et que le type de mort est impossible à 

distinguer. Cette technique est très efficace, cependant les membranes cellulaires peuvent être 

fragilisées en fonction des conditions de culture ou de récolte des cellules donnant lieu à des 

faux-positifs. Il faut donc confirmer les résultats obtenus par d’autres approches.  

 

En nous basant sur les données de la littérature 520, chaque étape de la manipulation 

s’effectue à 4 °C et un contrôle du marquage à l’annexine V est effectué avec un tube dont les 

lavages et les resuspensions cellulaires sont effectués avec du tampon PBS dépourvu de 

calcium et de magnésium. Les monocytes primaires humains sont lavés une fois pendant 10 

minutes à 1000 rpm dans du PBS avec calcium et magnesium, supplémenté avec 1 % de BSA. 

Un million de cellules par condition est marqué avec 5 µl de PI à 50 µg/ml et/ou de solution 

d’annexine V dans 50 µl de PBS-1 % BSA pendant 10 minutes à l’obscurité et est ensuite 

lavé puis lu immédiatement au cytomètre. L’annexine V en solution est couplé à 

l’allophycocyanine (APC, BD Pharmigen, Hollande). 10 000 évènements par condition sont 

analysés par le cytomètre BD FACSCantoTM. 

 

4.2.2 Cycle cellulaire et isolation de la phase sub-G1 

 

Un marquage à l’iodure de propidium (PI) après fixation des cellules permet une étude 

du cycle cellulaire des monocytes/macrophages primaires par mesure de l’ADN total des 

cellules. D’ordinaire, l’étude de la ploïdie permet d’observer en cytométrie des pics 

caractéristiques des phases G0/G1, S et G2/M du cycle cellulaire, cependant les 

monocytes/macrophages sont des cellules qui ne prolifèrent plus et seule la phase G1 est 

présente. Lors du processus apoptotique, l’ADN se fragmente et les cellules apoptotiques 

contiennent une quantité d’ADN inférieure à 2n. Cette hypodiploïdie correspond à un pic ou 

un épaulement précédant le pic de la phase G1 : c’est la phase sub-G1 caractéristique des 

dommages causés sur l’ADN cellulaire. 

 

Chaque étape de la manipulation s’effectue à 4 °C. Un million de cellules est lavé avec 

du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ pendant  pendant 5 minutes à 200 x g. Les cellules sont suspendues 
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dans du PBS sans Ca2+ ni Mg2+, puis de l’éthanol absolu est ajouté goutte à goutte, en 

vortexant, à la suspension cellulaire préalablement homogénéisée. Les cellules sont fixées 

pendant au moins 1 heure à 4 °C puis passées à – 20 °C au minimum 5 minutes. A ce stade, 

les cellules peuvent être stockées un mois à – 20 °C. Les cellules sont ensuite centrifugées à 

300 x g pendant 10 minutes puis suspendues dans du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ contenant 0,5 

mM d’EDTA. Elles sont réhydratées 15 minutes à tempétature ambiante puis centrifugées 10 

minutes à 200 x g. Le culot cellulaire est repris dans 200 µl d’une solution de marquage 

contenant de l’iodure de propidium (0,1 % de Triton X-100, 0,1 mM EDTA, 50 µg/ml RNase 

A (Qiagen) et 50 µg/ml PI). La suspension cellulaire est incubée 40 minutes à température 

ambiante puis lue au cytomètre. Après exclusion des débris cellulaires, 20 000 évènements 

par condition sont analysés par le cytomètre BD FACSCantoTM. 
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5 Analyse statistique 

 

Les résultats sont exprimés par la moyenne des valeurs de plusieurs expériences ± 

SEM pour les manipulations concernant les neutrophiles, et ± SD pour celles sur monocytes-

macrophages. Les comparaisons entre les échantillons ont été réalisées par l’analyse de la 

variance, suivie pour les données avec distribution gaussienne d’un test t de Student, et pour 

les données avec distribution non gaussienne d’un test de Mann-Whitney (données non 

appariées) ou d’un test de Wilcoxon (données appariées). Une valeur de p inférieure à 0,05 

indique que les différences observées entre les divers traitements sont significatives. 
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CHAPITRE I :  

ETUDE DES EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LA 

PRODUCTION DE MMP-9 PAR LES NEUTROPHILES 

 

 

 

L’expression et l’activation des métalloprotéinases matricielles (MMPs), en particulier 

la MMP-9 266, augmentent dans le cœur après un infarctus du myocarde 163, 164, 521. Les 

neutrophiles constituent la première vague cellulaire à infiltrer la zone infarcie, où ce sont les 

principales cellules sécrétrices de MMP-9 522. Nous avons poursuivi des travaux déjà en cours 

au laboratoire sur l’étude de l’effet de l’adénosine (connue pour ses propriétés 

cardioprotectrices 409) et de ses analogues sur la production de MMP-9 par les neutrophiles 

primaires humains purifiés à partir du sang total de volontaires sains. 

 

1 Effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les neutrophiles 

 

Nous avons utilisé des neutrophiles primaires purifiés à partir du sang total de 

volontaires sains afin d’étudier l’effet de l’adénosine sur la sécrétion de MMP-9. 

 

1.1 Effet de la concentration d’adénosine sur les neutrophiles  

 

Les neutrophiles sont prétraités avec des concentrations d’adénosine de 0,01 à 25 µM 

pendant 5 minutes avant d’être stimulés 15 minutes par 10-7 M de fMLP. La quantité de 

MMP-9 sécrétée dans les surnageants de milieux de culture par les neutrophiles est mesurée 

par zymographie. 

 

Un gel de zymographie montre que le surnageant des neutrophiles contient trois 

formes de MMP-9 : la forme homodimérique de haut poids moléculaire, la forme complexée à 

la lipocaline et la forme zymogène (pro-MMP-9) de 92 kDa (Figure 14, A). La quantification 

est effectuée uniquement sur la bande pro-MMP9, cependant les résultats obtenus sont 

identiques à ceux acquis lors de la quantification des 3 bandes. L’analyse densitométrique de 
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l’intensité des bandes pro-MMP-9 indique que l’adénosine inhibe de façon concentration-

dépendante la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles primaires humains activés par la 

fMLP (Figure 14, B). L’intensité des bandes diminue de près de 30 % pour les concentrations 

d’adénosine supérieures ou égales à 0,1 µM. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

MMP-9 sécrétée par rapport aux cellules traitées par la fMLP seule (condition fixée à 100 % 

de production de MMP-9). Ce mode de présentation des résultats sera utilisé pour toutes les 

études concernant les neutrophiles (Chapitre I). 
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Figure 14 : L’adénosine diminue la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles stimulés par la 

fMLP. 

 

Des neutrophiles sont prétraités 5 minutes par des concentrations croissantes d’adénosine 

(0,01 à 25 µM), puis stimulés par ajout de fMLP (10-7 M) pendant 15 minutes. La production 

de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture par zymograhie et l’intensité des bandes 

obtenues est quantifiée par analyse densitométrique. A, Gel de zymographie représentatif 

montrant l’existance de trois bandes. B, Quantification montrant que l’adénosine diminue la 

production de MMP-9. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n = 8. * p < 0,05 

versus fMLP et ** p < 0,001 versus fMLP.  

 

 

 



 140 

Stimulus
Ado (1 µM)

fMLP (10-7 M)
15 minutes

LPS (10 ng/ml)
2 heures

H2O2 (10 mM)
15 min

Stimulus
Ado (1 µM)

fMLP (10-7 M)
15 minutes

LPS (10 ng/ml)
2 heures

H2O2 (10 mM)
15 min

Cet effet est aussi valable pour d’autres types de stimuli. Ainsi un prétraitement de 5 

minutes par 1 µM d’adénosine et capable d’inhiber la production de MMP-9 induite par un 

traitement de 2 heures avec 10 ng/ml de LPS ou de 15 minutes avec 10 mM de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) (Figure 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : L’adénosine diminue la production de MMP-9 par les neutrophiles traités par 

différents stimuli. 

 

Des neutrophiles sont prétraités 5 minutes avec ou sans 1 µM d’adénosine, puis stimulés par 

de la fMLP (10-7 M) ou de l’H2O2 (10 mM) pendant 15 minutes, ou encore du LPS (10 ng/ml) 

pendant 2 heures. Des gels de zymographie représentatifs montrent que l’adénosine diminue 

la production de MMP-9 suite à divers stimuli. 

 

 

1.2 Effet de l’adénosine endogène sur la production de MMP-9 

 

Afin de caractériser respectivement la contribution de l’adénosine exogène et 

endogène sur la production de MMP-9, nous avons traité les neutrophiles avec des agents qui 

modulent sa concentration : l’inhibiteur des transporteurs membranaires de l’adénosine 

dipyridamole (DIP, 100 µM) et l’inhibiteur de l’adénosine kinase iodotubéricidine (ITU, 100 

µM). Nous avons aussi employé l’agoniste non spécifique des récepteurs à l’adénosine NECA 
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(100 nM) (Tableau 2 page 100), afin de vérifier si l’effet de l’adénosine passe par ses 

récepteurs. 

 

Les neutrophiles sont prétraités 5 minutes avec les molécules citées précédemment, 

puis stimulés 15 minutes avec la fMLP (10-7 M). La quantité de MMP-9 sécrétée dans les 

surnageants de culture des neutrophiles est mesurée par zymographie.  

 

Un traitement avec des agents modulateurs de l’adénosine, induisant une augmentation 

de la concentration d’adénosine, ainsi qu’avec l’agoniste NECA résulte aussi en la diminution 

de la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Les modulateurs du métabolisme et du transport de l’adénosine, ainsi que 

l’agoniste NECA, diminuent la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles stimulés par la fMLP. 

 

Des neutrophiles sont prétraités 5 minutes avec de l’adénosine (1 µM), des modulateurs de 

l’adénosine (ITU, DIP ; 100 µM) ou l’agoniste non spécifique NECA (100 nM), puis stimulés 

par de la fMLP (10-7 M) pendant 15 minutes. La production de MMP-9 est dosée dans les 

milieux de culture par zymograhie. Les modulateurs de l’adénosine DIP et ITU, ainsi que 

l’agoniste NECA, miment les effets de l’adénosine et diminuent la production de MMP-9. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n = 3). * p < 0,01 versus fMLP et ** p < 0,001 

versus fMLP.  
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1.3 Conclusion 

 

Les résultats obtenus montrent que l’adénosine exogène, aussi bien que l’adénosine 

endogène, est capable d’inhiber de façon reproductible la production de MMP-9 par les 

neutrophiles primaires humains et que cette inhibition passe par les récepteurs à l’adénosine. 

 

2 Implication des récepteurs à l’adénosine dans la modulation de la sécrétion de la MMP-9 

 

Le but de ces travaux a été de caractériser le(s) récepteur(s) à l’adénosine impliqué(s) 

dans la diminution de la production de MMP-9 par les neutrophiles, grâce à l’utilisation de 

l’adénosine et de ses analogues, ainsi que des outils de l’ingénierie moléculaire. 

 

2.1 Approche pharmacologique 

 

Nous disposons d’agonsites et d’antagonistes spécifiques des quatre récepteurs à 

l’adénosine, à l’exception de l’agoniste du récepteur A2b (Tableau 2 page 100). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Protocole des traitements avec agonistes (A) et antagonistes (B) sur les 

neutrophiles stimulés par la fMLP. 
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Les agonistes ont été employés en prétraitement 5 minutes avant stimulation des 

neutrophiles par 10-7 M de fMLP, à des concentrations de 0,1 à 100 nM (Figure 17, A). Les 

antagonistes ont été appliqués à des concentrations de 1 à 100 nM, 5 minutes avant un 

prétraitement de 5 minutes à l’adénosine (1 µM) précédant la stimulation (Figure 17, B). La 

quantité de MMP-9 sécrétée dans les surnageants de milieux de culture par les neutrophiles 

est mesurée par zymographie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : L’agoniste du récepteur à l’adénosine A2a diminue la production de MMP-9 par 

les neutrophiles stimulés par la fMLP. 

 

Des neutrophiles sont prétraités 5 minutes par des concentrations croissantes (0,01 à 100 

nM) d’agonistes spécifiques des récepteurs à l’adénosine (A1-spécifique C8031, A2a-

spécifique CGS 2160 et A3-spécifique IB-MECA), puis stimulés par ajout de fMLP (10-7 M) 

pendant 15 minutes. La production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture par 

zymograhie. L’agoniste du récepteur à l’adénosine A2a diminue significativement et de façon 

dose-dépendante la production de MMP-9. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n 

= 6). * p < 0,05 versus fMLP et ** p < 0,005 versus fMLP. 
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L’utilisation de l’agoniste spécifique du récepteur A2a (CGS 2160) diminue le plus 

fortement la production de MMP-9 comparé aux autres agonistes des récepteurs à l’adénosine. 

L’agoniste spécifique du récepteur A3 (IB-MECA) montre un effet seulement à de fortes 

concentrations, alors que l’agoniste A1 (C8031) est quasiment sans effet (Figure 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : L’antagoniste du récepteur à l’adénosine A2a augmente la production de MMP-9 

par les neutrophiles stimulés par la fMLP. 

 

Des neutrophiles sont prétraités 5 minutes par des concentrations croissantes (1 à 100 nM) 

d’antagonistes spécifiques des récepteurs à l’adénosine (A1-spécifique CPX, A2a-spécifique 

SCH 58261, A2b-spécifique MRS1754 et A3-spécifique PSB 10), puis mis en présence d’1 µM 

d’Ado pendant 5 minutes avant stimulation par la fMLP (10-7 M) pendant 15 minutes. La 

production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture par zymograhie. L’antagoniste du 

récepteur à l’adénosine A2a augmente significativement et de façon dose-dépendante la 

production de MMP-9. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n = 4). * p < 0,05 

versus (fMLP + 1 µM d’Ado) et ** p < 0,005 versus (fMLP + 1 µM d’Ado). 

 

 

L’adénosine inhibe de 30 % la production de MMP-9 induite par la fMLP (condition 

sans antagonistes). Le blocage du récepteur A2a par son antagoniste spécifique (SCH 58261) 

annule totalement (pour la concentration 100 nM) l’effet inhibiteur de l’adénosine sur la 
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sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles activés, alors que les autres antagonistes sont sans 

effet (Figure 19). 

 

Suite à cette approche pharmacologique avec utilisation d’agonistes et d’antagonistes 

spécifiques chez l’humain des récepteurs à l’adénosine (Tableau 2 page 100), nos résultats 

établis par analyse zymographique suggèrent que la diminution de la production de MMP-9 

suite à un traitement à l’adénosine passe majoritairement par la voie du récepteur à 

l’adénosine A2a. 

 

2.2 Approche moléculaire 

 

Les agonistes et antagonistes des récepteurs à l’adénosine utilisés précédemment ayant 

une spécificité limitée pour chaque sous-type de récepteur, et de fortes concentrations de l’une 

ou l’autre de ces molécules pouvant activer ou bloquer plusieurs types de récepteurs, nous 

avons décidé d’utiliser une autre approche afin de vérifier l’implication du récepteur A2a dans 

l’augmentation de la production de MMP-9 par l’adénosine. Cette approche moléculaire cette 

fois-ci, est basée sur l’utilisation des ARN interférants ou siARN. Nous avons choisi des 

siARN spécifiques de chaque type de récepteurs. 

 

Nous avons transfecté par Nucléofection® des neutrophiles primaires humains avec 

des siARNs ciblant spécifiquement l’expression des récepteurs à l’adénosine A2a ou A3. 

L’expression des récepteurs à l’adénosine a été analysée en PCR quantitative et c’est 48 

heures après transfection que l’action des siARN est la plus efficace avec une forte diminution 

de l’expression des ARNm codant pour le récepteur à l’adénosine ciblé (données non 

présentées). 

 

Après avoir vérifié l’efficacité des siARN utilisés, nous avons étudié l’effet d’un 

traitement à l’adénosine sur des neutrophiles primaires transfectés par les siARN spécifiques 

des récepteurs A2a ou A3. 48 heures après transfection, les neutrophiles sont prétraités 5 

minutes avec ou sans adénosine 1 µM, avant stimulation à la fMLP à une concentration de 10-

7 M. Des analyses en zymographie sont effectuées à partir des surnageants de culture pour 

évaluer la production de la MMP-9. 
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Une analyse par zymographie montre que seul le siARN A2a permet de bloquer, tout 

du moins partiellement, la diminution de la production de MMP-9 induite par l’adénosine 

(Figure 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Le siARN A2a diminue l’augmentation de la production de MMP-9 induite par 

l’adénosine chez les neutrophiles. 

 

Des neutrophiles sont transfectés avec des siARNs spécifiques des récepteurs à l’adénosine 

A2a ou A3. 48 heures après transfection, les cellules sont mises en présence ou non d’1 µM 

d’Ado pendant 5 minutes, puis stimulés par la fMLP (10-7 M) pendant 15 minutes. La 

production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture par zymograhie. Seul le siARN 

spécifique du récepteur A2a entraine une réduction de la diminution de la production de 

MMP-9 par l’adénosine. Ces résultats sont issus d’une expérience représentative. 
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2.3 Conclusion 

 

Grâce à deux approches, l’une pharmacologique et l’autre moléculaire, nous avons 

montré que la diminution de la production de MMP-9 par l’adénosine implique le récepteur 

A2a chez les neutrophiles primaires humains. 

 

Une étude mécanistique a permis de mettre en évidence l’implication de la voie 

cAMP/PKA/Ca2+ dans les effets de l’adénosine sur la sécrétion de MMP-9 par les 

neutrophiles primaires humains. 
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CHAPITRE II :  

ETUDE DES EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LA 

PRODUCTION DE MMP-9 PAR LES MACROPHAGES 

 

 

 

Nous avons montré que l’adénosine diminue la production de MMP-9 par les 

neutrophiles, première vague cellulaire à infiltrer la zone lésée du cœur après infarctus. Nous 

avons poursuivi nos recherches en étudiant l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 

par les macrophages, deuxième vague cellulaire à coloniser la zone infarcie du cœur après les 

neutrophiles. 

 

1 Effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages de la lignée 

cellulaire THP-1 

 

Nous avons employé la lignée cellulaire monocytaire humaine THP-1 afin d’étudier 

l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages. Les monocytes ont 

été différenciés en macrophages à l’aide d’un traitement par le PMA à la concentration de 150 

nM pendant 48 heures. 

 

1.1 Effet de la concentration d’adénosine sur les macrophages THP-1 

 

Les cellules THP-1 sous forme monocytaire ont été traitées avec des concentrations 

d’adénosine allant de 0,01 à 100 µM, toujours couplées à de l’EHNA 10 µM, 15 minutes 

avant leur différenciation en macrophages par le PMA. L’EHNA ralentit la dégradation de 

l’adénosine en inhibant l’activité de l’adénosine déaminase et augmente ainsi sa demi-vie. 

Cette molécule est donc associée pour chaque traitement où l’adénosine est employée. 

 

La quantité de MMP-9 sécrétée dans les surnageants de culture des THP-1 différenciés en 

macrophages est mesurée par zymographie. Le surnageant des macrophages THP-1 contient 

deux formes de pro-MMP-9 : la forme homodimérique de haut poids moléculaire et la forme 
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de 92 kDa (Figure 21, A). En revanche, la MMP-2 (gélatinase A) n’est pas détectée. Ce profil 

est en accord avec les profils de production de MMP-9 par les macrophages rapportés dans la 

littérature 306.  

 

La quantification des bandes correspondant aux différentes formes de MMP-9 montre 

que l’adénosine entraine une augmentation significative de la production de MMP-9 par 

rapport au contrôle dès l’ajout de 0,01 µM d’Ado (Figure 21, B). Cette augmentation a la 

même intensité pour les concentrations de 0,01 à 1 µM. La sécrétion de MMP-9 dépasse ce 

plateau à partir de 10 µM d’adénosine, elle augmente jusqu’à 3 fois lorsque les cellules sont 

traitées par 100 µM d’adénosine. La concentration de l’adénosine plasmatique peut atteindre 

10 µM dans des conditions d’ischémie 355 ou d’infection 523, nos études à cette concentration 

peuvent donc représenter un effet physiologique de l’adénosine. Suite à nos résultats, les 

traitements à l’adénosine sont réalisés à la concentration de 10 µM dans les expériences 

suivantes, concentration jugée optimale pour induire une importante production de MMP-9, 

ainsi qu’en limitant tout effet cytotoxique. 
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Figure 21 : L’adénosine augmente de façon concentration-dépendante la production de MMP-

9 par les macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes par des concentrations 

croissantes d’Ado (0,01 à 100 µM) couplée à de l’EHNA (10 µM), puis différenciés en 

macrophages par ajout de PMA (150 nM) pendant 48 heures. La production de MMP-9 est 

dosée dans les milieux de culture par zymograhie et l’intensité des bandes obtenues est 

quantifiée par analyse densitométrique. A, Gel de zymographie représentatif montrant 

l’existance de deux bandes. B, Quantification montrant que l’adénosine augmente de façon 

dose-dépendante la production de MMP-9. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 

4). * p < 0,05 versus contrôle et ** p < 0,01 versus contrôle. 
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1.2 Effet de l’adénosine endogène sur la production de MMP-9 

 

Afin de caractériser respectivement la contribution de l’adénosine exogène et 

endogène sur la production de MMP-9, nous avons traité les monocytes THP-1 avec 

uniquement de l’EHNA ou de l’Ado 10 µM, 15 minutes avant leur différentiation en 

macrophages. De plus, nous avons inhibé les transporteurs membranaires de l’adénosine par 

un traitement au dipyridamole (DIP) 10 µM, ce qui entraine une augmentation de la présence 

de l’adénosine au niveau extracellulaire. 

 

La production de MMP-9 a été étudiée par zymographie (Figure 22). Utilisés seuls, 

l’adénosine (apport exogène), l’EHNA ou le DIP (tous deux favorisant la contribution de 

l’adénosine endogène) entrainent une augmentation de la production de MMP-9 par rapport 

au contrôle. De plus, leurs effets sont cumulés lorsque l’adénosine est combinée avec le DIP 

ou l’EHNA, ce qui implique une augmentation de la sécrétion de MMP-9 due à une 

contribution des deux sources d’adénosine, endogène et exogène. 

 

Nos résultats montrent que l’adénosine endogène et l’adénosine exogène sont toutes 

deux responsables de l’augmentation de la sécrétion de MMP-9 par les macrophages THP-1 et 

que leurs effets sont cumulables. Ainsi, des traitements 10 µM d’adénosine, associés à 10 µM 

d’EHNA sont utilisés pour nos prochaines expériences afin de conserver une augmentation 

optimale de la production de MMP-9 en utilisant les contributions de l’adénosine à la fois 

exogène et endogène. 
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Figure 22 : La production de MMP-9 par les macrophages THP-1 est augmentée par 

l’adénosine exogène aussi bien qu’endogène. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes avec de l’Ado (10 µM), de 

l’EHNA (10 µM) et/ou du DIP (10 µM), puis différenciés en macrophages par ajout de PMA 

(150 nM) pendant 48 heures. La production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture 

par zymograhie et l’intensité des bandes obtenues est quantifiée par analyse densitométrique. 

La quantification des bandes montre que l’Ado, l’EHNA ou le DIP utilisés seuls augmentent 

la production de MMP-9 et que leur effet est additif. Les résultats sont exprimés en moyenne 

± SD  (n = 4). * p < 0,05 versus contrôle et ** p < 0,01 versus contrôle. 

 

 

1.3 Production de MMP-9 au cours de la différenciation 

 

Nous avons étudié la production de la MMP-9 par les THP-1 en cours de 

différenciation ou différenciés en macrophages. 

 



 153 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 4 6 8 18 20 22 24

Time (hours)

Ado/EHNA (10 µM)
vehicle

M
M

P
-9

 s
ec

re
ti

on
(f

ol
d 

vs
. t

 1
 h

ou
r)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 4 6 8 18 20 22 24

Time (hours)

Ado/EHNA (10 µM)
vehicle

M
M

P
-9

 s
ec

re
ti

on
(f

ol
d 

vs
. t

 1
 h

ou
r)

Sé
cr

ét
io

n 
de

 M
M

P
-9

(n
om

br
e 

de
 f

oi
s 

pa
r

ra
pp

or
t 

au
 t

em
ps

 1
 h

eu
re

)

Temps (heures)

Solvant 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 4 6 8 18 20 22 24

Time (hours)

Ado/EHNA (10 µM)
vehicle

M
M

P
-9

 s
ec

re
ti

on
(f

ol
d 

vs
. t

 1
 h

ou
r)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 4 6 8 18 20 22 24

Time (hours)

Ado/EHNA (10 µM)
vehicle

M
M

P
-9

 s
ec

re
ti

on
(f

ol
d 

vs
. t

 1
 h

ou
r)

Sé
cr

ét
io

n 
de

 M
M

P
-9

(n
om

br
e 

de
 f

oi
s 

pa
r

ra
pp

or
t 

au
 t

em
ps

 1
 h

eu
re

)

Temps (heures)

Solvant 

Dans un premier temps, nous avons traité les cellules THP-1 en présence ou non de 10 

µM d’Ado/EHNA, 15 minutes avant leur différenciation. Après avoir ajouté l’agent de 

différenciation PMA, nous avons récupéré les surnageants de culture à différents temps entre 

1 heure et 24 heures (Figure 23). La production de MMP-9 dans les surnageants de milieux 

de culture a été évaluée par zymographie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : L’adénosine augmente la sécrétion de MMP-9 par les THP-1 en cours de 

différenciation en macrophages. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes avec ou sans Ado/EHNA (10 

µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA (150 nM) de 1 à 24 heures. La 

production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture par zymograhie et l’intensité des 

bandes obtenues est quantifiée par analyse densitométrique. La quantification des bandes 

montre que le traitement Ado/EHNA entraine une augmentation de la production de MMP-9 

remarquable dès 18 heures de différenciation. Ces résultats sont issus d’une cinétique 

représentative. 

 

 

Près de 18 heures de différenciation sont nécessaires pour obtenir une concentration de 

MMP-9 détectable et pour observer un effet stimulateur de l’adénosine. Cette étude suggère 
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que l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 requiert une synthèse de protéines de 

novo. 

 

A partir des ARN totaux extraits, nous avons mesuré l’expression de l’ARNm codant 

pour la MMP-9 par PCR quantitative pour ces mêmes temps et nous avons observé une 

augmentation de cette expression dès 6 heures pour les traitements Ado/EHNA 10 µM  par 

rapport à la condition contrôle (Figure 24). Ce résultat montre que l’effet de l’adénosine 

entraine une augmentation du nombre de transcrits codant pour la MMP-9 et suggère 

l’existence d’un mécanisme transcriptionnel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm MMP-9 par les THP-1 en cours 

de différenciation en macrophages. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes avec ou sans Ado/EHNA (10 

µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA (150 nM) de 1 à 24 heures. 

L’espression de l’ARNm MMP-9 est mesurée par PCR quantitaative (qPCR). Le traitement 

Ado/EHNA entraine une augmentation de l’expression des ARNm MMP-9 dès 6 heures de 

différenciation. Ces résultats sont issus d’une cinétique représentative. Les barres d’erreur 

correspondent aux duplicats de qPCR. 

 



 155 

1.4 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 lors d’une 

différenciation des monocytes et macrophages de 48 heures 

 

Afin d’établir nos conditions expérimentales permettant d’étudier plus en détails les 

effets de l’adénosine sur la sécrétion de MMP-9 chez les macrophages, nous avons choisi de 

traiter les monocytes pendant 15 min par l’adénosine avant leur différenciation pendant 48 

heures par le PMA. Nous avons comparé les effets d’un traitement Ado/EHNA sur la quantité 

d’ARNm ainsi que la sécrétion de la protéine MMP-9, mesurée ici par ELISA. Il est à noter 

qu’une très bonne corrélation entre les résultats de zymographie et d’ELISA a été démontrée 

au sein de notre laboratoire 517. 

 

Dans ces conditons expérimentales, nous observons que l’adénosine accroit de deux 

fois l’expression de l’ARNm MMP-9 et de trois fois la sécrétion de la MMP-9 dans les 

milieux de culture (Figure 25). 

 

Ces résultats impliquent que l’augmentation de la sécrétion de la protéine MMP-9 est 

proportionnelle à l’avancée de la différenciation des THP-1 en macrophages. De plus, ils 

suggèrent un rôle de l’adénosine dans l’augmentation de la MMP-9 via un mécanisme 

transcriptionnel par les THP-1 au cours de leur différenciation en macrophages. 
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Figure 25 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm et de la protéine MMP-9 par les 

macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes avec ou sans Ado/EHNA (10 

µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA (150 nM) pendant 48 heures. Les 

transcrits MMP-9 sont mesurés par qPCR. La production de MMP-9 est dosée par ELISA à 

partir des milieux de culture. Le traitement Ado/EHNA entraine une augmentation de l’ARNm 

et de la sécrétion de MMP-9 après 48 heures de différenciation. Les résultats sont exprimés 

en moyenne  ± SD (n=6). * p < 0,05 versus contrôle. 

 

1.5 Effet l’adénosine sur certains inhibiteurs de la MMP-9 

 

Le renouvellement de la matrice extracellulaire est contrôlé par un équilibre entre les 

MMPs et leurs inhibiteurs, en particulier les TIMPs. 

 

TIMP-1 étant considéré comme le principal inhibiteur endogène de la MMP-9, nous 

avons mesuré sa production par ELISA dans les surnageants de THP-1 mis en présence ou 
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non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 15 minutes avant 48 heures de différenciation en 

macrophages par le PMA (150 nM). 

 

L’adénosine augmente faiblement mais significativement la production de l’inhibiteur 

de métalloprotéases TIMP-1, ce qui suggère la mise en place d’un rétrocontrôle négatif pour 

compenser l’augmentation de la sécrétion de MMP-9 (Figure 26). Cependant, la fixation de 

TIMP-1 pour les formes pro-MMP-9 et pro-MMP-9 homodimère, dans des conditions 

stœchiométriques, a respectivement pour ratio moléculaire 1:1 et 2:1 524. L’augmentation de 

TIMP-1 (40 %) est alors très probablement insuffisante pour compenser l’augmentation de la 

sécrétion de MMP-9 (trois fois par rapport au contrôle) (Figure 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : L’adénosine augmente la production de TIMP-1 par les macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes avec ou sans Ado/EHNA (10 

µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA (150 nM) pendant 48 heures. La 

production de MMP-9 est dosée par ELISA à partir des milieux de culture. Le traitement 

Ado/EHNA entraine une augmentation de la production de TIMP-1. Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± SD (n = 6). * p < 0,05 versus contrôle. 
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Nous nous sommes ensuite intéressés à un autre type d’inhibiteurs de la MMP-9 : 

l’inhibiteur membranaire RECK, dont le promoteur est réprimé par la protéine Ras. Ras 

favorise l’activation transcriptionnelle de MMP-9 525 et fait partie des voies de signalisation 

qui peuvent être activées par le récepteur à l’adénosine A2a 526.  

 

L’expression de l’ARNm RECK par les THP-1 différenciés en macrophages a été 

mesurée par PCR quantitative. Un traitement avec ou sans Ado/EHNA ne modifie pas 

significativement la quantité de transcrits codant pour RECK par rapport à la condition 

contrôle (Figure 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : L’adénosine ne modifie pas la quantité de transcrits RECK par les macrophages 

THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités 15 minutes avec ou sans Ado/EHNA (10 

µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA (150 nM) pendant 48 heures. Les 

transcrits RECK sont mesurés par qPCR. Le traitement Ado/EHNA est sans effet sur la 

quantité de transcrits RECK. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 6). 
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1.6 Conclusion 

 

Nous avons démontré que l’adénosine accroit la production de MMP-9 par les 

macrophages de façon significative et reproductible, tant au niveau de l’ARNm que de la 

protéine MMP-9. Cet effet semble impliquer un mécanisme transcriptionnel et ne parait pas 

être compensé par une régulation des inhibiteurs TIMP-1 et RECK. 

 

2 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages primaires humains 

 

Les données précédemment présentées étaient issus d’une lignée cellulaire, nous avons 

souhaité valider nos observtions sur des cellules primaires humaines. Pour ce faire, nous 

avons mis en culture des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang total et 

différenciés en macrophages avec 50 ng/ml de M-CSF pendant 7 jours. 

 

2.1 Production basale de MMP-9 par les cellules du sang total 

 

Nous avons tout d’abord vérifié que les volontaires sains ainsi que les patients ayant 

subit un infarctus du myocarde expriment le transcrit codant pour la MMP-9. Le sang des 

volontaires sains et les patients atteints d’infarctus du myocarde est prélevé à l’aide de tubes 

PAXgene® Blood RNA développés pour prévenir la dégradation de l’ARN. 

 

L’ARNm MMP-9 a été mesuré par PCR quantitative à partir des ARN totaux extraits 

des cellules du sang total prélevé chez des volontaires sains ou des patients atteints d’infarctus 

du myocarde. 
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Figure 28 : L’ARNm MMP-9 est plus fortement exprimé chez les patients atteints d’infarctus 

du myocarde que chez les volontaires sains. 

 

Des prélèvements sanguins sont effectués chez des volontaires sains et des patients atteints 

d’infarctus du myocarde à l’aide du système PAXgene® Blood RNA. La quantité d’ARNm 

MMP-9 est mesurée par qPCR à partir des ARN totaux du sang total. Chaque carré 

représente un individu. Les résultats sont normalisés par rapport au gène de référence, la β-

actine, et sont exprimés par la moyenne des individus de chaque groupe ± SD (n = 12). * p < 

0,05 versus contrôle.  

 

 

Nos résultats montrent tout d’abord que l’ARNm MMP-9 est détectable dans les 

cellules sanguines aussi bien chez les volontaires sains que chez les patients souffrant 

d’infarctus du myocarde. De plus, la quantité de transcrits MMP-9 est nettement et 

significativement plus élevée chez les patients ayant subit un infarctus du myocarde par 

rapport aux volontaires sains (Figure 28). Ces résultats corroborent des études précédemment 

réalisées par plusieurs équipes dont celle de Spinale 165. 
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2.2 Effet de l’adénosine sur monocytes primaires humains différenciés en 

macrophages 

 

Nous avons ensuite étudié l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les 

macrophages issus de volontaires sains et de patients ayant subi un infarctus du myocarde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm et de la protéine MMP-9 par les 

macrophages primaires humains issus de volontaires sains. 

 

Des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang de volontaires sains sont 

différenciés en macrophages, puis mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 24 

heures. La quantité d’ARNm MMP-9 est mesurée par qPCR à partir des ARN totaux du sang 

total. La sécrétion de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture par ELISA. Le traitement 

Ado/EHNA entraine une augmentation de l’expression de l’ARNm et de la sécrétion de MMP-

9 par les macrophages primaires humains. Les résultats sont exprimés par la moyenne des 

séries ± SD (n = 8), avec * p < 0,05 versus contrôle. 

 

 

Des monocytes isolés du sang de volontaires sains sont différenciés en macrophages 

par du M-CSF (50 ng/ml) pendant 7 jours, puis mis en présence ou non de 10 µM 
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Ado/EHNA (10 µM)

d’Ado/EHNA pendant 24 heures. Les mesures de l’expression de la protéine et du transcrit 

MMP-9 sont effectuées par ELISA et par qPCR, respectivement, à partir des surnageants de 

culture et des ARN totaux. En utilisant ces deux techniques, une augmentation significative 

du transcrit (70 %) et de la protéine MMP-9 (20 %) est détectée suite à un traitement par 

Ado/EHNA (Figure 29). 

 

Les mêmes tendances sont obtenues chez des patients ayant subi un infarctus du 

myocarde, où la mesure de la sécrétion de la MMP-9 en zymographie augmente de 20 % suite 

à un traitement de 10 µM d’Ado/EHNA par rapport à la condition contrôle (Figure 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : L’adénosine augmente la sécrétion de la MMP-9 par les macrophages primaires 

humains issus de patients atteints d’infarctus du myocarde. 

 
Des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang de patients atteints d’infarctus du 

myocarde sont différenciés en macrophages, puis mis en présence ou non de 10 µM 

d’Ado/EHNA pendant 24 heures. La production de MMP-9 est dosée dans les milieux de 

culture par zymograhie et l’intensité des bandes obtenues est quantifiée par analyse 

densitométrique. La quantification des bandes montre que le traitement Ado/EHNA entraine 

une augmentation de la sécrétion de MMP-9 par les monocytes primaires humains 

différenciés en macrophages. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 4). * p < 

0,05 versus contrôle. 
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2.3 Conclusion 

 

Ces résultats montrent un effet positif de l’adénosine sur de la production de MMP-9 

par les macrophages primaires humains. Cet effet est présent aussi bien chez les volontaires 

sains que chez les patients ayant subit un infarctus du myocarde, bien que de plus faible 

amplitude que l’effet mesuré chez les macrophages dérivés de la lignée cellulaire THP-1. 
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CHAPITRE III :  

ETUDE DES EFFETS DE L’ADENOSINE  

SUR LA PRODUCTION DE MMP-9 PAR  

LES MACROPHAGES STIMULES 

 

 

 

Nous avons démontré que l’adénosine augmente la production de MMP-9 par les 

macrophages, deuxième vague cellulaire à coloniser la zone infarcie après les neutrophiles. 

Etant donné le niveau d’activation des macrophages recrutés dans le cœur suite à un infarctus, 

nous avons étudié les effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 par des macrophages 

stimulés. Différents stimuli ont été utilisés, tout d’abord le LPS, activateur du TLR4 dont 

l’activation a été démontrée lors d’un infarctus 328. Mais comme le ligand du TLR4, le LPS, 

n’est pas présent dans le cœur après infarctus, nous avons utilisé d’autres ligands endogènes 

du TLR4, tels que des composants de la matrice extracellulaire 337. 

 

1 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages stimulés par le 

LPS 

 

Un traitement par le LPS entraine la production de cytokines pro-inflammatoires se 

trouvant dans le cœur consécutivement à un infarctus du myocarde, nous avons donc utilisé ce 

modèle d’étude dans un traitement in vitro pour mimer les conditions post-infarctus. 

 

1.1 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages 

THP-1 stimulés par le LPS 

 

Les monocytes de la lignée cellulaire THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM 

d’Ado/EHNA pendant 15 minutes, puis différenciés en macrophages par 150 nM de PMA 

pendant 48 heures. La stimulation des macrophages est effectuée 24 heures avant la fin de la 

phase de différenciation par des concentrations croissantes de LPS allant de 1 à 1000 ng/ml.  
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L’ARNm ainsi que la protéine MMP-9 ont été quantifiés par qPCR et par 

zymographie, à partir des ARN totaux et des surnageant de culture.  

 

 

 

 

Figure 31 : Le LPS et l’adénosine augmentent l’expression de l’ARNm MMP-9 par les 

macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 

pendant 15 minutes avant 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 nM). Les 

macrophages sont stimulés par des concentrations croissantes de LPS (1 à 1000 ng/ml) 24 

heures avant la fin de la phase de différenciation. La quantité d’ARNm MMP-9 est mesurée 

par qPCR à partir des ARN totaux. Le LPS augmente la quantité d’ARNm MMP-9 de façon 

concentration-dépendante. Cet effet est additionné à celui de l’adénosine quand les deux 

traitements sont couplés. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 6). * p < 0,05 

versus condition sans adénosine et ** p < 0,01 versus condition sans adénosine. 
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Le LPS seul augmente la quantité d’ARNm MMP-9 dans les macrophages THP-1, de 

façon concentration-dépendante en atteignant un plateau dès 10 ng/ml. Lorsque le LPS est 

associé à un traitement par Ado/EHNA (10 µM), une augmentation de la quantité d’ARNm 

MMP-9 est observée par rapport à la condition LPS seul, de plus de 50 % pour un traitement 

LPS 1 ng/ml et de 25 à 30 % pour les autres concentrations. Il semble qu’un pallier soit atteint 

à 10 ng/mL de LPS (Figure 31). 

 

Le même profil est obtenu en zymographie. L’analyse densitométrique montre que, 

comme pour la quantité d’ARNm MMP-9, le LPS induit une augmentation concentration-

dépendante de la sécrétion de la protéine MMP-9. Egalement, l’adénosine induit une 

augmentation supplémentaire de la production de MMP-9 dans les macrophages THP-1 

stimulés ou non par le LPS. Un plateau est observé dès 10 ng/ml de LPS avec ou sans 

traitement à l’adénosine (Figure 32). 

 

Nous avons observé un effet additif des traitements Ado/EHNA et LPS dans 

l’augmentation de la MMP-9, tant au niveau du messager que de la protéine. Suite à ces 

résultats, nous avons choisi la concentration LPS 100 ng/ml pour nos expériences suivantes 

afin d’obtenir un effet maximal correspondant aux plateaux observés précédemment dans la 

production de la MMP-9. De plus, nous avons remarqué que l’adénosine conserve ses 

propriétés dans l’augmentation de la MMP-9 dans les macrophages THP-1, stimulés ou non 

par 100 ng/ml de LPS. 

 



 167 

pro-MMP-9 
homodimère

pro-MMP-9

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

P PL1ng PL10ng PL100ng PL1µg

F
ol

d 
vs

. P **

*

S
éc

ré
ti

on
 d

e 
la

 M
M

P
-9

(n
om

br
e 

d
e 

fo
is

 p
ar

ra
pp

or
t 

au
 c

on
tr

ôl
e)

Ado/EHNA (10 µM)       - +                - +                - +                 - +              - +
LPS (ng/ml)       - - 1      1                    10    10                  100     100             1000    1000

A

B

pro-MMP-9 
homodimère

pro-MMP-9

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

P PL1ng PL10ng PL100ng PL1µg

F
ol

d 
vs

. P **

*

S
éc

ré
ti

on
 d

e 
la

 M
M

P
-9

(n
om

br
e 

d
e 

fo
is

 p
ar

ra
pp

or
t 

au
 c

on
tr

ôl
e)

Ado/EHNA (10 µM)       - +                - +                - +                 - +              - +
LPS (ng/ml)       - - 1      1                    10    10                  100     100             1000    1000

A

B

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 32 : Le LPS et l’adénosine augmentent la sécrétion de MMP-9 par les macrophages 

THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 

pendant 15 minutes avant leurs 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 nM). 

Les macrophages sont stimulés par des concentrations croissantes de LPS (1 à 1000 ng/ml) 

24 heures avant la fin de la phase de différenciation. La production de MMP-9 est dosée dans 

les milieux de culture par zymograhie et l’intensité des bandes obtenues est quantifiée par 

analyse densitométrique. A, Gel de zymographie représentatif montrant l’existance de deux 

bandes. B, Quantification montrant que le LPS augmente la sécrétion de MMP-9 de façon 

concentration-dépendante. Cet effet est additionné à celui de l’adénosine quand les deux 

traitements sont couplés. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 6). * p < 0,05 

versus condition sans adénosine et ** p < 0,01 versus condition sans adénosine. 



 168 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

*

**

Ado/EHNA (10 µM)
LPS (100 ng/ml)

- +                       - +
- - +         +

M
M

P
-9

 m
R

N
A

(f
ol

d 
vs

. c
on

tr
ol

)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

*

**

Ado/EHNA (10 µM)
LPS (100 ng/ml)

- +                       - +
- - +         +

M
M

P
-9

 m
R

N
A

(f
ol

d 
vs

. c
on

tr
ol

)

E
xp

re
ss

io
n 

du
 t

ra
ns

cr
it

 M
M

P
-9

(n
om

br
e 

de
 f

oi
s 

pa
r

ra
pp

or
t 

au
 c

on
tr

ôl
e)

1.2 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages 

primaires humains stimulés par le LPS 

 

Afin de vérifier sur cellules primaires les résultats obtenus sur la lignée cellulaire 

THP-1, des monocytes ont été purifiés à partir de sang total issu de volontaires sains et ont été 

différenciés en macrophages avec 50 ng/ml de M-CSF pendant 7 jours, puis stimulés 24 

heures avec 100 ng/ml de LPS. Des traitements Ado/EHNA 10 µM ont été effectués 15 

minutes avant la stimulation par le LPS. L’ARNm ainsi que la protéine MMP-9 ont été 

quantifiés par qPCR et par zymographie, à partir des ARN totaux et des surnageants de 

culture.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm MMP-9 par les macrophages 

primaires humains stimulés ou non par le LPS. 

 

Des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang de volontaires sains sont 

différenciés en macrophages, puis mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 

15minutes avant d’être stimulés ou non par 100 ng/ml de LPS pendant 24 heures. La quantité 

d’ARNm MMP-9 est mesurée par qPCR à partir des ARN totaux. Son association avec 

l’adénosine entraine une sécrétion  de MMP-9 supérieure à celle de la condition adénosine 

seule. Les résultats sont exprimés par la moyenne des séries ± SD (n = 8), avec * p < 0,05 

versus condition sans adénosine et ** p < 0,01 versus condition sans adénosine. 
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Une analyse par PCR quantitative montre une augmentation significative de 

l’expression du transcrit MMP-9 lors d’un traitement à l’adénosine et ceci dans les conditions 

avec ou sans LPS. Le LPS seul est sans effet. Cependant, ajouté aux macrophages prétraités 

par l’adénosine, le LPS entraine une augmentation de l’ARNm codant pour la MMP-9 

supérieure au traitement par Ado/EHNA seul (Figure 33). 

 

Ces résultats sont similaires à ceux obtenus avec les macrophages THP-1 : l’effet de 

l’adénosine dans l’augmentation de la production de MMP-9 est conservé dans les monocytes 

primaires humains différenciés en macrophages, que les cellules soient stimulées ou non par 

le LPS. De plus, les effets de l’adénosine semblent amplifier l’utilisation d’un agent stimulant 

comme le LPS, comparés à l’utilisation du LPS seul. 

 

1.3 Modulation du système de reconnaissance du LPS par l’adénosine 

 

Les monocytes-macrophages possèdent un système de reconnaissance au LPS 

constitué de 3 éléments : le TLR4, le récepteur CD14 et la protéine accessoire MD-2. Nous 

avons montré que l’augmentation de la production de MMP-9  par le LPS chez les 

macrophages THP-1 est supérieure lorsque les cellules sont prétraitées par l’adénosine. Ces 

résultats nous ont conduits à émettre l’hypothèse que l’adénosine pourrait moduler certains 

des éléments du système de reconnaissance du LPS. 
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Figure 34 : L’adénosine augmente l’expression de l’ARNm MD-2 dans les macrophages 

THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 15 

minutes avant leurs 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 nM). La quantité 

d’ARNm codant pour les gènes du système de reconnaissance du LPS est mesurée par qPCR 

à partir des ARN totaux. L’adénosine augmente significativement la quantité d’ARNm MD-2, 

alors que l’expression des transcrits CD14 et TLR4 reste inchangée. Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± SD (n = 6). * p < 0,05 versus condition sans adénosine. 

 

 

Nous avons donc mesuré par PCR quantitative l’expression des ARNm codant pour 

MD-2, TLR4 et CD14 dans des cellules THP-1 prétraitées ou non pendant 15 minutes avec 10 

µM d’Ado/EHNA avant leur différenciation en macrophages par 150 nM de PMA pendant 48 

heures. 
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Les analyses par qPCR montrent que la quantité de transcrits codant pour MD-2 par 

les macrophages THP-1 augmente de près de 3 fois suite à l’ajout d’Ado/EHNA. Les ARNm 

TLR4 ET CD14 ne montrent pas de variation d’expression significative (Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : L’adénosine augmente l’expression de la protéine CD14 membranaire par les 

macrophages THP-1 stimulés par le LPS. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 15 

minutes avant 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 nM). Les cellules sont 

stimulées ou non par 100 ng/ml de LPS pendant 24 heures avant la fin de la phase de 

différenciation. L’expression des protéines CD14 et TLR4 est mesurée par cytométrie en flux. 

L’adénosine couplée au LPS augmente significativement l’expression de CD14, alors que 

l’expression de TLR4 reste inchangée quelque soient les traitements employés. Les résultats 

sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3). * p < 0,05 versus condition sans adénosine. 

 

 

L’ARNm codant pour TLR4 ne varie pas sous l’action de l’adénosine dans nos 

expériences, cependant des récentes études montrent un recrutement de la protéine TLR4 au 

niveau de la membrane de macrophages stimulés par un stress oxydant 527. Nous avons alors 

mesuré par cytométrie en flux l’expression des protéines membranaires CD14 et TLR4, sur 
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les macrophages THP-1 prétraités ou non avec 10 µM d’Ado/EHNA, puis stimulés ou non 

pendant 24 heures par 100 ng/ml de LPS. 

 

L’analyse en cytométrie en flux des protéines membranaires CD14 et TLR4 montre 

que le traitement Ado/EHNA seul n’entraine pas de changement dans l’expression des 

protéines TLR4 et CD14 au niveau de la membrane extracellulaire. En revanche, couplé au 

LPS, l’adénosine augmente de près de 2 fois l’expression de CD14 (Figure 35). 

 

En plus de son appartenance au système de reconnaissance du LPS, le récepteur CD14 

est un marqueur de la différenciation des monocytes en macrophages, très exprimé chez ces 

derniers. Les résultats obtenus en cytométrie pour la protéine CD14 suggèrent un effet de 

l’adénosine sur la différenciation des THP-1 monocytes en macrophages. Afin de vérifier 

cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences sur les THP-1 dans lesquelles le 

traitement Ado/EHNA 10 µM a été ajouté 15 minutes avant la phase de stimulation par le 

LPS et non pas avant la phase de différenciation par le PMA. Nous avons obtenus des effets 

du même ordre que ceux obtenus dans les traitements où le couple Ado/EHNA était 

administré avant différenciation, cependant ils étaient moins marqués (données non 

présentées). Ces résultats laissent à penser que l’adénosine possède un effet sur la 

différenciation des monocytes. Une autre possibilité serait que le traitement Ado/EHNA après 

différenciation ne laisse pas le temps au mécanisme transcriptionnel de se mettre en place, 

d’où un effet de l’adénosine atténué.  

 

Ces données suggèrent que l’adénosine induit un priming des THP-1 différenciés en 

macrophages pour faciliter leur réponse au LPS et permettent d'expliquer la remarquable 

augmentation de la MMP-9 quand le LPS est appliqué sur des cellules prétraitées par 

l’adénosine. 

 

1.4 Conclusion 

 

Nos résultats montrent que le LPS induit une augmentation concentration-dépendante 

de la production de MMP-9 par les macrophages et que cet effet est amplifié par un 

prétraitement par l’adénosine. Ceci pourrait s’expliquer par un effet de l’adénosine sur le 

système de reconnaissance du LPS.  
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2 Effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les macrophages stimulés par 

d’autres types de stimuli 

 

2.1 Autres méthodes de stimulation des macrophages THP-1 

 

Nous avons étudié l’effet d’un prétraitement à l’adénosine sur la production de MMP-

9 par les macrophages THP-1 stimulés par d’autres agents que le LPS, tels que le fMLP ou un 

stress hypoxique.  

 

La concentration de MMP-9 est dosée par ELISA dans les surnageant de culture. Les 

macrophages THP-1 prétraités ou non à l’adénosine sont stimulés pendant 24 heures avant la 

fin de leur différenciation par la fMLP (peptide synthétique mimant l’activité des peptides 

bactériens) et par une période d’hypoxie de 24 heures, modèle expérimentale mimant certains 

effets d’une ischémie. Ces traitements ont été réalisés conjointement avec une stimulation par 

le LPS. 

 

Tous comme le LPS, la fMLP et l’hypoxie entrainent une augmentation de la 

production de MMP-9 supérieure au niveau basal observé dans les THP-1 différenciés en 

macrophages, bien que l’augmentation induite par la fMLP ne soit pas statistiquement 

significative. Un prétraitement des macrophages THP-1 à l’adénosine entraine une 

augmentation supplémentaire de la production de MMP-9 par rapport au contrôle sans 

adénosine quelque soit le stimulus employé. De même, cet effet n’est pas significatif lorsque 

les macrophages sont stimulés par la fMLP. Le prétraitement par l’adénosine induit une plus 

forte sécrétion de MMP-9 par les macrophages stimulés en condition hypoxique que par ceux 

stimulés par le LPS (Figure 36).  
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Figure 36 : L’adénosine augmente la production de MMP-9 par les macrophages THP-1 en 

hypoxie. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 

pendant 15 minutes avant 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 nM). Les 

cellules sont stimulées ou non par 100 ng/ml de LPS, 10-7 M de fMLP ou des conditions 

hypoxiques 24 heures avant la fin de la phase de différenciation. La concentration de MMP-9 

est dosée dans les milieux de culture par ELISA. L’adénosine couplée au LPS ou à des 

conditions hypoxiques entraine une augmentation supérieure de la sécrétion de MMP-9, 

comparée à l’emploi de LPS ou de conditions hypoxiques seuls. En revanche, l’utilisation de 

fMLP associée ou non à l’adénosine reste sans effet. Les résultats sont exprimés en moyenne 

± SD (n = 3). * p < 0,05 versus contrôle et ** p < 0,01 versus contrôle. 

 

 

Ces résultats suggèrent à nouveau que l’adénosine induit un priming des THP-1 sous 

forme monocytaire, qui favoriserait leur réponse à une stimulation lorsqu’ils sont différenciés 

en macrophages.  
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2.2 Stimulation des macrophages THP-1 par divers ligands du TLR4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : L’adénosine associée à l’acide hyaluronique augmente la production de MMP-9 

par les macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 15 

minutes avant leurs 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 nM). Les cellules 

sont stimulées ou non par 10 µg/ml d’acide hyaluronique (HA) ou d’héparane sulfate (HS) 24 

heures avant la fin de la phase de différenciation. La concentration de MMP-9 est dosée dans 

les milieux de culture par ELISA. L’adénosine couplée à l’HA entraine une augmentation 

supérieure de la sécrétion de MMP-9, comparée à l’emploi d’HA seul. L’utilisation d’HS seul 

reste sans effet, en revanche son association avec l’adénosine augmente la production de 

MMP-9. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3). * p < 0,05 versus contrôle et 

** p < 0,01 versus contrôle. 
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Nous avons précédemment utilisé le LPS pour stimuler les THP-1 différenciés en 

macrophages. Les résultats obtenus ont suggéré que l’adénosine pourrait moduler certains 

éléments du système de reconnaissance du LPS, tels que le TLR4 dont l’activation a été 

démontrée après infarctus du myocarde 328. Une littérature importante traite d’autres ligands 

potentiels du TLR4 337, dont certains, endogènes, pourraient être présents dans le cœur après 

infarctus du myocarde et pourraient donc être responsable de l’activation du TLR4. C’est le 

cas de certains composants de la matrice extracellulaire dont la mobilisation a été démontrée 

après un période d’ischémie : l’acide hyaluronique (HA) 287, 336 et un mélange d’héparanes 

sulfate (HS) 337. Nous avons donc mesuré la concentration de MMP-9 par ELISA dans les 

surnageant de culture issus de macrophages prétraités par l’adénosine et stimulés par l’HA et 

l’HS. 

 

L’HA seul entraîne une augmentation significative de la production de MMP-9 par 

rapport au niveau basal, alors que l’HS n’a pas d’effet. L’adénosine quant à elle induit une 

augmentation supplémentaire de la production de MMP-9 lorsque les macrophages sont 

stimuléspar l’HA aussi bien que par l’HS (Figure 37). Les taux de MMP-9 obtenus pour la 

condition HA et la condition hypoxie sont du même ordre que ceux obtenus pour les 

traitements avec LPS (Figure 36 et Figure 37). 

 

2.3 Conlusion 

 

Nous avons montré que l’adénosine est capable de stimuler la production de MMP-9 

par des macrophages activés par divers timuli. C’est en condition hypoxique mimant une 

période ischémique que la production de MMP-9 est maximale (4 fois par rapport au contrôle). 

Tous les ligands potentiels du TLR4 ne sont pas capables d’induire une production de MMP-9 

de la même intensité, le LPS restant le ligand le plus puissant. Comme précédemment, 

l’adénosine semble induire un priming des THP-1 sous forme monocytaire en favorisant leur 

réponse à un stimulus lorsqu’ils sont différenciés en macrophages. 
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CHAPITRE IV : 

IMPLICATION DES RECEPTEURS A L’ADENOSINE DANS 

LA PRODUCTION DE LA MMP-9 PAR LES MACROPHAGES 

 

 

 

L’adénosine diminue la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles via le récepteur à 

l’adénosine A2a. En revanche, elle augmente la production de MMP-9 par les macrophages, 

stimulés ou non. Afin d’expliquer ces effets opposés, nous avons émis l’hypothèse que 

l’adénosine pourrait activer des récepteurs différents à la surface des neutrophiles et des 

macrophages. Le but des travaux suivants a donc été de caractériser le(s) récepteur(s) à 

l’adénosine impliqué(s) dans l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les 

macrophages. Deux approches complémentaires ont été engagées, la première 

pharmacologique, reposant sur l’utilisation d’analogues de l’adénosine, et la seconde 

moléculaire, reposant sur la modification expérimentale de l’expression des récepteurs à 

l’adénosine. 

 

1 Expression basale des récepteurs à adénosine 

 

Nous avons tout d’abord souhaité caractériser l’expression relative des 4 récepteurs à 

l’adénosine chez les macrophages THP-1. L’absence d’anticorps spécifiques utilisables en 

western blot nous a conduits à effectuer cette mesure par qPCR. 

 

Le transcrit codant pour le récepteur A2b est le plus exprimé dans les THP-1 sous 

forme monocytaire par rapport aux transcrits A2a & A3 qui le sont très faiblement (A1 n’étant 

pas détectable). Les expressions des transcrits A2b et A3 restent inchangées lorsque les 

cellules sont différenciées en macrophages, alors que l’expression du transcrit A2a augmente 

(données non présentées). 

 

Puis nous avons déterminé par PCR quantitative, le taux d’expression des transcrits 

codant pour les récepteurs à l’adénosine : A1, A2a, A2b & A3, par les macrophages THP-1, 

prétraités ou non avec 10 µM d’Ado/EHNA 15 minutes avant 48 heures de différenciation. 
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Figure 38 : L’adénosine augmente l’expression des ARNm codant pour les récepteurs à 

l’adénosine A2b et A3 par les macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités pendant 15 minutes avec ou sans 

Ado/EHNA (10 µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA (150 nM) 

pendant 48 heures. Les transcrits des récepteurs à l’adénosine sont mesurés par qPCR à 

partir des ARN totaux. Le traitement Ado/EHNA entraine une augmentation de l’ARNm A2b 

et A3 après 48 heures de différenciation. Les résultats sont normalisés par rapport au gène de 

référence, la β-actine, et sont exprimés en moyenne ± SD (n=6). * p < 0,05 versus sans 

Ado/EHNA. 

 

 

Les transcrits codant pour les récepteurs à l’adénosine A2a et A2b sont 4 fois plus 

exprimés par les macrophages THP-1 que ceux codant pour le récepteur A3, à l’état basal. 

L’addition d’Ado/EHNA entraine une augmentation de plus de 2 fois de l’expression des 

transcrits A2b et A3, alors que la quantité d’ARNm A2a ne varie pas (Figure 38). 

 

Ces données suggèrent que l’augmentation de la production de MMP-9 par les 

macrophages THP-1 passe par l’activation des récepteurs A2b et A3. Afin de vérifier 
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l’implication de ces récepteurs dans la production de MMP-9 par les macrophages THP-1, des 

approches pharmacologiques et moléculaires ont été engagées. 

 

2 Approche pharmacologique 

 

Nous avons utilisé des agonistes et des antagonistes connus pour être les plus 

spécifiques chez l’Homme (Tableau 2 page 100) afin d’activer de façon spécifique l’un ou 

l’autre des récepteurs à l’adénosine. Les agonistes sont employés en prétraitement 15 minutes 

avant la différenciation des THP-1 en macrophages, à des concentrations de 0,1 à 10 µM et 

sans EHNA, afin de limiter l’incidence de l’adénosine endogène et de n’étudier que les effets 

propres des agonistes sur les récepteurs. Les antagonistes sont appliqués 15 minutes avant un 

prétraitement de 15 minutes par 10 µM d’adénosine précédant la différenciation des THP-1 en 

macrophages. Comme pour les agonistes, le prétraitement à l’adénosine est effectué sans 

EHNA. 

 

Une analyse par zymographie à partir des surnageants de milieux de culture est 

effectuée pour étudier la production de MMP-9 par les macrophages THP-1 en réponse aux 

différentes concentrations d’agonistes et d’antagonistes des récepteurs à l’adénosine. 

 

La quantification par zymographie révèle que seul l’IB-MECA (agoniste du récepteur 

à l’adénosine A3) augmente la production de MMP-9 par les macrophages THP-1 (Figure 39). 

L’absence d’agoniste spécifique du récepteur A2b ne nous permet pas de conclure à une 

éventuelle implication de ce récepteur. D’autres expériences ont montré qu’aucun des 

antagonistes des récepteurs à l’adénosine utilisés n’ont été capables de réduire de façon 

significative l’augmentation de la production de MMP-9 induite par l’adénosine (données non 

présentées). 
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Figure 39 : L’agoniste du récepteur à l’adénosine A3 augmente la production de MMP-9 par 

les macrophages THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités pendant 15 minutes par des concentrations 

croissantes (0,1 à 10 µM) d’agonistes spécifiques des récepteurs à l’adénosine (A1-spécifique 

C8031, A2a-spécifique CGS 2160 et A3-spécifique IB-MECA), puis mis en présence de PMA 

(150 nM) pendant 48 heures. La production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture 

par zymograhie et l’intensité des bandes obtenues est quantifiée par analyse densitométrique. 

L’agoniste du récepteur à l’adénosine A3 augmente de façon dose-dépendante la production 

de MMP-9 par les macrophages THP-1. Expérience représentative de deux manipulations 

indépendantes. 

 

 

Analysés ensembles, ces résultats suggèrent que l’augmentation de la sécrétion de 

MMP-9 par les THP-1 différenciés en macrophages prétraités avec de l’adénosine passe par la 

voie du récepteur A3. 
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3 Approche moléculaire 

 

Bien que la spécificité des analogues de l’adénosine utilisés dans les expériences 

précédentes soit reconnue, il n’est pas exclu que certaines molécules activent d’autres 

récepteurs que leur récepteur cible lorsqu’elles sont utilisées à des concentrations élevées. 

Ceci pris en considération, avec l'absence d’agoniste spécifique du récepteur A2b et l’absence 

des effets des antagonistes, nous avons jugé nécessaire de vérifier les résultats obtenus 

précédemment par une autre approche, moléculaire cette fois-ci. Nous avons dons étudié les 

effets de l’adénosine sur la production de MMP-9 suite à une répression des récepteurs à 

l’adénosine. 

 

L’expression des récepteurs à l’adénosine a été réprimée par l’emploi de siARN 

spécifiques de chacun des types de récepteurs. 
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Figure 40 : Le siARN A3 inhibe l’effet de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les 

macrohages THP-1. 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont transfectés avec des siRNA spécifiques des récepteurs 

à l’adénosine. 48 heures après transfection, les cellules sont prétraitées pendant 15 minutes 

avec ou sans Ado/EHNA (10 µM), puis mis en présence de l’agent de différenciaton PMA 

(150 nM) pendant 48 heures. La production de MMP-9 est dosée dans les milieux de culture 

par zymograhie. L’augmentation de la production de MMP-9 par l’adénosine est de moindre 

amplitude lorsque l’expression du récepteur A3 a été partiellement réprimée. Les résultats 

sont exprimés en moyenne ± SD (n=3. * p < 0,05 versus Ado/EHNA. 

 

 

Nous avons transfecté par Nucléofection® des THP-1 non différenciés (sous forme 

monocytaire) avec des siARNs complémentaires des transcrits codant pour les récepteurs à 

l’adénosine A2a, A2b et A3. Les cellules et milieux de cultures ont été récupérés 48 heures 

après transfection et l’expression des récepteurs à l’adénosine a été analysée en PCR 

quantitative. En utilisant les siARNs correspondants, les transcrits codants pour le récepteur 
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A2a sont diminués de 70 %, ceux pour le récepteur A2b de 50 % et ceux pour le récepteur A3 

de 80 % par rapport aux conditions contrôle (données non présentées). 

 

Après avoir vérifié l’efficacité des siARN, nous avons étudié l’effet d’un traitement 

Ado/EHNA 10 µM sur les macrophages THP-1 transfectés par les siARNs spécifiques des 

récepteurs A2a, A2b ou A3. 48 heures après transfection, les THP-1 sous forme monocytaire 

sont traités avec ou sans 10 µM d’Ado/EHNA pendant 15 minutes avant différenciation. Des 

analyses en zymographie sont effectuées à partir des surnageants de culture pour évaluer la 

production de la MMP-9. 

 

 

Nos résultats montrent que l’augmentation de la production de MMP-9 par l’adénosine 

est inhibée partiellement lorsque l’expression du récepteur A3 est réprimée. En revanche, 

cette augmentation reste inchangée lorsque les récepteursA2a ou A2b sont réprimés (Figure 

40). 

 

4 Conclusion 

 

Les études présentées dans ce chapitre ont montré que l’adénosine modifie 

l’expression de ses propres récepteurs, les récepteurs A2b et A3 étant augmentés. L’utilisation 

de drogues spécifiques des différents récepteurs ainsi qu’une approche moléculaire visant à 

réprimer l’expression de l’un ou l’autre des récepteurs ont permis de conclure que 

l’augmentation de la production de MMP-9 par l’adénosine chez les macrophages passe par 

une activation du récepteur A3. Cette observation permettrait d’expliquer les effets opposés 

de l’adénosine sur la production de MMP-9 par les neutrophiles et les macrophages. En effet, 

cette production est réprimée chez les neutrophiles montre l’activation du récepteur A2a, alors 

qu’elle est activée chez les macrophages suite à l’activation du récepteur A3. 
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CHAPITRE V : 

MONOCYTES ET TISSU DE GRANULATION 

 

 

 

Durant la phase de remodelage précoce post-IM, les cellules inflammatoires 

(neutrophiles, macrophages…) associées aux fibroblastes et aux cellules endothéliales 

forment un tissu de granulation qui remplace le tissu lésé. Ce tissu provisoire sécrète un 

gradient d’agents chimioattractants qui attirent les monocytes, en les faisant migrer dans la 

zone infarcie, où ils se différencient en macrophages. Puis ces macrophages entrent en 

apoptose après la phase aiguë de l’infarctus. L’inhibition de cette apoptose permettrait une 

amélioration du remodelage ventriculaire gauche 19. Nous avons étudié l’effet de l’adénosine 

sur la migration et l’apoptose des monocytes-macrophages. Ces travaux ont été précédés par 

la mise au point d’un modèle de chambre de Boyden permettant d’évaluer la migration 

monocytaire et d’un modèle d’apoptose des monocytes. 

 

1 Effet de l’adénosine sur la migration monocytaire 

 

La migration des monocytes-macrophages dans le tissu cardiaque est caractéristique 

du remodelage ventriculaire après infarctus. L’infiltration cellulaire dans le tissu de 

granulation est facilitée par un gradient de molécules chimioattractantes et par la dégradation 

de la matrice extracellulaire grâce à la MMP-9.  

 

1.1 Effet de l’adénosine sur le récepteur aux chimiokines CCR2 

 

Les monocytes-macrophages possèdent des récepteurs membranaires aux chimiokines, 

dont le CCR2 sur lequel se lie la MCP-1, sécrétée en gradient croissant jusqu’au tissu de 

granulation situé au sein de l’infarctus. Nous avons étudié l’effet de l’adénosine sur 

l’expression du récepteur CCR2 chez les monocytes-macrophages. 

 

Nous avons tout d’abord évalué l’expression de l’ARNm CCR2 par PCR quantitative 

dans les THP-1 à la fois sous forme monocyte et macrophage. Les monocytes THP-1 sont mis 
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en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 24 heures et les macrophages THP-1 

sont prétraités 24 heures avec ou sans Ado/EHNA 10 µM avant différenciation. 

 

Le traitement Ado/EHNA augmente de 50 % l’expression du transcrit CCR2 dans les 

THP-1 monocytes, alors qu’il la diminue de 75 % dans les THP-1 différenciés en 

macrophages (Figure 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : L’adénosine augmente la quantité de transcrits codant pour CCR2 par les 

monocytes et diminue par les macrophages. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 

pendant 24 heures. Des monocytes de la lignée THP-1 sont prétraités ou non avec 10 µM 

d’Ado/EHNA 24 heures avant leurs 48 heures de différenciation en macrophages (PMA 150 

nM). La quantité d’ARNm codant pour le récepteur CCR2 est mesurée par qPCR. Le 

traitement Ado/EHNA augmente la quantité de transcrits codant pour le récepteur CCR2 par 

les monocytes, alors qu’il la diminue par les macrophages. Les résultats sont exprimés en 

moyenne ± SD (n = 5). * p < 0,05 versus sans Ado/EHNA. 
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Nous avons poursuivi nos études en mesurant par cytométrie en flux l’expression 

membranaire de la protéine CCR2 sur des monocytes primaires humains purifiés à partir de 

sang total et différenciés en macrophages après un traitement par 50 ng/ml de M-CSF pendant 

7 jours. Puis les macrophages sont traités pendant 6 heures avec 10 µM d’Ado/EHNA. 

 

Le traitement Ado/EHNA entraine une diminution de la population exprimant le 

CCR2 de 60 % à 6 % et de l’intensité moyenne de fluorescence du marquage CCR2 qui passe 

de 800 à 500 (Figure 42). 

 

 

 

 

Figure 42 : L’adénosine diminue l’expression membranaire de CCR2 par les macrophages 

primaires humains. 

 

Des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang total sont différenciés en 

macrophages, puis mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 6 heures. 

L’expression des récepteurs membranaires CCR2 est mesurée par cytométrie en flux. Le 

traitement Ado/EHNA diminue l’expression membranaire du récepteur CCR2 par les 

monocytes primaires humains différenciés en macrophages. P1 représente la population de 
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cellules marquées positivement pour CCR2. Expérience représentative de trois manipulations 

indépendantes. 

 

 

Nos résultats suggèrent la présence d’une amélioration de la capacité chimiotactique 

des monocytes grâce à un traitement à l’adénosine par augmentation du transcrit codant pour 

CCR2. En revanche, l’adénosine semble diminuer les propriétés de chimiotactisme des 

macrophages en engendrant une diminution importante de l’expression du CCR2, tant au 

niveau du transcrit que de la protéine. 

 

1.2 Effet de l’adénosine sur la migration des monocytes 

 

Nous avons utilisé le principe de la chambre de Boyden pour étudier l’effet de 

l’adénosine sur la migration des monocytes THP-1 à travers une membrane recouverte de 

gélatine B (substrat principal de la MMP-9) et suivant un gradient de MCP-1. 
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Figure 43 : L’adénosine augmente la capacité migratoire des monocytes THP-1. 

 

Des monocytes de la lignée THP-1 sont mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA 

pendant 24 heures, puis incubés pendant 30 minutes avec ou sans inhibiteurs de MMPs 

GM6001 (10 ou 1000 nM) ou TIMP-1 (10 ng/ml). La migration cellulaire est évaluée par une 

analyse de fluorescence. Le traitement Ado/EHNA favorise la migration cellulaire des 

monocytes THP-1 à travers la membrane et son action est inhibée par l’utilisation 

d’inhibiteurs de MMPs. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 5). * p < 0,05 

versus contrôle. 

 

 

Les monocytes THP-1 sont traités pendant 24 heures avec ou sans 10 µM 

d’Ado/EHNA, puis incubés pendant 30 minutes avec des inhibiteurs de MMPs avant d’être 

transférés dans une chambre de Boyden constitués d’une membrane recouverte de gélatine. 

Ces inhibiteurs sont le TIMP-1 (10 ng/ml), considéré comme l’inhibiteur endogène principal 

de la MMP-9, et le GM 6001 (10 et 1000 nM), qui est un inhibiteur de synthèse non 

spécifique des MMPs. Les cellules sont déposées au-dessus de la membrane, la MCP-1 est 
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placée dans le compartiment inférieur de la chambre, et la migration des cellules à travers la 

membrane est évaluée par la mesure de la fluorecence issue des cellules qui ont traversé la 

membrane et qui ont été colorées par un marqueur fluorescent. 

 

Nous observons que l’adénosine favorise la migration des monocytes THP-1, et que 

l’utilisation d’inhibiteurs de MMPs, aussi bien le TIMP-1 que le GM 6001, réduit 

considérablement cette migration (Figure 43). 

 

1.3 Conclusion 

 

Ces résultats montrent que l’adénosine améliore la capacité migratoire des monocytes 

et suggèrent que cet effet est lié à une augmentation de l’activité de la MMP-9. 

 

2 Effet de l’adénosine sur l’apoptose des monocytes primaires humains : études 

préliminaires 

 

Nos travaux de fin de thèse se sont axés sur la mise au point de techniques utilisant les 

principes de la cytométrie en flux permettant la détection du phénomène d’apoptose de 

monocytes primaires humains. L’apoptose est induite par une privation de sérum dans le 

milieu de culture, une méthode permettant de mimer les conditions d’ischémie. 

 

 

2.1 Marquage annexine V – iodure de propidium 

 

En nous basant sur les données de la littérature 520, nous avons mis en culture des 

monocytes primaires humains, purifiés à partir de sang total, prétraités avec ou sans 10 µM 

d’Ado/EHNA pendant 4 heures dans un milieu de culture sans sérum. 

 

Nous avons effectué un marquage annexine V – iodure de propidium (PI) sur ces 

cellules afin de déterminer le pourcentage de cellules en nécrose et en apoptose suite à la 

privation en sérum. 
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Lors de l’apoptose, les phosphatidylsérines sont exposées à la surface membranaire 

sans rupture de la membrane plasmique. Leur externalisation est détectée par un marquage 

des cellules à l’annexine V qui les lie spécifiquement. L’annexine V, couplée à une sonde 

fluorescente, permet la détection des cellules apoptotiques par cytométrie en flux. Ce 

marquage est couplé au PI. Le PI est un agent fluorescent qui pénètre par les membranes 

cellulaires, devenues poreuses, des cellules nécrotiques et se fixe sur leur ADN. Ce double 

marquage permet ainsi de différencier les deux types de morts cellulaires : la nécrose et 

l’apoptose. En effet, la nécrose étant un événement très présent dans le cœur au cours de 

l’infarctus et du post-infarctus, il faut le distinguer de l’apoptose, afin d’être sûr que nos 

traitements induisent le phénomène de mort souhaité.  

 

Les cellules marquées annexine V positives - PI négatives sont considérées comme 

étant en apoptose (Figure 44, fenêtre A) et celles annexine V négatives - PI positives en 

nécrose (Figure 44, fenêtre D). Le marquage intermédiaire annexine V positif - PI positif 

caractérise les cellules en apoptose tardive (Figure 44, fenêtre B). Les cellules saines sont 

marquées annexine V négatives - PI négatives (Figure 44, fenêtre C). 
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Figure 44 : L’adénosine diminue le phénomène d’apoptose sur les monocytes primaires. 

 

Des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang total sont privés de sérum puis 

mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 4 heures. L’apoptose est évaluée par 

la mesure de l’externalisation des phosphatidylsérines membranaires par cytométrie en flux. 

L’adénosine diminue le phénomène d’apoptose sur les monocytes primaires humains privés 

de sérum pendant 4 heures La portion A représente les cellules marquées annexine V 

positives - PI négatives en apoptose, la portion B celles annexine V positives - PI positives en 

apoptose tardive, la portion C les cellules vivantes non marquées et la portion D les cellules 

annexine V négatives - PI positives en nécrose. Expérience représentative d’une manipulation. 

 

 

15 % des monocytes primaires humains privés de sérum pendant 4 heures sont en 

cours d’apoptose. Ce pourcentage diminue de plus de 5 % suite à un traitement Ado/EHNA 

(Figure 44, fenêtre A). Les pourcentages des cellules en apoptose tardive ou en nécrose ne 

semblent pas modifiés par l’adénosine (Figure 44, fenêtres B et D). 
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L’adénosine semble donc limiter l’entrée en apoptose des monocytes primaires 

humains privés de sérum pendant 4 heures. 

 

2.2 Détection de la phase sub-G1 du cycle cellulaire 

 

Un marquage au PI après fixation en cytométrie en flux permet une étude du cycle 

cellulaire des monocytes/macrophages primaires par mesure de l’ADN total des cellules. Lors 

d’une apoptose avancée, l’ADN se fragmente et un pic ou un épaulement précédant le pic de 

la phase G1 apparaît : c’est la phase sub-G1 caractéristique des dommages causés sur l’ADN 

cellulaire. 

 

Nous avons effectué un marquage au PI sur des monocytes primaires humains, purifiés 

à partir du sang total, dans un milieu de culture privé de sérum avec ou sans 10 µM 

d’Ado/EHNA pendant 24 heures. 

 

Nous avons obtenu un  pic caractéristique de la phase G1 et une absence de phase G2, 

pour toutes nos conditions. Pour le traitement pro-apoptotique avec privation en sérum 24 

heures, un pic caractéristique de la phase sub-G1 est observé. Suite à l’ajout de 10 µM 

d’Ado/EHNA, ce pic a tendance à disparaître et ne former plus qu’un léger épaulement 

(Figure 45). 
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Figure 45 : L’adénosine empêche l’apparition du pic sub-G1 chez les monocytes primaires. 

 

Des monocytes primaires humains purifiés à partir de sang total sont privés de sérum puis 

mis en présence ou non de 10 µM d’Ado/EHNA pendant 24 heures. Le cycle cellulaire est 

évalué par cytométrie en flux après marquage des cellules par le PI. L’adénosine prévient 

l’apparition du pic sub-G1 caractéristique de l’apoptose sur les monocytes primaires 

humains privés de sérum pendant 24 heures. G1, G2 et sub-G1 représentent respectivement 

les phases G1, G2 et sub-G1 du cycle cellulaire. Expérience représentative d’une 

manipulation. 

 

 



 194 

2.3 Conclusion 

 

Des expériences préliminaires ont permis de penser que l’adénosine pourrait avoir un 

rôle dans la régulation de l’apoptose des monocytes primaires humains. En effet, l’adénosine 

réduit la proportion de cellules en apoptose ou présentant un ADN endommagé suite à une 

privation de sérum. 
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DISCUSSION 
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Un remodelage maladaptif du ventricule gauche est une des causes principales du 

développement d’une IC après un IM. Il est lié en partie à l’activité de la MMP-9. Bien que 

les propriétés cardioprotectrices de l'adénosine soient connues, son rôle dans le remodelage 

ventriculaire est encore mal défini. Nous avons émis l’hypothèse que l’adénosine pourrait 

moduler la production de la MMP-9. Suite à un infarctus, deux vagues de cellules 

inflammatoires s’infiltrent séquentiellement dans le cœur : les neutrophiles puis les 

monocytes/macrophages. En utilisant des neutrophiles isolés à partir du sang de volontaires 

sains, nous avons montré dans un premier temps que l’adénosine inhibe la sécrétion de MMP-

9 par les neutrophiles activés. Cet effet passant par l'activation du récepteur à l’adénosine A2a 

implique une voie de signalisation intracellulaire faisant intervenir le cAMP, la PKA et la 

mobilisation du calcium. Dans un second temps, nous avons utilisé des monocytes primaires 

humains que nous avons différenciés en macrophages in vitro. Contrairement aux résultats 

obtenus avec les neutrophiles, nous avons montré que l'adénosine augmente la sécrétion de 

MMP-9 par les macrophages. Cette augmentation semble être véhiculée par le récepteur à 

l’adénosine A3. Nous avons également montré que l'adénosine améliore la capacité migratoire 

des monocytes et que cet effet semble provenir de la stimulation de l'activité MMP-9. Enfin, 

des expériences préliminaires semblent indiquer que l’adénosine aurait un effet anti-

apoptotique sur les monocytes primaires humains. Ces travaux ont contribué à la 

caractérisation des effets de l’adénosine sur certains processus clefs du remodelage 

ventriculaire gauche, notamment la dégradation de la matrice extracellulaire et l’apoptose des 

cellules inflammatoires. Ils mettent en exergue la notion de fenêtre thérapeutique temporelle 

et pourraient avoir d’importantes implications lors de stratégies thérapeutiques utilisant 

l’adénosine et/ou ses récepteurs pour le traitement de l'IM et la prévention de l’IC. 

 

EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LES NEUTROPHILES STIMULES 

 

Les polynucléaires neutrophiles sont les premières cellules de l’immunité recrutées 

dans la zone lésée après infarctus du myocarde, où elles libèrent par dégranulation divers 

médiateurs et enzymes, dont la MMP-9. L’activité incontrôlée de cette enzyme peut 

contribuer à une dégradation excessive de la matrice extracellulaire cardiaque et un 

remodelage myocardique inadapté. Nous avons montré dans un premier temps que 

l’adénosine diminue la production de MMP-9 par les neutrophiles primaires humains activés 

par la fMLP. L’activation des neutrophiles se fait dans un laps de temps très court (15 minutes 

de stimulation par la fMLP), lors duquel aucune synthèse de protéine de novo n’est donc 
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possible. Ceci implique que la production de MMP-9 par les neutrophiles activés est liée à un 

phénomène de dégranulation qui consiste en un relarguage massif et rapide de grandes 

quantités d’enzymes stockées dans les granules.  

Une double approche, à la fois pharmacologique (emploi d’agonistes et d’antagonistes 

spécifiques de l’adénosine) et moléculaire (utilisation de siARNs ciblant les récepteurs à 

l’adénosine), indique que l’inhibition de la sécrétion de MMP-9 par l’adénosine est véhiculée 

par le récepteur à l’adénosine A2a via la voie de signalisation cAMP/PKA/Ca2+ des 

neutrophiles activés. Les cascades de réactions qui en découlent ralentissent la dégranulation 

des neutrophiles via le récepteur A2a, ce qui limite ainsi un relarguage en masse des MMPs 

dans le milieu extracellulaire.  

D’autre part, l’utilisation d’IB-MECA, un agoniste du récepteur A3, semble également 

provoquer cette inhibition, une participation du récepteur A3 ne pouvant donc être exclue. 

Cependant, la spécificité de l’IB-MECA pour le récepteur A3 peut s’avérer ne pas être aussi 

exclusive que prévue. En effet, de récentes données suggèrent que l’IB-MECA peut aussi se 

fixer sur le récepteur A2a 528, ce qui pourrait expliquer l’effet inhibiteur obtenu dans nos 

expériences lors de son utilisation.  

Nos expériences effectuées par une approche moléculaire permettent néanmoins de 

confirmer l’implication du récepteur A2a au détriment du récepteur A3, puisque seul l’emploi 

du siARN A2a inhibe l’effet de l’adénosine, contrairement au siARN dirigé contre le 

récepteur A3.  

Les résultats de notre étude sur les neutrophiles sont en accord avec ceux de la 

littérature montrant que le récepteur A2a participe à la suppression de la dégranulation et du 

processus proinflammatoire par les neutrophiles primaires humains activés 529, 530. 

 

 

EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LES MACROPHAGES 

 

Les monocytes représentent la deuxième vague cellulaire à coloniser la zone infarcie. 

Ils se différencient en macrophages lors de leur infiltration tissulaire et c’est sous cette forme 

qu’ils produisent de grandes quantités de MMPs.  

L’approche utilisée dans l’étude des effets de l’adénosine sur les neutrophiles a aussi 

été employée sur des macrophages issus de la lignée promonocytaire THP-1 et des monocytes 

primaires humains différenciés en macrophages, et se révèle tout autre. En effet, l’adénosine 

entraîne une augmentation de la production de MMP-9 par les macrophages, avec un effet 
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identique sur les macrophages issus de THP-1, de volontaires sains ou de patients atteints 

d’un infarctus du myocarde. Cette augmentation est due à la fois à l’action de l’adénosine 

exogène et de l’adénosine endogène. L’adénosine entraîne une augmentation de la sécrétion 

de la protéine MMP-9, régulée via un mécanisme transcriptionnel, avec accroissement du 

nombre de copies d’ARNm codant pour la MMP-9 et un intervalle de temps nécessaire à la 

synthèse de protéine de novo. L’augmentation de la transcription de MMP-9 n’est pas 

immédiate et nécessite près de 6 heures avant l’observation d’une augmentation remarquable 

du transcrit et 18 heures pour la protéine, contrairement au processus de dégranulation des 

neutrophiles qui donne lieu à un relarguage rapide et élevé des protéines MMP-9. De plus, 

l’augmentation de la sécrétion de MMP-9 due à l’adénosine passe par l’activation du 

récepteur à l’adénosine A3. L’utilisation d’un agoniste du récepteur A3 (IB-MECA) entraîne 

aussi une augmentation de la production de MMP-9, contrairement aux agonistes spécifiques 

des autres récepteurs. Les expériences effectuées par une approche moléculaire permettent de 

confirmer l’implication du récepteur A3, car seul l’emploi du siARN A3 inhibe l’effet de 

l’adénosine, contrairement aux siARNs A2a et A2b.  

Nos résultats corroborent de récentes études montrant des effets variables de 

l’adénosine sur la production de MMP-9 en fonction du type cellulaire et du récepteur à 

l’adénosine impliqué. Ainsi, l’hypoxie inhibe l’expression de la MMP-9 dans les monocytes 

différenciés en cellules dendritiques via le récepteur A2b 531. Cependant, que ce soit pour les 

neutrophiles ou les macrophages, l’activité des autres récepteurs à l’adénosine associée à la 

production de MMP-9 suite à un traitement par l’adénosine ne peut être formellement exclue. 

En effet, les différences de puissance et de spécificité des ligands de ces récepteurs associées 

aux potentiels phénomènes de compensation et de désensibilisation peuvent influer sur 

l’activité des récepteurs à l’adénosine et jouer un rôle dans la durabilité, l’intensité et la 

qualité de leur signal 340, 424, 435. Par exemple, l’internalisation du récepteur à l’adénosine A3 

provoquée par un agoniste n’inhibe pas la transduction du signal et n’induit pas de 

désensibilisation. Par ailleurs, la séquestration du récepteur favorise son recyclage vers la 

membrane cellulaire et donc la restitution de la sensibilité 532. 

Nous avons aussi observé une régulation différentielle des divers récepteurs à 

l’adénosine par l’adénosine elle-même, ce qui suggère que l’expression et l’activation de l’un 

ou l’autre des récepteurs à l’adénosine est finement régulée. Ces observations peuvent avoir 

une grande incidence sur la mise au point de nouvelles thérapies utilisant des molécules 

analogues à l’adénosine dans le traitement de l’infarctus du myocarde ou de l’insuffisance 

cardiaque. 
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EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LES MACROPHAGES STIMULES 

 

Nous avons aussi mis en évidence une augmentation de la production de MMP-9 par 

un traitement à l’adénosine dans des macrophages activés. Les macrophages stimuléés par le 

LPS sécrètent une forte quantité de MMP-9 et cet effet est amplifié par l’ajout d’adénosine. 

Ceci suggère une implication de l’adénosine dans le priming des monocytes-macrophages, qui 

favorise ainsi leur réponse à un stimulus comme le LPS. Afin d’expliquer ce phénomène, 

nous avons émis l’hypothèse que l’adénosine pourrait moduler certains éléments du système 

de reconnaissance du LPS. Les résultats obtenus sur des macrophages stimulés par le LPS 

montrent que l’adénosine induit une augmentation de l’expression de l’ARNm codant pour la 

protéine accessoire MD-2 et pour le récepteur CD14. Cependant, ce mécanisme de priming 

semble différent de celui induit par un stress oxydant sur des macrophages stimulés, 

entraînant un accroissement du recrutement à la surface cellulaire du récepteur TLR4 par 

exocytose 527.  

Malgré l’absence de variation de l’expression de TLR4, tant au niveau du transcrit que 

de la protéine par les macrophages THP-1 prétraités à l’adénosine et stimulés au LPS, il ne 

faut pas négliger les voies d’activation potentielles de ce récepteur. En effet, l’activation du 

récepteur TLR4 est décrite comme médiatrice de l’apparition d’un remodelage maladaptatif 

après infarctus 332. De plus, bien que le ligand prototype de l’activation du TLR4 soit le LPS, 

lui ou ses dérivés de type lipide A, tels que le DLA ou le MLA, ont peu de probabilité de se 

trouver dans le myocarde après infarctus, car ils impliquent une infection. La stimulation du 

récepteur TLR4 post-IM s’effectue donc grâce à d’autres types de ligands. Les ligands 

endogènes potentiellement présents dans le cœur, pendant et après l’infarctus, sont induits par 

une réponse inflammatoire dans les tissus. Ils sont des composants de dégradation de la 

matrice extracellulaire ou des cytokines proinflammatoires, comme l’HA 287, 336, les HS 337 et 

l’IL-1β 328.  

Parmi ces ligands, nous nous sommes intéressés à l’HA, qui induit des lésions rénales 

suite à une ischémie-reperfusion 287, 336 et aux HS, qui sont impliqués dans le maintien de la 

barrière endothéliale (Brunn, Bungum et al. 2005). Nos résultats montrent une augmentation 

de la sécrétion de la MMP-9 par les macrophages stimulés avec de l’HA, alors que l’HS 

n’entraine pas de variation de la production de MMP-9. Ceci témoigne de la variabilité d’effet 

de l’activation du TLR4 sur la production de MMP-9 en fonction du ligand endogène du 

TLR4 employé. Ainsi, les ligands de type HS pourraient limiter l’activation de la voie du 
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TLR4 et en conséquence prévenir un remodelage délétère 294. Cependant ceci n’exclut pas 

l’influence des HS dans l’initiation de la réponse immunitaire via TLR4. Parallèlement, 

d’autres types de stimulations, comme des conditions hypoxiques, augmentent également la 

production de MMP-9 par les THP-1 macrophages. Les niveaux de MMP-9 obtenus par 

traitements à l’HA ou en conditions hypoxiques sont du même ordre que ceux obtenus avec 

LPS. Toutefois un stimulus par la fMLP est inefficace.  

Nos résultats montrent que la sécrétion de MMP-9 par les macrophages stimulés varie 

selon le type de stimulus utilisé. En revanche, quelque soit le type de stimulation, l’adénosine 

couplée à un stimulus induit une augmentation supplémentaire de la production de MMP-9 

comparée au stimulus seul par les THP-1 différenciés en macrophages. Si le ligand est sans 

effet, son association avec l’adénosine entraine une production de MMP-9 du même ordre 

qu’un traitement par l’adénosine seule. Si le ligand induit une production de MMP-9 

supérieure au niveau basal, alors son couplage avec l’adénosine provoque une production 

accrue de MMP-9. L’effet dû à l’adénosine est toujours présent et il est additionnel à celui du 

ligand.  

 

 

EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LA MIGRATION DES MONOCYTES-

MACROPHAGES 

 

La migration cellulaire et le chimiotactisme sont deux procédés distincts mais 

nécessaires à l’infiltration monocytaire dans la zone infarcie. Les récepteurs membranaires 

aux chimiokines CCR2 présents à la surface des monocytes-macrophages se lient à la protéine 

chimioattractante MCP-1 sécrétée par les cellules présentes dans le tissu myocardique infarci 

(cardiomyocytes, cellules endothéliales, fibroblastes…) en gradient croissant jusqu’à la zone 

lésée. Le rôle de cette protéine dans le remodelage ventriculaire gauche est controversé dans 

les modèles murins. En effet, il paraît être délétère, puisque l’inactivation de MCP-1 par 

thérapie génique dans un modèle murin d’infarctus par ligature coronaire réduit le 

développement d’un remodelage maladaptatif et d’une insuffisance cardiaque 533. Cependant, 

il semble également bénéfique, puisque la surexpression de MCP-1 dans le tissu cardiaque 

chez la souris transgénique prévient l’apparition de dysfonctions cardiaques et du remodelage 

après infarctus 316. Il a aussi été démontré que MCP-1 peut promouvoir la résolution de la 

phase inflammatoire tout en favorisant le processus du remodelage myocardique 315.  
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Conjointement à MCP-1, l’expression des récepteurs membranaires des monocytes 

semble également impliquée dans le remodelage myocardique. En effet, deux types de 

phénotypes monocytaires sont mis en exergue lors de la période post-infarctus. Le premier est 

qualifié de classique et représente près de 95 % des monocytes chez un individu sain. Les 

monocytes présentent un phénotype « CD14+ CD16- », où CD14 appartient au système de 

reconnaissance du LPS et CD16 est un récepteur pour le domaine Fc des immunoglobulines 

IgGs (FCγRIII). Le second est qualifié de non-classique avec un phénotype « CD14faible 

CD16+ ». De plus, ces deux populations monocytaires diffèrent au niveau de l’expression de 

leurs récepteurs aux chimiokines. Les monocytes classiques sont « CCR2+ CX3CR1faible », où 

CX3CR1 est le récepteur à la fractalkine impliqué dans l’adhésion cellulaire et la formation 

de la plaque d’athérosclérose, alors que les monocytes non-classiques sont « CCR2- 

CX3CR1élévé ». Ces deux phénotypes monocytaires ont aussi été mis en évidence dans les 

modèles murins 534.  

Une étude réalisée sur un modèle de ligature coronaire chez la souris montre que le 

tissu myocardique est infiltré séquentiellement par deux populations monocytaires après 

infarctus. Dans sa période de cicatrisation, les monocytes recrutés pendant la phase précoce 

post-IM sont plus mobiles et favorisent la dégradation tissulaire. Ils sont « CCR2+ 

CX3CR1faible », ce qui correspond à un phénotype proinflammatoire avec augmentation des 

fonctions phagocytiques, protéolytiques et inflammatoires. En revanche, les monocytes 

impliqués durant la phase de remodelage sont « CCR2- CX3CR1élévé ». Ils participent à la 

résolution de l’inflammation et présentent un phénotype favorisant la réparation tissulaire, 

grâce à la synthèse de facteurs proangiogéniques comme le VEGF et à la déposition de 

collagènes nécessaires à la formation du tissu de granulation autorisant l’élaboration du tissu 

cicatriciel 314.  

Nos résultats montrent un effet opposé de l’adénosine sur l’expression de CCR2 par 

les monocytes et les macrophages. En effet, l’adénosine améliore les capacités à la fois 

chimiotactique et migratoire des monocytes, probablement suite à une augmentation de 

l’expression de CCR2 et une activation de la MMP-9. Toutefois, elle diminue la potentialité 

chimiotactique des macrophages et favorise la perte de leur phénotype inflammatoire en 

diminuant l’expression de CCR2. Bien que l’adénosine soit connue pour ses propriétés anti-

inflammatoires 456, elle peut aussi prévenir la différenciation des monocytes en macrophages 
535, ce qui peut interférer avec la résolution de l’inflammation en particulier dans des maladies 

inflammatoires chroniques telles que l’asthme 536. Nos résultats suggèrent une utilisation 

ciblée de l’adénosine en fonction du type cellulaire et impliquent une notion de fenêtre 
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temporelle afin de savoir à quel moment ajouter l’adénosine pour que le traitement puisse 

favoriser  la résolution de l’inflammation et une réparation tissulaire optimale.  

 

 

EFFET DE L’ADENOSINE : LES RECEPTEURS IMPLIQUES 

 

L’adénosine comme cible thérapeutique potentielle a été testée dans des essais 

cliniques de traitements post-IM. L’adénosine améliore la fonction cardiaque des patients 

atteints d’infarctus du myocarde lorsqu’elle est combinée à la lidocaïne 537 ou à une 

angioplastie 402, 538. L’effet de l’adénosine est bénéfique dans ces études, toutefois le nombre 

de patients traités est faible et ne permet pas d’établir des conclusions statistiquement fiables. 

En revanche, les études AMISTAD I et II, qui impliquent une plus grande population, 

montrent une diminution de la taille de la zone infarcie chez les patients traités après infarctus, 

où l’adénosine est associée à une thrombolyse ou une angioplastie 403, 404, ainsi qu’une 

diminution de la mortalité si l’adénosine est administrée sous trois heures post-IM 405. 

L’efficacité réelle de l’adénosine sur la réduction des dommages dus à l’ischémie-reperfusion 

semble liée à ses récepteurs 399, 400. Une étude récente montre un lien entre le polymorphisme 

des séquences des récepteurs A1 et A3 avec la taille de la zone infarcie chez des patients 

souffrant d’une cardiomyopathie ischémique 539 ? Néanmoins, de plus amples investigation 

devront être menées pour déterminer l’incidence de ces mutations sur les effets d’un 

traitement par l’adénosine dans le cadre de l’infarctus du myocarde.  

L’utilisation de l’adénosine et de ses analogues à usage thérapeutique a déjà été 

étudiée dans des modèles animaux et dans des essais cliniques. Chaque sous-type de 

récepteurs à l’adénosine contribue à une réponse physiologique en fonction des dommages 

dus à l’ischémie-reperfusion. Les propriétés cardioprotectrices de l’adénosine sont mises en 

évidence dans trois cas de figure : en prétraitement avant une ischémie, pendant l’ischémie ou 

pendant la reperfusion. Les mécanismes de cardioprotection de l’adénosine semblent passer 

par : (1) le récepteur à l’adénosine A1 durant un prétraitement avant ischémie via une 

activation des canaux K+/ATP ; (2) les récepteurs A2 pendant la reperfusion en inhibant 

l’interaction neutrophiles-endothélium et limitant ainsi le phénomène d’inflammation, plus 

particulièrement le récepteur A2a, qui favorise le conditionnement post-ischémique et 

l’angiogenèse menant à un remodelage myocardique bénéfique ; (3) et le récepteur A3 

répondant positivement aux deux types conditionnements pré- et post-ischémiques 15.  
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Nos résultats concernant les neutrophiles activés suggèrent que, dans des conditions 

post-IM, la protection due à l’adénosine passe par le récepteur A2a en inhibant la sécrétion 

massive de MMP-9 et en prévenant ainsi un remodelage délétère. De plus, ces résultats sont 

en accord avec ceux montrant que le récepteur A2a participe à la suppression de la 

dégranulation et du processus proinflammatoire par les neutrophiles activés 529, 530. De plus, 

un traitement par l’adénosine réduit la taille de l’infarctus et améliore la fonction ventriculaire 

en inhibant l’activation des neutrophiles, prévenant ainsi la formation de lésions endothéliales 
399. La plupart des études montrent un rôle du récepteur A3 dans la cardioprotection avant et 

après ischémie 409, 540, les effets protecteurs de ce récepteur semblent cependant être dose-

dépendants. Ainsi, chez la souris transgénique surexprimant le récepteur A3 dans le cœur, une 

surexpression moyenne du récepteur protège partiellement contre les dommages dus à 

l’ischémie, alors qu’une forte surexpression provoque le développement d’une dilatation 

cardiaque 495. Nos résultats suggèrent que cette différence d’effets est due à l’augmentation de 

la production de MMP-9 par les macrophages après activation du récepteur A3. D’après nos 

résultats, les effets de l’adénosine semblent bénéfiques sur les neutrophiles dans la phase 

précoce post-IM, en revanche ils seraient contrebalancés par l’activation de la production de 

MMP-9 et la migration des macrophages dans la phase tardive. Nos résultats renforcent la 

notion de fenêtre thérapeutique et temporelle avec modulation des récepteurs à l’adénosine et 

régulation de la synthèse de MMP-9, dans la phase inflammatoire immédiatement après 

infarctus, ou dans la phase ultérieure de remodelage.  

 

 

EFFETS DE L’ADENOSINE SUR L’APOPTOSE MONOCYTAIRE 

 

La reperfusion après une ischémie peut induire une augmentation des dommages 

myocardiques 61. L’adénosine peut réduire ces dommages en prévenant la nécrose et 

l’apoptose des cardiomyocytes 401. Les cellules nécrosées après infarctus du myocarde sont 

éliminées par phagocytose des cellules immunitaires telles que les macrophages appartenant 

au tissu de granulation formé pendant la phase de remodelage précoce 16. La résolution du 

phénomène inflammatoire après la phase aiguë de l’infarctus est ensuite permise par 

l’apoptose des cellules immunitaires 17. De récentes études montrent que l’inhibition de 

l’apoptose du tissu de granulation, ou des cardiomyocytes permettrait une amélioration du 

remodelage ventriculaire gauche post-IM 18-20.  
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L’utilisation de l’adénosine dans la prévention de l’apoptose est une piste possible, 

cependant, elle reste à nuancer. Bien que l’adénosine puisse inhiber l’apoptose des 

neutrophiles induite suite à au processus d’ischémie-reperfusion myocardique par l’activation 

de son récepteur A2a chez le chien 454, 455, l’activation de son récepteur A3 serait délétère et 

provoquerait l’apoptose des cardiomyocytes chez le rat conduisant ainsi à endommager le 

tissu cardiaque 498, 499. En revanche, de façon surprenante, un traitement chez le chat par des 

agonistes du récepteur A3 protège contre l’apoptose et les dommages des tissus pulmonaires 

après reperfusion 512. De même, la stimulation du récepteur A3 demeure paradoxale dans les 

lignées cellulaires cancéreuses car elle induit ou atténue le phénomène d’apoptose 372, 373, 516. 

Un traitement par l’adénosine ou un de ses analogues afin d’inhiber l’apoptose du tissu de 

granulation est donc à prendre avec précaution dans la prévention du remodelage 

myocardique, selon le récepteur activé. Une récente étude a mis en évidence un nouveau 

mécanisme de sécrétion de molécules adaptatrices impliqué dans la médiation du signal 

apoptotique. Le lien entre l’activation des récepteurs à l’adénosine et la sécrétion de ces 

molécules adaptatrices suggère la mise en place d’un mécanisme anti-apoptotique en cas de 

stress cellulaire tel qu’une hypoxie 541. 

D’après nos résultats préliminaires, l’adénosine semble limiter le phénomène 

d’apoptose sur les monocytes placés dans des conditions mimant l’ischémie. Si ces résultats 

sont confirmés, l’emploi de l’adénosine afin de prévenir l’apoptose du tissu de granulation est 

à envisager dans un traitement post-IM dans le but d’améliorer le remodelage myocardique. 

De plus, l’étude approfondie de ces mécanismes permettra de déterminer si l’apoptose est 

induite par la voie extrinsèque ou la voie intrinsèque au niveau des monocytes 17 et 

d’identifier le ou les modes d’action anti-apoptotiques observés avec l’adénosine dans notre 

type cellulaire. 

 

 

EFFETS DE L’ADENOSINE SUR LES PATIENTS : MMP-9 ET NOTION DE 

FENETRE THERAPEUTIQUE 

 

Nous avons précédemment montré 8, ainsi que d’autres équipes 5-7, que la MMP-9 est 

un biomarqueur de l’insuffisance cardiaque après infarctus du myocarde. Les données 

présentées ici suggèrent que l’adénosine, qui est massivement relarguée dans le cœur en cas 

d’ischémie, est un puissant régulateur de la production de MMP-9, et ont été confirmées par 

les résultats obtenus à partir de l’extraction de cellules de sang total chez les patients atteints 
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d’infarctus du myocarde, dont le taux de MMP-9 est supérieur à celui des volontaires sains. 

Ces résultats suggèrent que les macrophages sont à l’origine de cette augmentation, car ils 

subissent un priming par l’adénosine relarguée pendant l’infarctus dans le cœur ischémique. 

Toutefois, le mécanisme de ce priming reste à déterminer. 

Des études réalisées chez la souris déficiente en MMP-9 montrent une diminution de 

la dilatation du ventricule gauche post-IM 266. Cette protéine s’avère donc être une cible 

thérapeutique potentielle dans la prévention du remodelage ventriculaire gauche après 

infarctus. La MMP-9 fait partie des premières MMPs exprimées lors de la phase aiguë de 

l’infarctus. Néanmoins, son activité diminue pendant la phase de granulation, bien qu’elle 

reste élevée par rapport à son niveau basal d’expression 265. De faibles quantités de MMP-9 

favorisent l’angiogenèse et préviennent le développement d’une insuffisance cardiaque 267, 

alors que de fortes doses à long terme sont susceptibles d’induire une dégradation excessive 

de la matrice extracellulaire et un remodelage délétère.  

Il existe trois types d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques des MMPs : des 

inhibiteurs pseudopeptidiques, des inhibiteurs non peptidiques comme le PG-116800 ou des 

dérivés des tétracyclines 4. Leur portée étant effective sur plusieurs types de MMPs à la fois, 

ils ont été qualifiés d’inhibiteurs de MMPs à large spectre. Néanmoins ils peuvent devenir 

plus sélectifs en fonction des concentrations auxquelles ils sont utilisés, par exemple, le PG-

116800 inhibe les MMPs-2,-8,-9, et -13 à une concentration d’environ 20 ng/ml et agit sur les 

MMPs-1 et -7 à des concentrations supérieures à 1 mg/ml 4. Un modèle d’IM de rat traité 

avant ou immédiatement post-IM par de la doxycycline permet de réduire le remodelage 

délétère du ventricule gauche, toutefois ce type d’administration ne peut s’appliquer en 

clinique 542. De plus, dans les modèles animaux en général, les traitements avec utilisation 

d’inhibiteurs synthétiques de MMPs s’effectuent cinq jours après IM, en particulier pour ne 

pas inhiber les enzymes nécessaires au processus de cicatrisation. Post-IM, ils permettent 

d’atténuer la dilatation ventriculaire gauche, de diminuer la taille de la zone infarcie et 

d’améliorer la composition et la structure de la MEC myocardique 261. L’inhibition de tout 

l’assortiment des MMPs n’est pas forcément nécessaire pour permettre de réduire le 

remodelage ventriculaire dans les modèles animaux avec inhibition sélective. Ainsi des études 

plus sélectives dans des modèles porcins utilisant le PG-116800 à des concentrations 

autorisant l’activité des MMPs-1 et -7 montrent également une réduction de la dilatation 

ventriculaire post-IM en limitant le remodelage ventriculaire gauche post-IM 543.  

Les études précédentes montrent que la modulation de l’activité des MMPs peut être 

une cible thérapeutique potentielle dans l’amélioration du remodelage myocardique. Par 
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ailleurs, l’utilisation de l’inhibiteur PG-116800 dans des modèles animaux s’est révélée 

particulièrement efficace 260. Toutefois, son utilisation chez des patients atteints d’infarctus du 

myocarde dans l’essai clinique PREMIER (Prevention of Myocardial Infarction Early 

Remodeling) n’améliore pas le remodelage ventriculaire gauche ou le suivi clinique post-IM 
264. Cependant cet inhibiteur n’est pas spécifique, par exemple uniquement pour la MMP-9, et 

le traitement des patients effectué 48 +/- 24 heures après infarctus et pendant 90 jours n’est 

peut-être pas la fenêtre temporelle adéquate pour interrompre l’activité des MMPs dans un 

traitement post-IM 263. De plus, l’inhibition prolongée des MMPs peut entrainer des effets 

délétères pouvant causer la mort de l’animal 263.  

Les études précédentes soulignent l’existence d’une fenêtre thérapeutique temporelle 

dans le traitement de l’IM par l’inhibition des MMPs. Elles suggèrent que l’inhibition non 

sélective des MMPs en phase précoce post-IM est délétère car elle empêche la formation de 

tissu cicatriciel. Toutefois, l’inhibition sélective de MMP-9 en empêchant son relarguage par 

les neutrophiles permettrait de limiter la progression d’un remodelage myocardique inadapté. 

De plus, nos résultats démontrent que l’adénosine limite ce relarguage. Ils suggèrent 

l’utilisation d’un traitement avec des agonistes du récepteur à l’adénosine A2a dans la phase 

précoce après IM pour bloquer la dégranulation des neutrophiles. En revanche, lors de la 

phase de tardive post-IM, l’inhibition non sélective des MMPs à long terme peut être 

préjudiciable. De même, la présence de MMP-9 à de faibles concentrations permet de 

favoriser l’angiogenèse. La production de MMP-9 par les monocytes-macrophages est 

modérée par rapport aux neutrophiles. Nos résultats sur patients montrant un priming de 

l’adénosine et ceux sur monocytes-macrophages suggèrent que l’utilisation d’agonistes du 

récepteur à l’adénosine A3 permettrait de maintenir cette production de MMP-9 est ainsi 

améliorer l’angiogenèse et obtenir un remodelage myocardique bénéfique après un infarctus.  

En dépit des résultats satisfaisants sur les animaux dans la prévention du remodelage 

myocardique délétère, les inhibiteurs pharmacologiques des MMPs sont encore en cours 

d’évaluation chez l’Homme, non seulement à cause de leur manque de sélectivité, mais aussi 

à cause de la fenêtre temporelle du traitement. Nos résultats impliquent l’utilisation de 

l’adénosine ou ses analogues, en vue d’un éventuel traitement pour moduler l’activiter de la 

MMP-9. Plus particulièrement son inhibition serait potentiellement bénéfique pendant la 

phase précoce de l’infarctus, alors que son maintient à des concentrations peu élevées pendant 

la phase tardive serait favorable. 
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La MMP-9 est un facteur de risque cardiovasculaire et un biomarqueur du remodelage 

du ventricule gauche. Elle fait donc partie des cibles thérapeutiques potentielles dans le 

traitement de l’insuffisance cardiaque après un remodelage  myocardique  inadapté. 

 

Notre étude sur les neutrophiles primaires humains montre que l’adénosine inhibe la 

sécrétion de MMP-9 via le récepteur à l’adénosine A2a par limitation immédiate du 

phénomène de dégranulation. En revanche, les résultats présentés dans ce rapport indiquent 

que l’adénosine augmente la production de MMP-9 dans les macrophages via le récepteur à 

l’adénosine A3, après un laps de temps requis pour une synthèse de protéines de novo. Ceci 

démontre les effets variés, voir antinomiques, de l’adénosine sur les cellules de 

l’inflammation et met en exergue la notion de fenêtre thérapeutique avec une utilisation ciblée 

de l’adénosine en fonction de la période post-infarctus. En effet, de récentes études rapportent 

un effet bénéfique de l’inhibition de la MMP-9 dans la phase précoce post-infarctus, mais pas 

pendant la phase de remodelage 263. Le recrutement des neutrophiles dans la zone infarcie 

(inférieur à deux jours) entraîne un relarguage en masse de MMP-9, ce qui contribue à une 

dégradation excessive de la matrice extracellulaire cardiaque et un remodelage myocardique 

inadapté. Nos résultats impliquent une limitation de ce relarguage par utilisation de 

l’adénosine. Les monocytes-macrophages investissent ensuite la région lésée seulement un à 

deux jours après infarctus. Nos résultats suggèrent que l’adénosine favorise leur infiltration 

tissulaire en augmentant leur production de MMP-9, ainsi que leur priming. De plus, la 

production de MMP-9 par les macrophages est modérée par rapport aux neutrophiles, ce qui 

favorise la néoangiogenèse 267. En vue d’un éventuel traitement avec de l’adénosine ou un de 

ses analogues, une activation du récepteur A2a (A2aAR) dans les neutrophiles serait 

nécessaire immédiatement après infarctus, suivie d’une activation de récepteur à l’adénosine 

A3 (A3AR) dans les macrophages, afin d’obtenir un remodelage myocardique bénéfique 

après un infarctus. 

 

La suite de nos travaux sera axée sur l’identification de nouveaux gènes responsables 

des effets cardioprotecteurs de l’adénosine et la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques 

potentielles pour le traitement de l’insuffisance cardiaque par la technologie des puces à ADN. 

Cela nous permettra d’évaluer à plus grande échelle les cibles spécifiques du récepteur A3 

pouvant jouer un rôle dans le remodelage ventriculaire du cœur après infarctus et d’identifier 

de nouveaux biomarqueurs des maladies cardiovasculaires. 
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L’adénosine a un effet cardioprotecteur, cependant peu d’études portent sur son effet 

dans la modulation de l’apoptose au cours du remodelage myocardique post-infarctus. Nous 

avons montré que l’adénosine était capable de s’opposer à l’apoptose induite par une privation 

en sérum. Nous tenterons, à l’aide de techniques mises au point au laboratoire, de mettre en 

évidence un effet de l’adénosine sur le processus pro-apoptotique dans les monocytes 

primaires et d’en élucider les mécanismes de contrôle (voie intrinsèque/voie extrinsèque). 

 

Nos perspectives de travail à long terme sont de poursuivre nos investigations sur les 

effets de l’adénosine sur la fonction cardiaque par des études in vivo, ceci à l’aide du modèle 

d’infarctus du myocarde chez le rat ayant subi une ligature coronaire. Nous pourrons alors 

tester dans le contexte de remodelage myocardique : (1) notre hypothèse de fenêtre 

thérapeutique avec un traitement post-infarctus par des agonistes d’A2aAR, puis des agonistes 

d’A3AR ; (2) les effets de l’adénosine ou de ses analogues dans l’apoptose post-infarctus du 

tissu myocardique. 
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Abstract 

 

Post-infarct left ventricular (LV) remodeling is a leading cause of heart failure. It is widely 

accepted that adenosine (Ado), produced locally in the heart following myocardial infarction 

(MI), provides cardioprotection. In addition, its implication in LV remodeling has recently 

been revealed but is still poorly characterized. Angiogenesis is a complex phenomenon 

controlled by a balance of both pro-angiogenic factors – such as the Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) – and anti-angiogenic factors – such as the soluble form of the VEGF 

receptor-1 (VEGFR1 or sFlt-1). Since angiogenesis may positively affect LV remodeling, the 

effects of Ado on angiogenesis were investigated. Primary human macrophages were 

challenged with the prototypic Toll-Like Receptor 4 (TLR4) ligand lipopolysaccharide (LPS) 

or other endogenous ligands potentially present in the heart after MI. LPS and hyaluronan 

triggered VEGF production by macrophages and this production was amplified by Ado (22-

fold increase after 24 hours of LPS, P<0.0001). 

Conversely, Ado inhibited the production of sFlt-1 triggered by LPS and heparan sulfate 

(43% inhibition after 24 hours of LPS, P=0.006). Up-regulation of VEGF and sFlt-1 

production by LPS was under the control of the Hypoxia Inducible Factor 1α (HIF-1α) 

whereas Ado appeared to activate the transcriptional coactivator peroxisome-proliferator-

activated receptor-γ coactivator -1α (PGC-1α). The effects of Ado on VEGF and sFlt-1 were 

mimicked by agonists of the A2a and A3 receptors and blunted by antagonists of the A2a and 

A2b receptors. Overexpression of A2a but not A1 receptor in transgenic mice in a cardiac-

specific and inducible manner increased the levels of plasma VEGF and VEGF mRNA in the 

heart. The pro-angiogenic action of Ado is operational and amplified in cells from patients 

with acute MI since the up-regulation of VEGF induced by Ado was higher in macrophages 

from MI patients than healthy controls (2-fold, P=0.02). In conclusion, Ado exacerbates 
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VEGF production and antagonizes sFlt-1 production by macrophages through its A2a receptor, 

thereby conferring them with a truly pro-angiogenic phenotype. Therefore, our study 

emphasizes the testing of Ado analogs as a new therapy to stimulate angiogenesis and prevent 

cardiac remodeling.  

 

Key Words: myocardial infarction, left ventricular remodeling, adenosine, angiogenesis, 

vascular endothelial growth factor. 
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Introduction 

Left ventricular (LV) remodeling after myocardial infarction (MI) with resultant 

chronic heart failure remains a major clinical problem for which there are currently only 

incomplete solutions. Although the effects of angiogenic signals on the post-MI myocardium 

are not fully understood, it appears that angiogenesis may induce cardiac repair and positively 

affect ventricular remodeling 1. It is widely accepted that macrophages are critical regulators 

of the remodeling process, particularly through regulation of angiogenesis. 

Hypoxic cardiac tissues produce adenosine (Ado) from dephosphorylation of 

adenosine tri-phosphate (ATP) and Ado in turn functions to restore the balance between 

oxygen demand and oxygen supply to the heart 2. It has traditionally been believed that Ado 

increases oxygen supply by increasing coronary vasodilatation and decreases oxygen demand 

in the heart through anti-adrenergic effects 3. An emerging concept is that adenosine (Ado) 

plays a major role in stimulating angiogenesis 4. Indeed, Ado has been reported to stimulate 

the proliferation and migration of endothelial cells in culture 5, 6 to induce capillary growth in 

normal and hypertrophied hearts 7 and to promote wound neovascularisation 8. 

Endothelial cell growth is mainly under the control of vascular endothelial growth 

factor (VEGF), whose expression is triggered by the hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), a 

heterodimeric transcription factor consisting of HIF-1α and HIF-1β subunits 9. While HIF-1β 

is stable and constitutively expressed, HIF-1α is unstable under normoxic condition and can 

be stabilized by hypoxia and other signaling pathways. Recently, another transcriptional 

activator, the peroxisome-proliferator-activated receptor-γ coactivator -1α (PGC-1α), has 

been shown to regulate VEGF expression independently of HIF-1α in hypoxic conditions 10. 

Several isoforms of VEGF produced through alternative spicing of four VEGF genes have 

been identified, all expressed in the human myocardium. VEGF binds to three types of VEGF 

receptors (VEGFR1-3). Although the mitogenic power of VEGFR2 is recognized, the role of 
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VEGFR1 in endothelial cell function is less clear 11. VEGFR1 but not VEGFR2 is expressed 

by monocytes/macrophages and can be produced under a soluble form by alternative splicing, 

named sVEGFR1 or sFlt-1 (soluble Fms-like tyrosine kinase 1). Whereas sFlt-1 level is low 

in the acute phase post-MI, it is increased at 2 weeks after MI 12, raising the possibility that 

sFlt-1 may play a role in LV remodeling. 

Although Ado has been shown to up-regulate VEGF expression in cultured smooth 

muscle cells 13, murine peritoneal macrophages 14, and more recently human dendritic cells 15, 

its effects on human macrophages are unknown. Ado and lipopolysaccharide (LPS) 

synergistically enhanced VEGF production and this effect was absent in macrophages from 

mice that lack functional Toll-like receptor-4 (TLR4) 14 or MyD88-deficient mice 16. These 

data suggested the existence of a cross-talk between Ado receptors (AdoRs) and TLR4, both 

critical components of the innate immune response. Whereas this cross-talk appears to play a 

role in wound healing 16, its association with a cardiac phenotype has not been reported. 

Several lines of evidence demonstrate that TLR4 is abundantly expressed in the heart 

and is activated after ischemia 17-20. The role of TLR4 activation in this setting remains largely 

controversial and both beneficial 20, 21 and deleterious 18, 19 effects have been reported. 

Interestingly, a recent study linked TLR4 activation to the development of maladaptive LV 

remodeling 22. However, the prototypical activator of TLR4, LPS, is most probably absent in 

the heart after MI, raising the hypothesis that TLR4 must be activated by other endogenous 

ligands. Interestingly, TLR4 possesses other ligands than LPS, among which some are 

potentially present in the heart after MI. First, Monophosphoryl Lipid A (MLA), a low-

toxicity LPS derivative used as vaccine adjuvant 23, and its more toxic homolog Diphosphoryl 

Lipid A (DLA). Second, heparan sulfate (HS), an endogenous TLR4 ligand involved in 

endothelial barrier integrity 24. Third, IL-1β, which is involved in the progression of LV 
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remodeling after MI 25, 26. Finally, High Mobility Group Box 1 (HMGB1), hyaluronan and 

biglycan, which are all up-regulated in the kidney after ischemia-reperfusion 27. 

Therefore, the aim of the current study was to determine the effect of Ado on 

angiogenesis induced by stimulation of TLR4 in human macrophages. We report that Ado 

confers macrophages with a pro-angiogenic phenotype through increased VEGF and 

decreased sFlt-1 production. The strongest effect of Ado is found when macrophages are 

activated by HS, suggesting that Ado and HS collaborate to maintain endothelial barrier 

integrity. This effect is under the dependence of HIF-1α and the A2a Ado receptor. We also 

provide evidence for an exacerbation of this phenomenon in patients following acute MI. 

Since angiogenesis may benefit to cardiac repair and adaptive LV remodeling, therapeutic 

strategies targeting Ado and TLR4 receptors are suggested. 
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Methods 

 

Materials 

All materials and reagents were from Sigma (Bornem, Belgium) unless specified. Ado 

receptors agonists were C141 (2-[4-[(2-carboxyethyl)phenyl]ethylamino]-5'-N-

ethylcarbamoyl, A2a specific) and IB-MECA (1-deoxy-1-[6-[[(3-iodophenyl)methyl]amino]-

9H-purine-9-yl]-N-methyl-D-ribofuranuronamide, A3 specific). Ado receptors antagonists 

were SCH58261 (7-(2-phenylethyl)2-(2-furyl)pyrazolo[4,3e]1,2,4-triazolo[1,5c]pyrimidine, 

A2a specific), MRS 1754 (8-[4-[((4-Cyanophenyl)carbamoylmethyl)oxy]phenyl]-1,3-di(n-

propyl)xanthine, A2b specific) and PSB-10 (8-Ethyl-4-methyl-2-(2,3,5-trichlorophenyl)-(8R)-

4,5,7,8-tetrahydro-1H-imidazo[2.1-i]purin-5-one, A3 specific). Ficoll was from ICN Flow 

(Asse-Relegem, Belgium). EHNA (erythro-9-(2-Hydroxy-3-nonyl) adenosine hydrochloride) 

was used as Ado deaminase inhibitor. The E-Toxate® reagent from Limulus polyphemus 

(LAL assay having a detection sensitivity of 0.05 EU/mL) was used to ensure the absence of 

endotoxin contamination in Ado and other drugs used in the study. IL-1β and TGF-β were 

obtained from PeproTech (London, UK). 

 

Cell culture 

Peripheral venous blood was obtained from patients with acute MI, healthy volunteers, and 

few patients with haemochromatosis in case large amounts of blood (200 mL) were necessary 

for the experiments. Patients with acute MI were enrolled in the Luxembourg Acute 

Myocardial Infarction Registry and were treated with primary percutaneous coronary 

intervention. Acute MI was defined by the presence of chest pain < 12 hours with significant 

ST elevation and positive cardiac enzymes. Blood samples were obtained at the time of 

mechanical reperfusion. All patients signed an informed consent. Peripheral blood 
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mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll gradient. Monocytes were purified by 

negative selection using the Monocyte Isolation Kit II (Myltenyi Biotec GmbH, Bergisch 

Gladbach, Germany) as described before 28. Differentiation was achieved by adding 50 ng/mL 

macrophage-colony stimulating factor (M-CSF, Peprotech, Levallois-Peret, France) for 7 days. 

Human primary cardiac fibroblasts purchased from TCS CellWorks Ltd (Buckingham, UK) 

were cultured in fibroblast medium supplemented with fibroblast growth supplement and 2 % 

FBS (TCS CellWorks Ltd). Myofibroblasts were obtained by treating fibroblasts with 10 

ng/mL TGF-β for 24 hours. Prior the experiment, fibroblasts and myofibroblasts were 

rendered quiescent in fibroblast medium supplemented with insulin (10 µg/ml), transferrin 

(5.5 µg/ml), sodium selenite (5 pg/ml), BSA (0.5 mg/ml) and linoleic acid (4.7 µg/ml) for 5 

hours. Cells were incubated with Ado and EHNA to prevent Ado metabolism or with agonists 

of Ado receptors. Antagonists of Ado receptors were added 15 min prior to Ado treatment. 

Modulators of Ado metabolism were dipyridamole (DIP), which inhibits Ado transferase and 

iodotubericidin (ITU), which inhibits adenosine kinase. LPS (from Escherichia coli 026:B6), 

Monophosphoryl Lipid A (MLA, from Escherichia coli F583), Diphosphoryl Lipid A (DLA, 

from Escherichia coli F583), Heparan sulfate (from Bovine kidney), HMGB1, hyaluronan, 

biglycan or IL-1β were used as cell activators. Cells and conditioned medium were harvested 

and stored at –80°C until use. 

The dose of Ado used in these experiments was relatively high (10 µmol/L). However, it is 

known that Ado accumulates extracellularly to high levels (up to 100 µmol/L) in ischemic 

conditions 29. 

 

Animal experiments 

Transgenic mice with cardiac-specific and inducible overexpression of A1 or A2a receptors 

were used in this study. These mice have been previously characterized 30, 31. Transgene 
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induction was triggered by doxycycline administration. Plasma and left ventricles were 

harvested and stored at -80°C. 

 

Real-time quantitative PCR (qPCR) 

Total RNA from cultured cells was isolated using TriReagent and the RNeasy® mini kit 

(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Potential contaminating genomic DNA 

was digested by DNase I treatment (Qiagen). One µg of total RNA was reverse-transcribed 

using the Superscript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Merelbeke, Belgium). PCR 

primers were designed using the Beacon Designer software (Premier Biosoft, Palo Alto, 

USA) and were chosen to encompass an intron. Primer details are shown in Table 1. PCR was 

performed using the iCycler® and the IQTM SYBR® Green Supermix (Biorad, Nazareth, 

Belgium). 1/10 dilutions of cDNA were used. PCR conditions were as follows: 3 min at 95°C, 

30 sec at 95°C and 1 min annealing (40-fold). Optimal annealing temperature was determined 

for each primer pair. Melting point analysis was obtained after 80 cycles for 10 sec from 55°C 

up to 95°C. Each run included negative reaction controls. β-actin was chosen as housekeeping 

gene for normalization. Expression levels were calculated by the relative quantification 

method (∆∆Ct) using the Genex software (Biorad) which takes into account primer pair 

efficiency.  

 

Flow cytometry 

Brefeldin A was added in macrophage cultures 12 hours before harvesting to block cytokine 

production into Golgi apparatus. Macrophages were harvested using a cell dissociation buffer 

and washed twice in phosphate-buffered saline (PBS, Cambrex, Verviers, Belgium) 

supplemented with 1% BSA. 150 000 cells were stained with antibodies against CD14 (mouse 

IgG2b clone M5E2, PE-Cy7-coupled, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) and CD45 
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(mouse IgG1 clone 2D1, PerCP-coupled, BD Biosciences) in 50 µl PBS-1% BSA for 30 min 

and then washed. After fixation and permeabilisation with the Cytofix/cytoperm Plus kit (BD 

Biosciences), detection of intracellular VEGF was achieved with antibodies against VEGF 

(mouse IgG2a clone 23410, PE-coupled, R&D Systems, Oxon, UK). Proper isotype controls 

were used for each antibody. 20 000 events were analysed on a BD FACSCanto™ flow 

cytometer and analysis was performed with the FACSDivaTM software (BD Biosciences). 

Histograms were performed with the FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, USA). 

 

Immunoblotting 

Preparation of whole and nuclear cells extracts. Whole cells extracts were prepared using 

Cell lysis buffer (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA) added with protease 

inhibitor cocktail (Prophac, Howald, Luxembourg) and 0.1mM PMSF. For nuclear extracts, 

cells were washed with PBS, centrifuged at 800xg 4°C for 3 min, and suspended in 200µl of 

buffer A [10 mM Hepes (pH 7.9), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 300 mM 

sucrose, 1 mM NaVO3, 0.5mM DTT, protease inhibitor cocktail]. After 10 min incubation on 

ice, cells were lysed by 0.1% Nonidet P-40 (Prophac). Nuclei were pelleted by centrifugation 

at 800xg 4°C for 1 min. Supernatants containing cytoplasmic extracts were stored at -80°C. 

Nuclei were washed with 200 µl of buffer A and then lysed with 30 µl of buffer B [20 mM 

Hepes (pH 7.9), 420 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 25% of glycerol, 1 mM 

NaVO3, 0.5mM DTT, protease inhibitor cocktail]. After 15 min incubation on ice, lysed 

nuclei were centrifuged at 13,400xg 4°C for 5 min. Supernatants containing the nuclear 

extracts were stored at -80°C. Protein concentration was determined using the DC Protein 

Assay (Biorad). 

Western blotting. Proteins were resolved on 8% SDS/polyacrylamide gels and transferred to 

polyvinylidene difluoride membranes. Blocking was achieved with Tris-buffered saline (TBS) 
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containing 0.1% (v/v) Tween 20 and 5% (w/v) non-fat dry milk for 1 hour at room 

temperature. After washing, membranes were incubated overnight at +4°C with 1:1000 

dilution of rabbit anti-human HIF-1α antibody (Cell Signaling). To control for sample loading, 

membranes were stripped and reprobed with 1:10,000 dilution of mouse anti-human β-actin 

antibody (Abcam, Cambridge, UK).Secondary antibodies were donkey anti-rabbit or donkey 

anti-mouse coupled to HRP (Jackson Immunoresearch, West Grove, USA). 

Chemiluminescence detection was performed (Pierce, Rockford, IL).  

 

Trans-AM HIF-1αααα assay 

Activation of HIF-1α was quantified using an ELISA-based assay kit (Trans-AM HIF-1, 

Active Motif, Rixensart, Belgium) following the manufacturer's instructions. Nuclear 

preparations were performed as described above. The active forms of HIF-1 -HIF-1 α and β− 

contained in nuclear extracts bind to an oligonucleotide containing the HIF-1 binding site 

attached to a 96-well plate. Detection is achieved using conventional ELISA technology.  

 

ELISA 

For human samples, VEGF165 and sFlt-1 concentrations were measured by ELISA using the 

Quantikine DVE00 and DVR100B kits, respectively (R&D Systems). Detection limits of the 

assays were 5 pg/mL for VEGF and 3.5 p/mL for sFlt-1. Kits used for mouse samples were 

the Quantikine DMMV00 and MVR100 kits (R&D Systems), with detection limits of 3 

pg/mL for VEGF and 9.8 p/mL for sFlt-1. 

 

Cytotoxicity assay 

To determine a potential cytotoxicity of any of the drugs used in this study, cell supernatants 

were assayed for lactate dehydrogenase (LDH) activity using a LDH-based cytotoxicity 

detection kit (Prophac) as described by the manufacturer. No significant cytotoxicity was 

detected for any of the drugs used at the concentrations mentioned in this paper. 
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Statistical analysis 

Results are mean ± S.D. Data with a Gaussian distribution were analyzed by paired t-test. 

Mann-Whitney (unpaired data) or Wilcoxon (paired data) tests were used for non-Gaussian 

data. A P value < 0.05 was considered significant. 
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Results 

 

Adenosine and TLR4 activation increase VEGF production by human 

monocytes/macrophages. An emerging concept is that Ado stimulates angiogenesis mainly 

through VEGF-dependent mechanisms. When VEGF levels were determined in conditioned 

medium of primary human macrophages, it was observed that LPS significantly up-regulated 

VEGF secretion. Upon co-stimulation with Ado and LPS, this response was enhanced, (22-

fold increase after 24 hours, P<0.0001 vs control, Figure 1A). This secretion was paralleled 

by an increase of VEGF mRNA expression, reaching a robust 200-fold increase when cells 

were treated with Ado and LPS (P=0.02 vs control, Figure 1B). Flow cytometry experiments 

were performed to assess the levels of VEGF inside the cells (Figure 1C-D). Only 

CD14/CD45 double positive cells were selected for these analyses. Whereas almost all 

macrophages expressed VEGF, only 22% of the monocytes had detectable levels of 

intracellular VEGF. Untreated macrophages expressed 15-fold more VEGF than monocytes. 

Both Ado and LPS increased the percentage of VEGF-expressing monocytes. In addition, 

Ado and LPS increased the levels of VEGF in both monocytes and macrophages (Figure 1C-

D). Therefore, Ado and LPS increased both the number of VEGF-positive monocytes and 

macrophages and the amount of VEGF produced by the cells. 

We tested the ability of other TLR4 ligands to modulate VEGF production. MLA and 

DLA used at doses ranging from 10 to 1000 ng/mL both failed to modify VEGF expression, 

either on untreated or Ado-pretreated macrophages (data not shown). Hyaluronan alone 

potently triggered VEGF production and Ado pre-treatment amplified this effect (Figure 1D). 

Resulting VEGF concentrations in the conditioned medium were equivalent to those obtained 

with LPS (Figure 1A). HS dose-dependently increased VEGF production when applied onto 

Ado-treated macrophages (Figure 1E). HMGB1 (not shown), biglycan (Figure 1F) and IL-1β 
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(Figure 1G) were not able to induce VEGF by either untreated or Ado-treated macrophages. 

In these experiments Ado induced VEGF production to the same extent (100-150 pg/mL) as 

with LPS (Figure 1A). 

These data show that activation of TLR4 by endogenous ligands potentially involved 

in the remodeling process can trigger a significant production of VEGF and that Ado can 

amplify this production. 

 

Adenosine induces VEGF production by cardiac (myo)fibroblasts. Several cell types 

contribute to VEGF production in the heart. We evaluated whether Ado also modulated 

VEGF production by primary human cardiac fibroblasts or myofibroblasts obtained after 

treatment of fibroblasts with TGF-β. Ado induced a dose-dependent increase of VEGF 

concentration in cell supernatants from both cell types (Figure 2). Therefore, Ado is able to 

trigger VEGF production by multiple cell types. 

 

Blockade of Ado transferase increases VEGF production. Ado enters the cells through its 

transmembrane transporter Ado transferase. We examined whether blocking this transport, 

thereby increasing the concentration of extracellular Ado and its binding to Ado receptors, 

could affect VEGF production. When macrophages were treated with DIP, an inhibitor of 

Ado transferase, VEGF production was increased (Figure 3A). This effect was exacerbated in 

the presence of exogenous Ado (Figure 3B). In contrast, inhibition of Ado kinase by ITU had 

no effect on VEGF, in the presence (Figure 3A) or absence (Figure 3B) of exogenous Ado. Of 

note, higher concentrations of ITU were cytotoxic. These results show that both endogenous 

and exogenous Ado can increase VEGF production and that this effect is most probably 

mediated by binding of Ado to its membrane receptors. 
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Adenosine blunts TLR4-induced sFlt-1 production. The soluble form of VEGFR1, sFlt-1, 

binds free VEGF and prevents its further binding to membrane VEGFR1. We investigated 

whether Ado had an effect on this anti-angiogenic process. Macrophages were first challenged 

with LPS to induce sFlt-1 production (Figure 4A). Measured 24 hours after LPS challenge, 

sFlt-1 concentration in conditioned medium was decreased by 43% in the presence of Ado 

(P=0.006 vs LPS, Figure 4A). This inhibitory effect was again found when sFlt-1 was 

induced by other TLR4 ligands such as HS (Figure 4B) and IL-1β (Figure 4C). While 

hyaluronan also triggered a significant production of sFlt-1, Ado had no effect on this 

production (Figure 4D). Nor MLA, DLA, HMGB1 or biglycan were able to induce a 

detectable release of sFlt-1 (not shown). 

Therefore, these results show first that not all TLR4 ligands trigger sFlt-1 production 

and second that the inhibitory effect of Ado on sFlt-1 production depends on the type of 

TLR4 ligand inducing this production. 

 

Effects of Ado on other regulators of angiogenesis. Angiogenesis is under the control of a 

complex network of pro- and anti- angiogenic factors 32. The balance between these factors 

dictate whether angiogenesis has to be stimulated or slowed down. While investigating the 

expression of some of these factors in Ado- and/or LPS- stimulated macrophages, we found 

that thrombospondin-2 and endostatin, both anti-angiogenic, were undetectable in 

macrophages treated with Ado and LPS (not shown). These data strengthened the pro-

angiogenic capacity of Ado. 

 

The production of VEGF and sFlt-1 is associated with HIF-1α activation. The main 

transcription factor regulating the expression of VEGF in the settings of ischemia is the 

Hypoxia Inducible Factor-α. Whether sFlt-1 expression is also under the control of HIF-1α is 



 270 

unclear. As observed with VEGF, both Ado and LPS increased HIF-1α mRNA levels, 

reaching an 8-fold induction after 24 hours (P=0.0007 vs control, Figure 5A). Of note, HS 

and hyaluronan, but not biglycan, also increased HIF-1α mRNA and this increase was higher 

in the presence of Ado, observations that corroborate the regulation of VEGF expression 

displayed in Figure 1 (data not shown). The expression of VEGF and HIF-1α evolved 

sequentially, HIF-1α being rapidly induced after LPS challenge and VEGF induction starting 

6 hours later (Figure 5B). 24 hours after LPS treatment, HIF-1α expression returned to 

baseline level while VEGF reached its peak expression (Figure 5B). At all time points 

between 2 and 24 hours, Ado and LPS increased HIF-1α and VEGF expression (not shown). 

HIF-1α protein was then measured in total, cytoplasmic and nuclear cellular fractions. LPS 

increased HIF-1α expression in total and nuclear extracts but not in cytoplasmic extracts, 

showing that LPS induces the nuclear translocation of HIF-1α (Figure 5C-D). In contrast, 

Ado increased HIF-1α expression in total and cytoplasmic extracts but not in nuclear extracts 

(Figure 5C-D). Collectively, these data suggest that LPS controls VEGF and sFlt-1 production 

through increased transcription and nuclear translocation of HIF-1α. In contrast, Ado appears 

to only protect HIF-1α from a rapid degradation. 

 

Adenosine and LPS regulate the expression of the transcriptional coactivator PGC-1α). The 

absence of nuclear translocation of HIF-1α after Ado and LPS treatment could not explain the 

increased release of VEGF shown in Figure 1A and therefore suggested that Ado controls the 

activation of another transcriptional activator of VEGF. We tested whether the transcriptional 

coactivator PGC-1α could mediate the effect of Ado on VEGF. LPS potently inhibited PGC-

1α expression and Ado partially prevented this inhibition (Figure 5E). Four hours after the 

addition of LPS, PGC-1α mRNA was more than two-fold more abundant in Ado-treated cells 
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compared with vehicle-treated cells (Figure 5E). Therefore, PGC-1α may account for the 

stimulation of VEGF production when Ado precedes LPS challenge. 

 

Adenosine and LPS regulate the expression of their receptors. The effects of Ado are 

mediated through binding to one or more of its receptors (A1, A2a, A2b and A3), each 

activating distinct signaling cascades. The relative distribution of these receptors on human 

macrophages was determined. The expression of A1 mRNA was below the sensitivity of the 

qPCR assay in all samples tested (not shown). Under steady state conditions, expression 

levels of AdoRs were as follows: A2b>A3>A2a (Figure 6). Ado induced a 4-fold up-

regulation of A3 expression. Addition of LPS highly increased A2a expression (100-fold) and 

decreased the expression of A2b and A3. Of note, Ado amplified the effect of LPS on A2a. In 

the presence of Ado and LPS, the expression of A2a was nearly 300-fold increased (Figure 6). 

These data reveal that the expression of Ado receptors is under tight control of LPS and Ado 

itself. 

 

The A2a receptor mediates the effects of Ado on VEGF production. Investigation of the Ado 

receptors involved in the effects of Ado on VEGF and sFlt-1 was first performed using a 

pharmaceutical approach. Drugs used were agonists of A2a (C141) and A3 (IB-MECA) 

receptors on one hand and antagonists of A2a (SCH58261), A2b (MRS1754) and A3 (PSB10) 

receptors on the other hand. Both the A2a and A3 agonists were able to reproduce the increase 

of VEGF (Figure 7A) and the decrease in sFlt-1 (Figure 7C) induced by Ado. These effects 

were partly inhibited by the A2a and A2b antagonists (Figure 7B-D). 

Secondly, in vivo experiments using transgenic mice with cardiac-specific and 

inducible overexpression of A1 or A2a receptors were undertaken. VEGF and sFlt-1 levels 

were measured in plasma and heart tissues of mice following transgene induction or without 
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induction. Wild-type littermates were used as controls. Mice harboring the A1 transgene had 

similar plasma levels of VEGF, whether they were induced for A1 overexpression or not 

(Figure 8A). Regarding the A2a transgenic mice, only one mouse out of four had detectable 

plasma VEGF in the absence of induction. Upon induction of A2a receptor overexpression, 

three mice out of four had detectable plasma VEGF (Figure 8A). In general, transgenic mice 

had slightly lower plasma levels of VEGF compared to wild-type littermates (Figure 8A). Of 

note, the detection threshold for the assay was 3 pg/mL. Plasma levels of sFlt-1 were low in 

all mice and often below the detection limit of the assay (9.8 pg/mL). No differences in 

plasma sFlt-1 were observed between the five groups of mice (data not shown). This is 

consistent with the low production of sFlt-1 and with the absence of effect of Ado on sFlt-1 

production by cultured macrophages when they are not stimulated by LPS (Figure 4). 

Measured in cardiac tissue, VEGF and HIF-1α mRNA expression was enhanced by A2a 

receptor overexpression (Figure 8B). This is consistent with the up-regulation of VEGF and 

HIF-1α mRNA expression by Ado in cultured macrophages (Figures 1and 5). As it was 

observed for plasma level, cardiac mRNA level of VEGF was lower in transgenic mice 

compared to wild-type littermates (Figure 8B). 

All together, data from Figures 6, 7, and 8 point out the A2a receptor as the main 

mediator of the effects of Ado on VEGF and sFlt-1 secretion. However, contribution of the 

other types of AdoRs cannot be fully excluded.  

 

Angiogenesis is enhanced in A2a-overexpressing mice. WB with endothelial cells marker on 

heart homogenates from Feldman’s mice (Figure 8). 

 

The pro-angiogenic effect of Ado is exacerbated in patients with acute MI. Large amounts of 

Ado are released locally in the ischemic heart as a result of ATP breakdown. To test whether 
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the pro-angiogenic effects of Ado described here occur in the settings of acute MI, monocytes 

freshly isolated from the blood of patients following acute MI and healthy volunteers were 

harvested, differentiated to macrophages and treated with LPS and/or Ado. The up-regulation 

of VEGF secretion and the down-regulation of sFlt-1 secretion by Ado were present in 

patients with acute MI (Figure 9). In addition, Figure 9A shows that the effect of Ado on 

VEGF was more potent in macrophages from MI donors (4-fold) than healthy controls (2-

fold). The down-regulation of sFlt-1 shown in Figure 9B tended to be enhanced in 

macrophages from MI donors (31% inhibition) compared with healthy controls (27% 

inhibition) but this effect was not statistically significant (p=0.17). Therefore, the pro-

angiogenic effects of Ado are stimulated by acute MI. 
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Discussion 

The main finding of the present study is the identification of the strong pro-angiogenic 

capacity of Ado. Since this effect is present in patients with acute MI, our finding suggests the 

testing of Ado analogs to stimulate angiogenesis post-MI and thus dampens the adverse 

effects of LV remodeling. 

Macrophages play a key role in LV remodeling after acute MI. Monocytosis predicts 

poor outcome after MI (LV dilatation, impaired ejection fraction) 33-35. Mice that overexpress 

monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) show an induction of macrophage infiltration 

and neovascularisation, and an improvement in LV function after MI 36. Injections of 

activated macrophages into the ischemic myocardium after coronary ligation accelerate 

neovascularisation, tissue repair and improve cardiac remodeling and function 37. Conversely, 

macrophage depletion impairs wound healing and increases LV remodeling after myocardial 

injury in mice 38. Our study confirms in human cells that macrophages release large amounts 

of VEGF upon co-stimulation with Ado and LPS. In addition, we provide compelling 

evidence that not all TLR4 agonists are able to induce VEGF.  

Indeed, aware that LPS is unlikely present in significant amounts during ischemia, we 

tested the ability of other endogenous or exogenous TLR4 ligands to induce VEGF production. 

Hyaluronan is a polymer of disaccharides which accumulates in the infarcted myocardium 39. 

A mixed ester of hyaluronan with butyric and retinoic acid has been shown to improve cardiac 

repair after MI through stimulation of VEGF-mediated neoangiogenesis 40. Of note, 

hyaluronan alone does not stimulate but rather inhibits cardiogenesis 41, an observation that 

contrasts with our results showing induction of VEGF by hyaluronan per se. Hyaluronan is a 

sulphated glycosaminoglycan which appears in the early remodeling phase of the infarcted 

heart whereas heparan sulphate belongs to the family of proteoglycans which appears during 

the late remodeling phase. We recently reported that HA but not HS is able to induce the 
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secretion of matrix metalloproteinase -9 (MMP-9) by macrophages 42. Here, we observed that 

while HA triggered a strong production of VEGF, HS failed to induce VEGF production. 

Together, these data suggest that HA has a dual effect on neoangiogenesis during early 

remodeling: stimulation of endothelial cells proliferation by VEGF and facilitation of their 

migration by MMP-9-mediated collagen digestion. A recent work revealed the potential of 

syndecan-1, a member of the heparan- and chondroitin-sulfate carrying transmembrane 

proteins, to protect the heart against dilatation and dysfunction after MI in mice 43. Whether 

other members of the heparan- and chondroitin-sulfate carrying transmembrane proteins 

family have potential therapeutic benefits in the setting of MI and heart failure would be 

interesting to determine. Among other putative TLR4 ligands, we studied HMGB1 and 

biglycan. HMGB1, a chromosomal protein involved in transcription, is a potent inducer of 

cardiac regeneration after MI 44. Biglycan, a core protein with two glycosaminoglycan chains, 

is increased after MI 45 and contributes to adaptive LV remodeling 46. HMGB1 and biglycan 

failed to induce a detectable production of VEGF, as this was the case for the LPS-derivatives 

MLA and DLA, which lack the polysaccharide chains of LPS. Therefore, VEGF may not 

contribute to the cardioprotective properties of HMGB1 and biglycan. Actually, biglycan is 

required for stable collagen matrix formation 46. However, we confirm that hyaluronan is a 

potent inducer of VEGF and that this effect may account for its protective role in cardiac 

regeneration. Mechanistically, our findings suggest that induction of VEGF production by 

TLR4 requires the binding of a polysaccharide chain such as that found in LPS or hyaluronan. 

The effect of Ado on VEGF production appears to be additive to the other triggers of VEGF 

production, suggesting that Ado does not directly interferes with TLR4 signaling pathway 

leading to VEGF production. 

The profile of cytokine expression after MI described by Sasayama group 26 revealed a 

strong level of IL-1β in macrophages during the early phase after MI. IL-1β was suggested to 
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mediate the activation of TLR4 observed in the injured myocardium 17 and to inhibit the 

progression of LV remodeling 25. In our experiments, IL-1β failed to trigger VEGF 

production, suggesting that neoangiogenesis does not significantly contribute to the protective 

role of IL-1β during the acute phase after MI. 

Angiogenesis is a complex phenomenon regulated by a network of multiple pro- and 

anti- angiogenic factors 32. This reveals the necessity to study angiogenesis at multiple levels, 

considering one factor alone may not reflect what really happens. In this prospect, we studied 

other actors of the angiogenic balance which dictates whether angiogenesis has to be 

dampened of stimulated. The soluble form of the VEGFR1 (aka sFlt-1) is one such anti-

angiogenic factor. Expressed by monocytes/macrophages, sFlt-1 is released into the 

extracellular milieu where it binds free VEGF, thereby preventing its further binding to 

membrane-associated VEGFR1. Whereas sFlt-1 has been implicated in the pathogenesis of 

preeclampsia, its role in cardiovascular disorders is still poorly characterized. It is only known 

that its level rises in the late phase post-MI, suggesting a potential role on LV remodeling 12. 

In the present study, we show for the first time that Ado acts as a potent inhibitor of sFlt-1 

production triggered by TLR4 activation, thus identifying another mechanism through which 

Ado may positively regulate LV remodeling. 

Another potent factor regulating angiogenesis is the transcription factor HIF-1α. 

Hypoxia induces the expression of VEGF 9 and sFlt-1 47 through up-regulation of HIF-1α. In 

our hands, HIF-1α mRNA levels were transiently increased in LPS-treated macrophages and 

this increase was amplified and sustained in the presence of Ado. The increase of HIF-1α 

expression was significant (8-fold) and preceded the induction of VEGF expression by LPS 

and Ado. Therefore, HIF-1α activation following LPS challenge mediates the increased 

VEGF and sFlt-1 expression observed in the present study. These data are in accordance with 

recent reports showing that HIF-1α expression is induced by LPS 48. However, the regulation 
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of VEGF and sFlt-1 expression by Ado most probably uses another pathway since Ado does 

not enhance HIF-1α nuclear translocation. 

The transcriptional coactivator PGC-1α regulates VEGF expression independently of 

HIF-1α during hypoxia 10. A strong down-regulation of PGC-1α mRNA was measured upon 

LPS challenge, consistently with a previous study using a rat cardiomyocyte cell line 49. The 

fact that Ado prevented this effect suggests that PGC-1α activation may account for the 

potentiation of the LPS-induced production of VEGF. This is the first report of an effect of 

Ado on PGC-1α. 

The study of the interaction between LPS and AdoRs showed that LPS up-regulates 

the A2a receptor in macrophages and it was speculated that this was a feedback mechanism to 

limit macrophage activation 50. Consistently, we report here that LPS and Ado potently 

induced the expression of A2a (300-fold increase). The transcription profile of AdoRs 

expression suggested that the A2a receptor may be involved in the effects of Ado described 

here. A pharmacological approach with Ado analogs also pointed out the A2a receptor. In 

addition, VEGF production was increased by overexpression of A2a but not A1 receptor in 

mice. Since the A2a transgene is under the control of the alpha-myosin heavy chain promoter, 

our data show that cardiomyocytes produce VEGF in response to A2a overexpression. 

Therefore, our data show that the A2a receptor mediates the up-regulation of VEGF by Ado, 

consistently with 14, 51. We also report that Ado triggers VEGF production by multiple cardiac 

cell types such as macrophages, cardiomyocytes and fibroblasts. In addition, our results 

suggest that the A3 receptor is also able to mediate this effect. This was unexpected since the 

increase of VEGF by NECA and LPS was absent in A3-deficient mice 14. This discrepancy 

may be due to species differences in the affinity of Ado agonists to bind to their target 

receptors. In addition, the A3 agonist used here, IB-MECA, may also interfere with the A2a 

receptor 52. The exact role of the A3AR in the cardioprotective effects of Ado is a matter of 
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intense investigation. In studies by Leibovich and coll. 14, 48, 51, LPS alone was unable to 

stimulate VEGF production by macrophages, in sharp contrast with our results and others 53 

showing that LPS is a strong inducer of VEGF expression. Again, this probably emanates 

from species differences, the macrophages used in our study and in 53 being primary human 

macrophages whereas those used in 14, 51 are murine peritoneal macrophages. 

Two distincts subsets of monocytes are sequentially recruited in the heart after MI 

depending on the chemokine profile 54. First, CCR2+ monocytes bearing the CD14 and CD16 

receptors and producing TNF-α invade the infarcted area following a gradient of MCP-1, 

exhibit inflammatory functions and digest damaged tissue. Second, CX3CR1hi monocytes 

lacking the CD16 receptor and producing VEGF are recruited by a gradient of fractalkine 

(CX3CL1) and exhibit pro-angiogenic properties which allow for tissue repair. Our data 

showing that Ado shifts monocytes from a pro-inflammatory to a pro-angiogenic phenotype 

accurately identify a cardioprotective effect of Ado in the second phase of the response to 

ischemic injury. While CD14hi/CD16-/CCR2-/CX3CR1hi cells are thought to give rise to 

resident tissue cells, CD14+/CD16+/CCR2+/CX3CRlo cells give rise to macrophages and 

dendritic cells. In addition, CD14hi/CD16-/CCR2-/CX3CR1hi cells appear to be involved in the 

resolution of the inflammatory response. Therefore, our data reveal a new anti-inflammatory 

role for Ado. 

A provocative finding of the present study is that stimulation of angiogenesis by Ado 

is present and stronger after acute MI. This raised the possibility that MI could prime 

monocytes for enhanced responsiveness to Ado. However, the expression of AdoRs was not 

significantly different between acute MI patients and healthy volunteers (not shown). Since 

Ado is released in large amounts in the myocardium after an ischemic period, Ado may 

directly induce a positive feedback to improve the response to further Ado molecules. Our 

observation that Ado induced a 4-fold up-regulation of A3 expression is consistent with this 
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assumption. Other mechanisms could explain that could enhance Ado responsiveness, such as 

increased breakdown of ATP by the ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 

(CD39/ENTPD1) – which increases Ado concentration in the extracellular milieu – are under 

investigation. Indeed, ENTPD1 expression is enhanced following myocardial 

ischemia/reperfusion and provides cardioprotection 55. 

Among the TLR4 agonists used in this study, heparan sulphate – which is involved in 

endothelial barrier integrity – appears to act in concert with Ado to stimulate angiogenesis, a 

natural repair mechanism, providing an interface between the innate immune response and 

tissue repair. One of the earliest responses to tissue injury is an increase in blood flow and 

vascular permeability to promote wound healing. The implications of a synergistic interaction 

between a product of ischemia (Ado) and products of infection/inflammation (TLRs agonists) 

are far-reaching. Indeed, agonists of the TLRs may be used in the future to induce a robust 

stimulation of angiogenesis at the very site of injury, where ATP is degraded into Ado. This 

effect could be further enhanced with Ado-regulating agents whichs limit the metabolism of 

Ado. All together, this could potentially provide a novel approach to the ischemic heart 

through targeted angiogenesis. 

In conclusion, our results identify some mechanisms involved in the cross-talk 

between Ado and TLR4 which stimulate angiogenesis. Ado appears to set the stage for a 

spiralling effect that results in dramatic increase of VEGF and decrease of sFlt-1 production 

by macrophages. Although administration of angiogenic growth factors in animal models of 

ischemia improves neovascularization, clinical trials of VEGF administration are mostly 

disappointing 56-58. Therefore, we suggest testing pharmacologic co-manipulations with Ado 

and TLR4 agonists to stimulate angiogenesis in animal models of MI. 
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TABLE 1. Quantitative PCR primer pairs. 

Gene (Genbank) Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

A2a (NM_000675) TCTTCAGTCTCCTGGCCATC GGGACCACATCCTCAAAGAG 

A2b (NM_000676) CTCCATCTTCAGCCTTCTGG ACAAGGCAGCAGCTTTCATT 

A3 (NM_000677) TCATCTGCGTGGTCAAGC CTGTAGAAGTGGATTGTGATGC 

ββββ-actin (NM_001101) AGAAAATCTGGCACCACACC GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

HIF-1αααα (NM_001530) AGCCGAGGAAGAACTATGAAC ACTGAGGTTGGTTACTGTTGG 

PGC-1αααα (NM_013261) GGAGAGGCAGAGGCAGAAG GCATCACAGGTATAACGGTAGG 

VEGF (NM_001025366) CAGCACATAGGAGAG CCAGGACTTATACCG 

Murine VEGF 
(NM_001025250) 

CTTCTCGCTCCGTAGTAG CTCCTCTTCCTTCTCTTCC 

Murine HIF-1αααα 
(NM_010431) 

ATCAGCCAGCAAGTCCTTC AATACATTGACCATATCGCTAT
CC 
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Figure legends 

 

Figure 1. Adenosine amplifies TLR4-induced VEGF production by macrophages. Monocytes 

obtained by negative selection of PBMCs were differentiated with M-CSF (50 ng/mL) for 7 

days. Resulting macrophages were preincubated for 15 minutes with Ado (10 µmol/L) before 

incubation for 24 hours with LPS (100 ng/mL), hyaluronan, HS (heparan sulfate), biglycan or 

IL-1β at the indicated doses. VEGF concentration in conditioned medium was measured by 

ELISA, VEGF mRNA expression was assessed by qPCR, and intracellular VEGF was studied 

by FACS. (A and B) Ado and LPS stimulated VEGF secretion and VEGF mRNA expression 

(n=12). Data are mean ± SD. * P<0.05 vs control, # P<0.05 vs LPS. (C and D) Ado and LPS 

increased intracellular VEGF expression in both monocytes (C) and macrophages (D). Upper 

panels are histograms showing the percentages of VEGF-expressing cells and lower panels 

are bar graphs of the intensity of VEGF expression. Only CD14+/CD45+ cells were considered 

in these analyses. A representative experiment from three independent experiments is shown. 

(E to H) HS, IL-1β and biglycan were not able to induce VEGF per se. HS on Ado-treated 

macrophages triggered a dose-dependent production of VEGF. Hyaluronan alone induced a 

strong production of VEGF and Ado pre-treatment amplified this effect. Representative 

experiments of at least two independent experiments are shown.  

 

Figure 2. Adenosine increases VEGF production by fibroblasts. Human primary cardiac 

fibroblasts and myofibroblasts were treated for 24 hours with Ado (1 to 50 µmol/L) and 

EHNA (10 µmol/L). VEGF concentration in conditioned medium was measured by ELISA. 

Ado dose-dependently increased VEGF production by both fibroblasts (A) and 

myofibroblasts (B). Data are mean ± SD (n=3). * P<0.05 vs control, # P<0.01 vs control. 
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Figure 3. Both endogenous and exogenous Ado can increase VEGF production. Monocytes 

obtained by negative selection of PBMCs were differentiated with M-CSF (50 ng/mL) for 7 

days. Resulting macrophages were preincubated for 15 minutes with Ado (10 µmol/L), 

dipyridamole (DIP) and/or iodotubercidin (ITU) before incubation for 24 hours with LPS 

(100 ng/mL). VEGF concentration in conditioned medium was measured by ELISA. (A) DIP 

increased VEGF production whereas ITU had no effect. (B) Exogenous Ado exacerbated this 

increase. Data are mean ± SD (n=3). * P<0.05 vs LPS. 

 

Figure 4. Adenosine inhibits TLR4-induced sFlt-1 production by human macrophages. 

Monocytes obtained by negative selection of PBMCs were differentiated with M-CSF (50 

ng/mL) for 7 days. Resulting macrophages were preincubated for 15 minutes with Ado (10 

µmol/L) before incubation for 24 hours with LPS (100 ng/mL), HS (heparan sulfate), IL-1β or 

hyaluronan at the indicated doses. sFlt-1 concentration in conditioned medium was measured 

by ELISA. (A) LPS induced sFlt-1 secretion and Ado inhibited this induction (n=12). Data 

are mean ± SD. * P<0.05 vs control, # P<0.05 vs LPS. (B to D) HS, IL-1β and hyaluronan 

each separately induced sFlt-1 production and Ado was able to blunt this effect only when 

cells were challenged with HS and IL-1β. Representative experiments of at least two 

independent experiments are shown. 

 

Figure 5. Transcriptional mechanisms involved in VEGF and sFlt-1 production. Macrophages 

obtained as described in Figure 1 were preincubated for 15 minutes with Ado (10 µmol/L) 

before incubation for 24 hours or as indicated with LPS (100 ng/mL). HIF-1α, PGC-1α and 

VEGF mRNA expression was assessed by qPCR. HIF-1α protein was assessed by 

immunoblotting of total, nuclear and cytoplasmic cellular extracts. HIF-1α nuclear 

translocation was measured with the Trans-AM kit. (A) Ado and LPS both increased HIF-1α 
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mRNA expression. mRNA levels were normalized to control sample. Data are mean ± SD 

(n=11). * P<0.05 vs control, # P<0.05 vs LPS. (B) LPS-mediated increase in HIF-1α 

expression preceded that of VEGF expression. A representative kinetic of two is shown. No 

Ado was added in this kinetic. mRNA levels were normalized to β-actin. (C) LPS increased 

HIF-1α expression in total and nuclear extracts but not in cytoplasmic extracts. Ado increased 

HIF-1α expression in total and cytoplasmic extracts but not in nuclear extracts. A 

representative experiment of three independent experiments is shown. (D) LPS increased 

HIF-1α nuclear translocation. A representative experiment of three independent experiments 

is shown. (E) Ado prevents the inhibition of PGC-1α expression induced by LPS. mRNA 

levels were normalized to control sample. A representative kinetic of two is shown. 

 

Figure 6. Adenosine and LPS regulate the expression of their receptors. Macrophages 

obtained as described in Figure 1 were preincubated for 15 minutes with Ado (10 µmol/L) 

before incubation for 24 hours with LPS (100 ng/mL). Expression of AdoRs mRNAs was 

assessed by qPCR. Under baseline conditions, expression levels of AdoRs were as follows 

A2b>A3>A2a. Ado induced a 4-fold up-regulation of A3 expression. LPS highly increased 

A2a expression and decreased A2b and A3 expression. Ado amplified the effect of LPS on 

A2a. Results are normalized to A2a mRNA expression of control macrophages (n=4). Data 

are mean ± SD. * P<0.05 vs control, # P<0.05 vs LPS. 

 

Figure 7. Effects of Ado receptors analogs on VEGF and sFlt-1 production. Macrophages 

obtained as described in Figure 1 were preincubated for 15 minutes with Ado (10 µmol/L) or 

agonists of A2a (C141) and A3 (IB-MECA) receptors or antagonists of A2a (SCH58261), 

A2b (MRS1754) and A3 (PSB10) receptors. Conditioned medium was harvested 24 hours 

after challenge with LPS (100 ng/mL). VEGF and sFlt-1 concentrations in conditioned 
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medium were measured by ELISA. The increase of VEGF expression induced by Ado was 

replicated by the A2a and A3 agonists (A) and inhibited by the A2a and A2b antagonists (B). 

The decrease of sFlt-1 expression induced by Ado was replicated by the A2a and A3 agonists 

(C) and partly inhibited by the A2a and A2b antagonists (D). Results are expressed as 

percentage vs LPS-treated cells. Representative data from at least two independent 

experiments are shown. 

 

Figure 8. Overexpression of the A2a receptor in mice enhances VEGF production. 

Overexpression of A1 or A2a receptor was obtained in transgenic mice in a cardiac-specific 

and inducible manner. Un-induced transgenic mice as well as wild-type littermates were used 

as controls. VEGF level was measured in plasma by ELISA. VEGF and HIF-1α mRNA 

expression was measured in cardiac tissue by quantitative PCR. (A) Overexpression of the 

A2a receptor increased the percentage of mice having a plasma level of VEGF above the 

detection threshold of the assay (3 pg/mL): VEGF was detected in 25% of the un-induced 

mice and in 75% of the induced mice. (B) Overexpression of the A2a receptor increased 

VEGF and HIF-1α mRNA expression. Results are presented for each mouse separately and as 

mean ± SD for each group of mice (n=4 per group for transgenic mice, n=7 for wild-type 

littermates). * P<0.05 vs un-induced mice. ND: not detected. 

 

Figure 9. The pro-angiogenic effects of Ado are present in patients with acute MI. Monocytes 

were purified by negative selection from blood of healthy volunteers (controls, □) and patients 

with acute MI (■). In vitro differentiation was achieved with 50 ng/mL M-CSF for 7 days. 

Macrophages were preincubated for 15 minutes with Ado (10 µmol/L) before LPS challenge 

(100 ng/mL). VEGF and sFlt-1 concentrations in conditioned medium were determined by 

ELISA after 24 hours. (A) Up-regulation of VEGF is present and enhanced in macrophages 
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from patients with MI compared with macrophages from controls. (B) Down-regulation of 

sFlt-1 is present in macrophages from patients with MI. Results are expressed as the ratio 

between cells that received Ado and cells that received its vehicle. Each square represents one 

patient and the means ± SD (n=11 in each group) are displayed. * P<0.05 vs control. 
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Abstract 

Effects of adenosine on metalloproteinase-9. Involvement in ventricular remodeling. 

Maladaptive remodeling of the left ventricle (LV) is a leading cause of heart failure (HF) after 

myocardial infarction (MI). It is associated with matrix metalloproteinase (MMP)-9. Although adenosine (Ado) 

is known to have cardioprotective properties, its role in LV remodeling is still unclear. We hypothesized that 

Ado could be involved in the regulation of MMP-9. Two waves of inflammatory cells successively infiltrate the 

heart after MI: first neutrophils then monocytes-macrophages. On the one hand, we have shown that Ado inhibits 

the secretion of MMP-9 by activated primary human neutrophils. This effect is mediated by the activation of the 

adenosine-A2a receptor. On the other hand, we cultured human primary macrophages differentiated in vitro from 

blood monocytes. In sharp contrast to our previous observations with neutrophils, we have shown that Ado 

enhanced MMP-9 secretion by macrophages. This increase is probably mediated by the adenosine-A3 receptor. 

We have also shown that Ado improves monocytes migratory capacity and that this effect seems to be 

consecutive to the stimulation of MMP-9 activity. Finally, preliminary experiments suggest that Ado could have 

an anti-apoptotic effect on human primary monocytes. These observations thus contributed to the 

characterization of the effects of Ado on some key processes involved in LV remodeling, including extracellular 

matrix degradation and inflammatory cells apoptosis. They bring arguments for a paradigm of temporal 

therapeutic window and could have important implications for therapeutic strategies using Ado and/or its 

receptors in the treatment of MI and in the prevention of HF. 

 

Keywords: adenosine, neutrophils, monocytes-macrophages, ventricular remodeling, matrix metalloproteinase-9. 

 

Résumé 

Etude des effets de l’adénosine sur la métalloprotéinase-9. Implication dans le remodelage ventriculaire. 

Le remodelage maladaptif du ventricule gauche (VG) peut conduire au développement d’une 

insuffisance cardiaque (IC) après un infarctus du myocarde (IM). Il est lié à l’activité de la métalloprotéinase 

matricielle (MMP)-9. L'adénosine (Ado) est connue pour ses propriétés cardioprotectrices, toutefois son rôle 

dans le remodelage du VG est mal défini. Notre hypothèse est que l’Ado pourrait avoir un effet sur la MMP-9. 

Après IM, 2 vagues de cellules inflammatoires infiltrent séquentiellement le cœur : les neutrophiles puis les 

monocytes-macrophages. Nous avons montré que l’Ado inhibe la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles 

primaires humains activés via la stimulation du récepteur à l’adénosine A2a. Nous avons ensuite utilisé des 

monocytes primaires humains différenciés en macrophages in vitro. Contrairement aux résultats obtenus avec les 

neutrophiles, l'Ado augmente la sécrétion de MMP-9 par les macrophages. Cette augmentation semble passer via 

le récepteur à l’adénosine A3. Nos résultats suggèrent également que l’Ado améliore la capacité migratoire des 

monocytes via la stimulation de l'activité MMP-9. Enfin, des expériences préliminaires semblent indiquer que 

l’Ado inhiberait l’apoptose des monocytes primaires humains. Ces travaux ont contribué à la caractérisation des 

effets de l’Ado sur certains processus clefs dans le remodelage du VG, notamment la dégradation de la matrice 

extracellulaire et l’apoptose des cellules inflammatoires. Ils mettent en exergue la notion de fenêtre thérapeutique 

temporelle et pourraient avoir d’importantes implications lors de stratégies thérapeutiques utilisant l’Ado et/ou 

ses récepteurs dans le traitement de l'IM et la prévention de l’IC. 

 

Mots-clefs : adénosine, neutrophiles, monocytes-macrophages, remodelage ventriculaire, métalloprotéinase matricielle -9. 


