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MCSA Medial cross-sectional area, La surface de coupe transversale médiale  
MEC Matrice extracellulaire 
MHC Myosin heavy chain, Chaîne lourde de la myosine 
miR MicroARN, micro acide ribonucléique 
MLC/ MLCK Myosin light chain/myosin light chain kinase, kinase de chaîne légère de 
myosine  
MLCP Myosin light chain phosphatase 
MMP Métalloprotéinase matricielle 
MR Mineralocorticoid receptor, Récepteur minéralocorticoïde 
MRA Mineralocorticoid receptor antagonists 
MYPT1 Myosin phosphatase target subunit 1 
NADPH Nicotinamide adénine dinuclétide phosphate 
NFκB Nuclear factor kappa B 
nNOS neuronal NOS  
NO Azote Monoxyde  
NOS NO synthase 
OMTC Optical magnetic twisting cytometry  
PA Pression artérielle 
PAD Pression artérielle diastolique 
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 
PAK Protein kinase A 
PAM Pression artérielle moyenne 
PAR-1 Protease activated receptor-1, Récepteur 1 activé par les protéases 
PAS Pression artérielle systolique 
PBS Phosphate buffered saline : solution saline tamponnée à pH 7,4-7,6 
PCR Polymerase chain reaction : réaction en chaîne par polymérase 
PDGF Platelet-derived growth factor, facteur de croissance dérivé de plaquettes  
PDGFR Récepteur au PDGF 
PG Prostaglandine 
PGI2 Prostacycline 
Phe Phenylephrine 
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PI3K Phosphoinositol 3 kinase 
PKB/Akt Phosphokinase B/Akt 
PKG Protein kinase cGMP-dependant 
PP Pression pulse 
PP1 Protein phosphatase type 1 
PPARγ Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
PWV Pulse Wave Velocity 
RGD Séquence tripeptide Arg-Gly-Asp 
RhoA Homologue A des gènes de la famille Ras 
ROCK Rho-associated protein kinase  
ROI Region of Interest, Région d’intérêt 
ROS Reactive oxygen species, espèces réactives de l’oxygène 
SERCA2 Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 
SMMHC Smooth muscle myosin heavy chain 
SNP Nitroprussiate de sodium 
SRF Serum responce factor, facteur de réponse au sérum   
Src Proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
TAK – TGF-β-activated kinase, kinase activée par TGF-β 
TBS/TBST Solution Tris Buffer/ Solution Tris Buffer + Tween 
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases 
TGF-β Facteur de croissance transformant β 
TP Récepteur aux thromboxanes 
TXA2 Thromboxane A2 
VAMs Vimentin associated matrix adhesions 
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1, Molécule 1 d’adhérence vasculaire 
VEGF Vascular endothelial growth factor, facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 
VOP Vitesse d’onde de pouls 
WIF-1 Wnt inhibitory factor 1  
Wnt Wingless integration site 
WS (Wall Stress) Contrainte circonférentielle de cisaillement  
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La rigidité artérielle a une valeur prédictive des événements cardiovasculaires (CV), 

indépendamment des autres facteurs de risque (Zieman et al. 2005 Mitchell et al. 2010 ; Safar 

et al. 2011). Elle est responsable de l’hypertension artérielle systolique du sujet âgé dont la 

prévalence dépasse 60% (Benetos et al. 2002 ; Avolio et al. 2009). Aucun médicament anti-

hypertenseur n’a véritablement démontré son efficacité directe sur la rigidité 

indépendamment de son action hypotensive, soulignant l’importance d’identifier de nouveaux 

mécanismes (Zieman et al. 2005). La rigidité artérielle est également responsable de 

l’hypertrophie ventriculaire gauche et de l’augmentation de la pression pulsée (PP) qui sont 

aussi des déterminants majeurs de l’insuffisance cardiaque (Laurent et al. 2006 ; Mancia et al. 

2007).  

Les altérations de la rigidité artérielle ne peuvent être attribuées aux seules 

modifications du niveau de pression et/ou aux contenus en élastine et collagène. D'autres 

déterminants comme les attachements des cellules musculaires lisses (CMLV) de la paroi 

artérielle à la matrice extracellulaire (MEC), les récepteurs des CMLV (notamment le 

récepteur mineralocorticoide et les intégrines), les contacts d’adhésion focaux, les radicaux 

libres et la fonction endothéliale pourraient être impliqués (Zieman et al. 2005, Mercier et al. 

2006 ; Louis et all. 2007 ; Safar et Lacolley 2009, Hoffman et al. 2011 ; Mao et al. 2012 ; 

Galmiche et al. 2014).  

Les attachements cellules-matrice et la structure interne de la MEC sont des éléments 

déterminants de la rigidité et la composante musculaire (CMLV) exerce un rôle clé dans 

l’organisation des constituants de la paroi. Il est considéré qu’une augmentation du nombre de 

liaisons et de leur sollicitation accroît la rigidité du matériau évaluée par le module élastique 

incrémentiel (Einc). Au niveau de la paroi, le nombre de points d’attachements fonctionnels 

pourrait être réglé, au moins en partie, par le degré d’activation des CMLV. Leur contraction 

augmente le recrutement des systèmes de liaisons conduisant à la rigidification de la paroi. La 

rigidité et l’hypertension artérielle sont associées avec le remodelage vasculaire, 

l’hypertrophie cardiaque et la fibrose. La fibrose induit des lésions chroniques avec la 

perturbation de l'architecture tissulaire, le dysfonctionnement et l’insuffisance éventuelle des 

organes. Par conséquent, le développement de thérapies anti-fibrotiques efficaces est 

indispensable.  

Le but principal a été d’analyser les relations entre les fonctions des CMLVs et le 

remodelage vasculaire : la répartition des structures d’attachement entre les CMLV et la 

MEC, l’activation des intégrines et des molécules intracellulaires présentes dans ces 

structures et leur rôle dans le développement de la fibrose vasculaire et la rigidité artérielle.  
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La première partie de ce travail présente l'état des lieux actuel des données 

bibliographiques concernant la rigidité vasculaire, ses déterminants et ses conséquences ainsi 

que l’influence de différents facteurs (les récepteurs membranaires, les composants du 

cytosquelette des CMLV et de la MEC) sur les fonctions des CMLV et le développement de 

la rigidité artérielle. Les différents modèles animaux disponibles pour les études 

expérimentales (développés dans notre laboratoire ou utilisés en collaboration) y sont 

également détaillés, afin de justifier leur intérêt et leur valeur pour la compréhension des 

mécanismes de la rigidité artérielle. 

Dans une seconde partie seront présentées les études expérimentales réalisées au 

cours de cette thèse.  

Une première étude avait pour but d’étudier le rôle du récepteur minéralocorticoïde 

(MR) des CMLV sur la réactivité vasculaire et le développement de la rigidité artérielle. 

Plusieurs auteurs ont rapporté l’importance de ce récepteur sur les fonctions des CMLV et 

des CE, le tonus myogénique et les propriétés élastiques des vaisseaux et des fonctions de 

CMLV (Takeda 2009 ; Funder et Mihailidou 2009 ; Schäfer et al. 2013 ; Barrett et al. 2013 ; 

Funder 2013). Pour cette étude nous avons utilisé le modèle murin avec une invalidation 

constitutive du MR dans les CMLV (McCurley et al. 2012 ; Galmiche et al. 2014).  

Une seconde étude a permis de définir le phénotype de rigidité vasculaire dans des 

conditions physiologiques et pathologiques et évaluer l'impact de l’intégrine αvβ3 sur les 

fonctions des CMLV dans le modèle murin avec une invalidation conditionnelle de la sous-

unité αv dans les CMLV. Des travaux antérieurs ont montré le rôle des intégrines α5β1 et α1β1 

dans les propriétés mécaniques artérielles (Bézie et al. 1998 ; Louis et al. 2007 ; Turner et al. 

2015). La formation des structures d’adhésion focales passe également par un mécanisme 

αvβ3-dépendant (Romer et al. 2006 ; Sun Z et al. 2008). Des données bibliographiques 

montrent que l’invalidation de l’intégrine αv peut avoir des conséquences délétères au niveau 

de la structure vasculaire et de l’hémostase (Lacy-Hulbert et al. 2007) mais aussi bénéfiques 

pour le développement de la fibrose tissulaire dans des organes cibles comme le foie, le rein 

et le poumon (Munger et al. 1999 ; Annes et al. 2002 ; Jenkins et al. 2006 ; Hahm et al. 2007 ; 

Farris et Colvin 2012 ; Henderson et al. 2013, Madala et al. 2013). Notre hypothèse de travail 

était que l’invalidation de sous-unité αv pourrait avoir des effets protecteurs au cours du 

développement de la rigidité et de la fibrose artérielle.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Farris%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22449945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Colvin%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22449945
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Une troisième étude avait pour objectif d’analyser le phénotype de la souris déficiente 

pour les protéines - composantes des filaments intermédiaires cellulaires (vimentine et 

synémine) dans les CMLV : nous avons étudié les changements des structures d’adhésions 

focales et de la structure interne du cytosquelette, et leur influence sur la rigidité vasculaire. 
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I. Les principes de base de la rigidité artérielle 

L’augmentation de la rigidité artérielle est une caractéristique du processus de 

vieillissement et la conséquence de nombreux états pathologiques tels que le diabète, 

l'athérosclérose et l’insuffisance rénale chronique. Il y a des marqueurs cliniques de la rigidité 

vasculaire tels que la pression pulsée (PP) et l'hypertension systolique isolée. La rigidité 

artérielle et les ondes de réflexion de la pression artérielle (PA) sont des facteurs qui 

influencent la PP et la pression artérielle systolique (PAS). La pression artérielle diastolique 

(PAD) a aussi une influence importante sur la rigidité vasculaire (Hermeling et al. 2010) et sa 

diminution jusqu’à des valeurs faibles (le phénomène "courbe J") chez les patients 

hypertendus est également reconnue comme le facteur de risque de maladies CV (Safar et al. 

2011 ; Kang et Wang, 2016). Ces données physiopathologiques et épidémiologiques justifient 

une stratégie « anti-rigidité » pour diminuer le risque cardiovasculaire (Laurent et al. 2006 ; 

Safar et al. 2011).  

I.1. Fonctions de conductance et d'amortissement de l’arbre vasculaire  

Deux composantes de la pression artérielle (PA) peuvent être distinguées : une 

composante stable et un composant pulsatile. La première est exprimée par la pression 

artérielle moyenne (PAM) qui se définit par le produit entre le débit cardiaque et la résistance 

vasculaire et peut être mesurée comme PAM = PAD+0,4xPP (Bos et al. 2007 ; Avolio et al. 

2009). C’est un paramètre qui reflète le calibre des petites artères. L’autre composante peut 

être exprimée par la PP, calculée comme PAS-PAD. La PP centrale est déterminée par le 

débit sanguin systolique, les ondes de réflexions de la pression artérielle et la rigidité artérielle. 

Les ondes de réflexions se divisent en onde incidente (éjectée) et en onde réfléchie, les sites 

de réflexion se situant en aval au niveau du lit artériolaire. En situation normale chez le sujet 

jeune, l’onde réfléchie intervient en diastole et ne modifie pas la pression artérielle systolique. 

Au cours du vieillissement quand des vaisseaux deviennent plus rigides, elle intervient plus 

tôt (la période du temps - Tr sur la Figure 1 devient plus court) en systole et se juxtapose à 

l’onde incidente entraînant une majoration de la pression artérielle systolique (delta P sur la 

figure = AP). Cette augmentation de pression est quantifiée par l’index d’augmentation défini 

comme le rapport entre la partie delta P et la pression pulsée totale.  En raison de la cinétique 

des ondes de réflexion qui dépend du site artériel, l’amplitude de la pression pulsée est plus 

élevée en périphérie du système artériel. Ce gradient d’augmentation de la pression pulsée 

normalement observée entre les artères centrales et périphérique disparaît chez le sujet âgé ou 

hypertendu avec augmentation de la rigidité artérielle (Figure 1). 
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Fig. 1. Analyse des ondes de réflexion de la pression artérielle au cours du cycle 
cardiaque : AP – augmentation de la PAS égale la somme de l’onde de pression incidente et 
de l’onde réfléchie de la paroi vasculaire rigide, Tr – la période du temps (sec) entre le début 
de l’onde incidente et l’arrivée de l’onde réfléchie, PP – la pression pulsée qui augmente à 
cause de l’onde réfléchie (Avolio et al. 2009).  
 

La PAM et la PP sont deux facteurs indépendants prédictifs d’évènements CV. Ces 2 

paramètres sont des modulateurs importants de la structure, la géométrie et des propriétés 

mécaniques de la paroi vasculaire (Eberth et al. 2010). Alors que PAM prédit le risque global 

de CV (y compris l’insuffisance cardiaque), la PP prédit les complications liées à 

l'athérosclérose, principalement des artères coronaires. La PP contribue à l'effet "Windkessel" 

qui est la capacité des gros troncs artériels à transformer le flux sanguin pulsatile provenant du 

cœur en flux constant au niveau périphérique, fournissant ainsi une oxygénation optimale des 

tissus. Dans le modèle Windkessel de la compliance artérielle, les artères élastiques se 

comportent comme un réservoir du sang stocké en systole pour être restituer en diastole en 

périphérie. (Sehgel et al. 2015). Ce modèle distingue ainsi les fonctions de «conductance» et 

«d'amortissement» de l'arbre artériel et sert à illustrer les changements observés dans 

l'hypertension artérielle : une augmentation des résistances périphériques totales et une 

diminution de la compliance artérielle. Si seules les résistances sont élevées, la PAM 

augmente avec une augmentation proportionnelle de PAS et PAD. Cependant, en présence 

d’une réduction de la compliance artérielle, la PAM augmente avec la PP.  (Figure 2).  

Au cours du développement de l’hypertension artérielle les vaisseaux perdent leurs 

propriétés élastiques et la compliance diminue. La rigidification des artères conduit à une 

augmentation de la post-charge de ventricule gauche responsable d’une hypertrophie 

ventriculaire et d’une diminution de la capacité de perfusion myocardique. L’augmentation de 

la rigidité artérielle et une plus grande résistance à l'écoulement dans les organes cibles (le 

cerveau et les reins) exposent les petits vaisseaux à un gradient de pression pulsée plus élevée 

conduisant à des complications vasculaires comme les AVC au niveau cérébral. Au niveau 
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rénal l'exposition artériolaire à des niveaux de PP plus élevés explique les lésions 

microvasculaires favorisant la survenue d’une insuffisance rénale (O'Rourke et Safar 2005).  

 
A                                                           B 

Fig. 2. Effet "Windkessel" chez un individu sain et chez un patient hypertendu : A - effet 
"Windkessel" chez un individu sain. Les vaisseaux élastiques en systole stockent une partie 
du sang éjecté pour ensuite la restituer pendant la diastole. Cela permet d’amortir la pulsation 
artérielle entre le cœur et les vaisseaux en gardant un débit continu en périphérie ; B - chez un 
patient hypertendu le retour plus rapide des ondes réfléchies augmente le gradient de pression 
pulsée en périphérie (d’après P. Boutouyrie, 2012). 

 

I.2. Rigidité artérielle proximale et distale 

Les propriétés élastiques des artères varient selon leur localisation au niveau de l’arbre 

artériel: les artères proximales sont plus élastiques et les artères distales plus rigides. Cette 

hétérogénéité est expliquée par la structure moléculaire, cellulaire et histologique de la paroi 

artérielle (O'Rourke et Hashimoto 2007) variable dans les différentes parties de l'arbre artériel. 

Donc les gros troncs artériels et les vaisseaux périphériques répondent différemment au 

vieillissement, à l’hypertension et au traitement. Par conséquent, les ondes de la pression ont 

une amplitude et un contour différent dans des artères centrales et périphériques (O'Rourke et 

al. 2002).  
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I.3. Vitesse de l’onde de pouls  

La mesure de la vitesse de propagation de l’onde de pression artérielle tout au long de 

l’aorte est appelée vitesse de l’onde de pouls. Elle est le paramètre de référence de la rigidité 

artérielle en recherche clinique et épidémiologique. Chez les sujets jeunes avec les vaisseaux 

sont plus distensibles, la VOP est plus lente par rapport aux personnes âgées. La VOP peut 

augmente considérablement avec l'âge et est considérée comme un prédicteur indépendant du 

risque CV (O'Rourke et al. 2002 ; Safar et al. 2011). La méthode directe et non invasive est la 

mesure de la VOP carotidienne (sur la carotide commune) et fémorale (sur l’artère fémorale 

commune) - Figure 3. Chez un individu sain, la VOP entre l’artère carotide et fémorale est de 

3 à 5 m/s (Laurent et al. 2006).  

 

Fig. 3. Mesure de VOP carotidienne-fémorale par la méthode « foot to foot » chez 
l'homme : VOP (m/s) = Longueur (ΔL)/temps de propagation (Δt) (Laurent et al. 2006). 

 

I.4. Détermination locale de la rigidité artérielle 

La rigidité artérielle locale des artères relativement superficielles peut être déterminée 

en utilisant des méthodes à ultrasons. La rigidité carotidienne a un intérêt particulier puisque 

les lésions d’athérosclérose y sont fréquentes. Tous les types de systèmes d'échographie 

vasculaire bi-dimensionnelle peuvent être utilisés pour déterminer des changements du 

diamètre interne de l’artère. Mais la plupart de ces techniques sont limités dans la précision 

des mesures car ils utilisent généralement une analyse de vidéo-image. La plupart des études 

physiopathologiques et pharmacologiques utilisent des techniques d'échotracking. Un 

avantage majeur est que la rigidité artérielle locale est déterminée directement à partir des 

mesures des variations systolo-diastoliques du diamètre artériel. Elles sont couplées avec les 

variations de pression pulsée simultanées. L'échographie est actuellement le seul moyen chez 

l’homme de déterminer de manière non invasive l’épaisseur de la paroi artérielle et les 

propriétés élastiques du matériau de la paroi artérielle (module élastique de Young). Les 
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différents paramètres quantitatifs obtenus par échotracking (compliance, distensibilité et 

module élastique) artérielle sont utilisés pour décrire les propriétés élastiques des vaisseaux.  

I.5. Paramètres quantitatifs de la rigidité et d’élasticité vasculaire  

La compliance artérielle est un rapport de la variation absolue du volume (ΔV) pour 

une variation de la pression artérielle (ΔP) et est mesurée par l’équation : C = ΔV/ΔP en 

ml/mmHg (O'Rourke et al. 2002).  

La distensibilité artérielle est définie par les variations relatives du volume artériel ou 

de la surface intraluminale (LCSA - lumen cross-sectional area, LCSA = D2/4 où D – 

diamètre intraluminale) sur les variations de pression. Elle est exprimée par l’équation 

ΔV/V x ΔP ou (1/LCSA) x (ΔLCSA/ΔP)  en mmHg-1.10-3 (Labat et al. 2001 ; Lacolley et al. 

2001). 

L'élasticité est la propriété physique que possède un matériau de se déformer sous 

l'effet d'une force ou d’une contrainte, puis de reprendre sa forme initiale lorsque la force 

cesse de s'exercer. La déformation d'un corps purement élastique est instantanée et 

proportionnelle à la contrainte σ = F/S où F est la force agissant sur une surface S (loi de 

Hooke). Les propriétés élastiques du matériau de la paroi artérielle peuvent être étudiées grâce 

à des courbes contrainte/déformation. Le rapport entre la contrainte appliquée (pression) et la 

déformation (étirement pariétal) permet de définir un indice d'élasticité - le module élastique 

de Young (Nichols et al. 2011). Il représente une constante caractéristique d'un matériau : 

plus la valeur de ce module élastique est élevée, plus le matériau est rigide. Cependant, la 

paroi artérielle ayant une composition hétérogène, son comportement n’est pas élastique mais 

visco-élastique et la relation contrainte-déformation n'est pas linéaire (O'Rourke et al. 2002 ; 

Laurent et al. 2006). Il est alors définit un module élastique incrémentiel (Einc) qui 

correspond à la tangente en chaque point de la relation non-linéaire contrainte-déformation. 

Le calcul de Einc nécessite la mesure de l'épaisseur de la paroi artérielle (Laurent et al. 2006). 

La  relation contrainte/déformation est linéaire au niveau des contraintes les plus faibles (point 

a sur la Figure 4) où l’Einc est égal au module élastique de Young (Figure 4).  
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Fig. 4. Relation entre contrainte exercée (Stress = Xx) et déformation de la paroi 
artérielle (Strain = Exx) : la relation linéaire (ligne pointillée) est applicable dans les points a 
et b. Dans le point C cette relation est et non linéaire (ligne continue), donc le module 
élastique (qui représente la pente de la courbe en point C) est calculé comme la tangente de 
relation linéaire en point C : Einc = Xx/Exx (Nichols et al. 2011).  

 

La distensibilié exprime le comportement élastique global d’artère, et le module 

élastique exprime des propriétés élastiques intrinsèques du matériel de la paroi vasculaire 

(Bézie et al. 1998).  

I.6. Influence de la pression artérielle sur les fonctions vasculaires 

Des études montrent au niveau d’une PA basse ou normale le module élastique de 

l'élastine est dominant sur le comportement mécanique et que la paroi vasculaire est 

relativement extensible. A un niveau de  PA plus élevée, le module élastique du collagène est 

dominant et la paroi est relativement inextensible : moins de 10% des fibres de collagène sont 

engagées à pression basse. A un niveau de pression plus élevé l’artère devient 

progressivement moins distensible car les fibres de collagène sont recrutées pour supporter 

une sollicitation mécanique plus élevée et ainsi limiter la distension aortique (Safar et al. 

2011). La compliance et la distensibilité artérielle diminuent passivement avec l'augmentation 

de la PA : ce phénomène doit être distingué des changements actifs structurels conduisant à la 

diminution de la compliance de la paroi artérielle. Par ailleurs la nature non linéaire de 

l'élasticité vasculaire est cruciale : un changement de module élastique pour un changement 
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de pression intra-artérielle est plus élevé à PA haute qu’à PA basse. Ainsi, l'augmentation de 

PA conduit à une augmentation importante de la VOP. 

La présence de contraintes mécaniques est nécessaire à la maturation de la paroi 

artérielle et à la différenciation des CMLV. Cela conditionne les propriétés essentielles des 

CMLV qui sont la migration, la prolifération et la synthèse des protéines de la MEC. Le 

développement de la rigidité des gros troncs artériels est une manifestation principale de 

l’hypertension artérielle. La rigidité artérielle est un caractère principal du remodelage 

vasculaire hypertensif (Zieman et al. 2005 ; Hoffman et al. 2011). Les changements 

structurels qui contribuent à une augmentation de la rigidité artérielle comprennent la 

fragmentation de l'élastine, l'augmentation des dépôts de collagène, les calcifications 

artérielles et les « cross-links » des molécules d’élastine et de  collagène par les produits 

avancés de glycation (AGEs). Au cours du vieillissement les AGEs sont responsables de la 

signalisation du stress oxydant par l’augmentation de l’expression de NF-κB, des radicaux 

libres, des cytokines proinflammatoires, des facteurs de croissance et des molécules 

d’adhésion. Ces médiateurs augmentent la rigidité et le tonus vasculaire, induisent le 

développement de la dysfonction endothéliale avec la diminution de la vasodilatation et la 

formation de la fibrose vasculaire et des plaques athérosclérotiques (Zieman et al. 2005).  

II. Mécanismes intrinsèques de la rigidité artérielle 
II.1. Composition de la paroi artérielle 

La paroi artérielle est constituée de plusieurs tuniques disposées de manière 

concentrique de la cavité endoluminale vers la périphérie de l’artère. Ces tuniques sont 

l’intima, la media et l’adventice :  

- l'intima (tunique interne), est en contact direct avec le flux sanguin et est composée 

de l'endothélium et de la lame limitante élastique interne. L'endothélium est responsable de la 

libération des substances vasoactives régulant  le tonus vasomoteur  et la réactivité vasculaire.  

- la média (tunique moyenne) se trouve entre les lames limitantes élastiques interne et 

externe. Elle détermine des propriétés élastiques de la paroi et contient principalement des 

CMLV et une MEC composée d'élastine, de collagène, de glycoprotéines, de protéoglycanes 

et de fibronectine (Zieman et al. 2005). La média des artères élastiques de gros calibre 

contient des faisceaux musculo-élastiques : chaque faisceau est composé de CMLV 

regroupées et de fibres de collagène qui sont délimités par des fibres d’élastine orientées vers 

l’axe principal des CMLV. Cette construction permet une distribution équilibrée des 

contraintes mécaniques dans la paroi vasculaire. Les éléments constitutifs de la média sont 
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caractérisés chacun par un module élastique différent : il existe des éléments à faible module 

élastique (élastine, CMLV) et des éléments à fort module élastique (collagène).  

- l'adventice (tunique externe), composée de fibres de collagène principalement, assure 

la liaison avec des tissus conjonctifs adjacents (Figure 5). Elle joue un rôle important dans 

l'élasticité de la paroi pour des niveaux de pression élevés et dans la résistance à la rupture, 

par exemple dans le cas des anévrysmes (Martufi et Gasser 2011). Les molécules du collagène 

ont une forme fibrillaire et elles sont les plus abondantes dans l’adventice et confèrent à la 

paroi sa résistance aux contraintes mécaniques. Elles sont sécrétées localement par les 

fibroblastes (Martufi et Gasser 2012). L'adventice est traversée de vasa vasorum, de vaisseaux 

lymphatiques et de structures nerveuses et joue un rôle dans l'apport nutritionnel de la paroi 

artérielle. Le réseau lymphatique adventitiel assure l’évacuation des substances provenant du 

sang et transportées à travers la paroi. Les nerfs de la paroi contribuent aussi au contrôle du 

calibre vasculaire et du tonus myogenique et promeuvent une contraction et une relaxation des 

petites artères par action directe sur les CMLV de la media (Tedgui et Lévy 1994). 

 

Fig. 5. Constituants tissulaires de la paroi artérielle. 

 

II.2. Composants structurels de la rigidité artérielle 

II.2.1. La matrice extracellulaire et ses constituants principaux : le collagène et l’élastine 

Les fibres d’élastine des lames élastiques sont composées de fibrilles d’épaisseur de 

0,1-0,2 µm qui construisent le réseau de microfibrilles. Ces microfibrilles jouent un rôle dans 

la distribution uniforme des forces mécaniques dans les tissus (Ushiki et al. 2002). Les 

grandes artères sont constamment exposées aux distensions cycliques et l’élastine fournit une 
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capacité élastique importante permettant de propulser le sang circulant pendant la diastole 

(Eberth et al., 2010). 

Les molécules de collagène ont une structure hélicoïdale - hélices de polyproline type 

II qui sont stabilisées par les acides aminées (proline et hydroxyproline) en quantité élevée. 

Les hélices s’organisent en trois chaînes (30-100 nm d’épaisseur). Ces trois chaînes 

s’assemblent à une fibrille de diamètre 1-20 µm qui forme avec d’autres fibrilles des 

ensembles supramoléculaires dans l’espace extracellulaire. Après leur formation, les 

molécules de collagène sont immédiatement liées, pontées entre elles (hydroxylation 

enzymatique post-translationnelle) afin de les rendre résistantes aux enzymes hydrolytiques. 

Les fibres de collagène sont très peu extensibles mais leur organisation en réseau les rend 

relativement flexibles. Dans la MEC, les collagènes de types I, II et III sont les plus présents 

(Comper 1996). Les molécules du type I sont des fibrilles fines et flexibles de longueur 300 

nm en contraste avec les fibrilles du procollagène qui possède le propeptide C-terminale 

globulaire et N-terminale vague (Ushiki et al. 2002). Le collagène fibrillaire promeut une 

rigidité nécessaire qui protège les CMLV de la surextension aiguë pendant l’augmentation de 

la pression et donc préserve la contractilité (Eberth et al. 2010). 

À cause de son taux de renouvellement lent, le collagène est particulièrement sensible 

à la glycation non enzymatique par les AGEs. Cela conduit à une augmentation du contenu en 

collagène avec des fibres désorganisées et dysfonctionnelles qui forment des structures plus 

rigides. Il y a un équilibre du ratio collagène/élastine dans la média, et une augmentation de ce 

rapport, induit par  l'hypertension, conduit à une surproduction de collagène anormal et à une 

diminution de l'élastine normale, ce qui contribue à la rigidité vasculaire (Xu et al. 2000).  

Les CE, les CMLV et les fibroblastes sont sensibles aux changements des contraintes 

mécaniques et modifient l’organisation, la synthèse et la dégradation des protéines contenues 

dans la MEC (Lehoux et Tedgui 2003 ; Ebert et al. 2010). L’analyse histologique de l'intima 

des vaisseaux rigides révèle des CE anormales, une augmentation du collagène, des molécules 

d'élastine effilochées et brisées et une l'infiltration par de macrophages et des cellules 

mononucléées (Zieman et al. 2005) – Figure 6.  
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Fig. 6. Facteurs extrinsèques et structures de la paroi artérielle qui sont impliquées dans 
le développement de la rigidité artérielle (Zieman et al. 2005). 

 

L’hypertension artérielle induit une augmentation de la contrainte circonférentielle, ce 

qui entraîne une hypertrophie des CMLV et la réduction de la lumière vasculaire. Ce 

remodelage est une façon d’adapter la paroi à la contrainte mécanique (Lehoux et Tedgui 

2003). L’hypertrophie des CMLV de la média s’accompagne souvent de l’accumulation de 

matériels fibreux liée à l’altération de l’endothélium qui devient perméable aux 

macromolécules plasmatiques. Les CMLV augmentent leur capacité proliférative et sécrétoire. 

Cette prolifération anormale est liée à une production accrue de facteurs de croissance (PDGF, 

TGF-β), une diminution de la synthèse des facteurs anti-prolifératifs et est associée à 

l’expression de molécules d’adhésion et la production de cytokines dans la paroi artérielle. 

II.2.2. Structure et fonctions de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) 

Les CMLV sont le composant cellulaire principal de la média artérielle. Elles 

expriment des protéines contractiles, des canaux ioniques et des molécules de signalisation 

qui régulent la PA par la modulation du tonus vasculaire. Contrairement à la majorité des 

cellules différenciées, les CMLV ont une plasticité importante qui leur permet de modifier 

leur phénotype normal  contractile vers un phénotype dédifférencié (synthétique) en réponse à 

des signaux extracellulaires (Michel et al. 2012). Le phénotype différencié est caractérisé par 

l'expression des protéines contractiles matures et un taux faible de prolifération, de migration 

et une absence de synthèse de MEC. En revanche, les CMLV dédifférenciées ont des taux de 

prolifération, de migration et de production de protéines de la MEC augmentés, et une 

diminution des protéines contractiles adultes (Davis-Dusenbery et al., 2011). Au cours du 
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développement les CMLV produisent la MEC et sont également impliquées dans la réparation 

des artères (la formation de la néo-intima) après des lésions de l’endothélium (Regan et al. 

2000). Elles participent au remodelage vasculaire en contrôlant la production (synthèse du 

collagène et d’élastine) et la dégradation (synthèse des métalloprotéases matricielles - MMP) 

de la MEC (Kanda et al. 2000 ; Michel et al. 2012).  

Différents facteurs peuvent influencer la prolifération, la différenciation et l’apoptose 

des CMLV : les interactions avec les CE et la MEC ainsi que les facteurs mécaniques et 

hémodynamiques (Wernig et al. 2003 ; Su et al. 2006). Les CMLV des vaisseaux de 

résistance maintiennent un tonus contractile myogénique basal qui est responsable de la 

régulation de la PA et la redistribution du flux sanguin généré par le coeur. Les CMLV sont 

très sensibles aux contraintes mécaniques et peuvent activer de nombreuses voies de 

signalisation et des mécanorécepteurs : par exemple les récepteurs à tyrosine kinases (Src), les 

intégrines, les canaux ioniques (Ca2+ canaux de type L), les récepteurs des protéines G et le 

récepteur de PDGF (Haga et al. 2007 ; Sun et al. 2008). Lorsqu’une force mécanique est 

appliquée, elle induit une activation de la protéine kinase C et des MAP kinases ce qui conduit 

à une augmentation de l’expression des facteurs de transcription (c-fos, Sp1, Egr1), des 

molécules de signalisation (JNK, voie SAPK/JNK, P38, ERK) et des protéines du 

cytosquelette (caldesmone, SMMHC – smooth muscle myosin heavy chain) (Chapman et al. 

2000 ; Mack et al. 2001 ; Cheng et al. 2007 ; Albinson et Hellstrand 2007 ; Qu et al. 2007). 

L’activation des récepteurs intégrines agit sur les voies FAK et Src et induit leur 

phosphorylation qui est essentielle pour la polymérisation de l'actine (Halka et al. 2008) - 

Figure 7.  
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Fig. 7. Effets des contraintes mécaniques sur les voies d’activation des intégrines : des 
contraintes statiques ou pulsées induisent une activation de l’intégrines membranaires ce qui 
se traduit via la phosphorylation des protéines de voies FAK et Src. FAK et Src activées 
induisent (via la voie Akt et l’activation de calpaïne) le clivage de taline et sa liaison à la 
partie cytoplasmique de la sous-unité β (la signalisation « outside-in »). Cette liaison induit le 
changement conformationnel de deux sous-unités α et β d’intégrine en ouvrant son site actif 
ce qui permet l’interaction avec un de ses ligands – fibronectine (FN). L’interaction « ligand-
récepteur » induit une augmentation des liaisons de taline aux domaines cytoplasmiques 
d’intégrines ce qui promeut la polymérisation d’actine (d’après Lacolley et al. 2012). 

 

L’étirement cyclique joue également un rôle essentiel dans la modulation 

phénotypique des CMLV par l’activation de la voie Rho/ROCK via des adhésions focales sur 

la surface cellulaire ce qui permet la polymérisation des filaments d'actine. Ce processus est 

essentiel pour assurer le couplage excitation-contraction. La différenciation des CMLV 

nécessite également des facteurs de transcription, en premier lieu le complexe SRF-CAGR-

myocardine. Il permet l'expression de nombreux gènes marqueurs spécifiques de la 

différenciation des CMLV comme la SM22α (le marqueur de cellules musculaires lisses 

adultes), la calponine, l’α-SMA (α-smooth muscle actin), la SMMHC, la smootheline, la 

desmine et la h-caldesmone (« heavy chain of caldesmon ») (Mack et al. 2001 ; Owens et al. 

2004 ; Hellstrand et Albinsson 2005) – Figure 8. L’α-SMA est une isoforme spécifique de 

fibres de stress pour CMLV et c’est le composant le plus abondant (70% de l'actine totale) 

dans la CMLV. Il est également la structure centrale de mécano-sensation, -transduction et -

transmission cellulaire (Qiu et al. 2010). 
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Fig. 8. Influence d'étirement sur le phénotype de CMLV via les voies de signalisation 
Rho/ROCK et FAK/c-Src. La force mécanique induit l’activation des adhésions focales 
(FA) ce qui promeut l’activation de Rho/ROCK et soit l’augmentation de a prolifération 
cellulaire (via la voie ERK1/2) soit la polymérisation d’actine avec une stimulation 
consécutive d’expression des marqueurs contractiles (Halka et al. 2008). 

 

La stimulation des CMLV par des facteurs de croissance conduit à une perte de 

contractilité et leur transition vers un phénotype synthétique (Shaw et Xu 2003 ; Lacolley et al. 

2012). Par la voie de signalisation intégrine-Src, l’étirement cyclique peut induire la 

prolifération des CMLV via l’activation des MAP kinases telle que ERK1/2. La 

phosphorylation de FAK et de la voie PI3K sont aussi impliquées (Albinson et Hellstrand 

2007). La voie Notch coopère avec la signalisation du PDGF et du TGF-β pour réguler la 

migration et la différenciation des CMLV. Le PDGF et le TGF-β sont des médiateurs clés du 

changement phénotypique des CMLV : le PDGF est impliqué dans la répression active de 

l'expression des gènes spécifiques des CMLV, alors que le TGF-β favorise le phénotype 

contractile. Le facteur d’inhibition-1 de Wnt (Wingless integration site WIF-1 ou Wnt 

inhibitory factor 1) ralentit la prolifération des CMLV induite par le PDGF – Figure 9.  
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Fig. 9. Modulation phénotypique des CMLV dans l'hypertension et le vieillissement. L'axe 
CArG-SRF-myocardine joue un rôle central dans le maintien de l’état contractile. Son activité 
est modulée par Notch, Wnt, le PDGF et le TGF-β et aussi par des facteurs de répresseur tels 
que Herp1, Klf4/5 et Elk1. Un phénotype synthétique peut résulter d'une augmentation de 
l’Ang II, du Ca2+ intracellulaire ou de l’étirement par l’activation de voies de signalisation 
spécifiques. La distensibilité artérielle diminue avec l’âge mais pas dans l’hypertension, ce 
qui est associé avec le maintien de la fonction artérielle (Lacolley et al. 2012). 

 

II.2.3. miRs et leur influence sur la différentiation des CMLV 

Les microARN (miARN) sont les ARN non-codantes courtes (21-24 nucléotides) qui 

régulent l'expression post-transcriptionnelle des ARN messagers (mARN). Grâce à la 

régulation de leurs mARN codantes miARN contrôlent des aspects divers de la biologie tels 

que le développement, la différenciation, la prolifération, le métabolisme et la mort cellulaire. 

Ainsi, les miARN jouent un rôle essentiel dans la détermination de la physiologie cellulaire 

normale et misexpression des miARN conduit à des réponses pathologiques (Davis-

Dusenbery et Hata, 2011).  

Les miRs régulent également de manière dynamique la différenciation des CMLV: les 

miR-143/145, miR-21 et miR-1 induisent un phénotype contractile, alors que les miR-221, 

miR-146a, miR-24 et miR-26a sont impliqués dans la de-différentiation caractérisé par un 

phénotype synthétique et prolifératif (Davis-Dusenbery et al. 2011). La plasticité des CMLV 

joue un rôle important dans le genèse de l'hypertension : le changement de phénotype 

nécessite une configuration spécifique des facteurs de transcription et l'expression des miRs. 
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Il a été montré que les souris avec l’invalidation de miR-143 et miR-145 ont une réduction 

significative de la pression artérielle (Xin et al. 2009).  Il a été proposé que les miRs 143/145 

sont activés dans les voies parallèles de Jagged-1/Notch et SRF/myocardine (coactivateur de 

SRF cardiaque/CMLV-sélective) (Cordes et al. 2009). Les miRs 143/145 sont des cibles 

directes de SRF et de la myocardin, qui à leur tour deviennent des cibles d'un réseau de 

facteurs de transcription tels que Krupple-like factor-4 (KLF4) et ETS-like factor-1 

transcription (Elk-1) (Alexander, Owens 2012). Chez les jeunes patients hypertendus, 

l'expression du récepteur AT1R de l’Ang II est corrélée négativement avec le miR-155, qui ne 

reconnaît que l'allèle A du gène d’AT1R. Il a également été rapporté que KLF4/5, Elk-1, 

HES-lié répresseur protéine-1 (Herp1), FoxO4, et la sous-unité p65 de NFκB inhibent 

l'expression des gènes spécifiques des CMLV et médient les effets du PDGF-BB, du TGF-β et 

la signalisation de la voie Notch dans des CMLV favorisant ainsi l'état synthétique de CMLV 

(Alexander et Owens, 2012). Les miRs sont extrêmement importants pour la régulation 

d’hypertrophie, remodelage et la fibrose cardiaque et vasculaire. Les miRs 143/145a sont 

responsables d’hypertrophie musculaire vasculaire et cardiaque et de maintenance du 

phénotype contractile de CMLV, la famille de miR34 (miR34a-b) est impliquée dans le 

développement de la fibrose en induisant la voie Smad4/TGF-β1 (Maegdefessel et al. 2015 ; 

Huang et al. 2014)  – Figure 10.  

 

Fig. 10. Phénotype des CMLV : En réponse à différents stimuli, les CMLV basculent 
entre le phénotype contractile et le phénotype synthétique. Le phénotype contractile est 
caractérisé par une forte expression de gènes contractiles et une diminution des gènes de la 
prolifération et la migration. A l'inverse, les CMLV dans un phénotype synthétique expriment 
de faibles niveaux de gènes contractiles matures et des taux de prolifération et de migration 
augmentés (d’après Davis-Dusenbery et al. 2011). 
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II.2.4. Adhésions focales et leur rôle dans les interactions CMLV- MEC 

La rigidité aortique accrue est une caractéristique importante de nombreuses 

pathologies vasculaires (le vieillissement, l'hypertension, l'athérosclérose, les anévrismes 

aortiques etc.). Elle se traduit par des changements dans la MEC (augmentation de contenu du 

collagène et diminution de contenu d’élastine), également par des changements intrinsèques 

des CMLV. La notion de rigidité cellulaire a été décrite par le groupe de Meininger et al. (Qiu 

et al. 2010 ; Sehgel et al. 2015). La rigidité des CMLV est fortement réduite après le 

désassemblage du cytosquelette d'actine ou l'inhibition de la kinase de la chaîne légère de 

myosine (MLCK). Ces données suggèrent que l’augmentation de la rigidité vasculaire est au 

moins en partie attribuable aux changements des propriétés intrinsèques des CMLV 

(Meininger 2014). 

Les adhésions focales (FA) sont des ponts moléculaires entre les espaces intra- et 

extracellulaires qui intègrent une variété de stimuli environnementaux spécifiques complexe 

de plusieurs protéines. Elles sont des structures majeures pour la coordination précise et 

efficace de la signalisation bidirectionnelle entre CMLV et la MEC. Leur activation répond le 

plus souvent à des interactions ligands-récepteurs. Quatre facteurs principaux influencent le 

taux d'assemblage, la taille et l'impact fonctionnel des FA : les propriétés biophysiques et 

biochimiques de la MEC, l'activation des intégrines, l’état contractile du cytosquelette et 

l’environnement cellulaire et tissulaire (Romer et al. 2006). Les FA associées à des intégrines 

fournissent non seulement des liaisons adhésives entre l'actine intracellulaire et la MEC, mais 

elles sont également les sites de transmission des signaux vers l'intérieur de la cellule. Des 

nombreuses réponses cellulaires sont effectuées par FAK (souvent via son 

autophosphorylation induite par l'interaction des ligands avec les intégrines) ou par la 

phosphorylation des kinases de la famille Src. La phosphorylation à médiée par Src ou FAK 

agit comme un régulateur d'actine, des adhésions et de la signalisation de survie, ce qui, à son 

tour, contrôle la migration et la prolifération cellulaire. Cela montre que la régulation 

dynamique d'actine et des FA (y compris les intégrines) est essentielle pour les réponses 

biologiques cellulaires (Westhoff et al. 2004) – Figure 11. 
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Fig. 11. La phosphorylation de FAK induite par Src est un événement crucial dans les 
FA qui dirige la dynamique d'adhésion, de migration, de survie et la prolifération 
cellulaire indépendante de leur ancrage à la MEC. Cette phosphorylation est nécessaire 
pour assemblage rapide des fibres de stress d'actine et pour la formation de FA qui favorisent 
l'adhésion initiale, l'étalement et la migration cellulaire. Ces processus sont partiellement 
médiés par la calpaïne2 qui est appliquée à la régulation des voies ERK/MAPK. La 
phosphorylation de FAK induite par Src implique l'activation de PI3-K/Akt, STAT3 et c-Myc 
et promeut la survie et la prolifération indépendante de l'ancrage des cellules transformées 
(tumorales), en remplaçant des signaux intégrine-dépendants (Westhoff et al. 2004).  

 

III. Rôle de l’intégrine αv dans la rigidité artérielle 
III.1. Structure et fonctions des intégrines 

Les intégrines sont des récepteurs d'adhésion cellulaire hétérodimériques constitués de 

deux sous-unités liées de façon non covalente. Les domaines clés des intégrines sont la région 

extracellulaire de liaison au ligand, le segment extracellulaire proximal de la membrane, le 

domaine transmembranaire et la queue cytoplasmique. Les intégrines sont formées par 

l'association de sous-unités α et β et composées d'une « tête » bilobulaire et de deux 

« jambes » qui traversent la membrane plasmatique (Van Agthoven et al. 2014). Il existe 18 

sous-unités α- et 8 sous-unités β qui se combinent pour former plus de 24 paires d’intégrines 

différentes (Xiao et al. 2007). La sous-unité αv est la sous-unité la plus présente : elle peut être 

associée avec cinq sous-unités β différentes (β1, β3, β5, β6 et β8). Les intégrines participent à 

de nombreux processus cellulaires  tels que la migration cellulaire, la survie et la signalisation 
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des facteurs de croissance ainsi que les adhésions cellule-cellule et cellule-matrice via des 

interactions étroitement régulées par leurs ligands. Elles peuvent reconnaître des séquences 

peptidiques spécifiques parmi lesquelles la séquence Gly-Asp-Arg (RGD) (Xiong et al. 2002, 

Zhou et al. 2006).  

La liaison des intégrines avec leurs ligands induit une signalisation "outside-in" qui se 

traduit par des réarrangements structuraux dans l’ectodomaine des intégrines. Ces 

réarrangements favorisent le remodelage du cytosquelette des CMLVs via des connexions 

entre les queues cytoplasmiques de l’intégrine et des filaments d’actine. Des stimuli 

physiologiques réagissent avec les queues cytoplasmiques intracellulaires des intégrines et 

induisent des changements allostériques dans l'ectodomaine qui sont nécessaires pour la 

liaison avec un ligand extracellulaire (activation "inside-out") – Figure 12. Les intégrines sont 

extrêmement importantes dans la physiologie des CMLVs : elles couplent la MEC au 

cytosquelette, assurant ainsi une liaison mécanique entre les CMLV et l'environnement 

extracellulaire. La sous-unité αv est fortement exprimée dans les CMLVs et elle est impliquée 

dans le contrôle de l'adhésion cellulaire, la migration, la différenciation/dédifférenciation, la 

contractilité, la prolifération et l'apoptose (Bunni et al. 2010;. Kappert et al. 2001; Turner et al. 

2015). 

 

 

Fig. 12. Interaction des intégrines membranaires avec la MEC : au centre – l’état inactif 
de l’intégrine ; à gauche – le couplage avec un ligand spécifique de la MEC initie le signal  
"outside-in" et changement conformationnel des sous-unités d’intégrine ; à droite – 
l’interaction entre la taline et domaine intracellulaire de l’integrine β induit un signal "inside-
out".      
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Les sous-unités αv sont largement exprimées dans de nombreux tissus au cours du 

développement et elles participent à la règulation du système immunitaire, de l'inflammation 

et de la dégradation des cellules apoptotiques (Lacy-Hulbert et al. 2007).  

La famille de l'intégrine β3 contient l’intégrine αIIbβ3 et αvβ3. L’intégrine αIIbβ3 est 

spécifique des plaquettes et les mégacaryocytes et elle joue un rôle essentiel dans l'hémostase. 

L'intégrine αvβ3 est exprimée sur la surface de nombreux types cellulaires, tels que des 

ostéoclastes, des CMLVs, des cellules endothéliales et des cellules tumorales (Zhou et al. 

2006). L’intégrine αvβ3 participe à l'angiogenèse, la formation néointimale après des lésions 

vasculaires et au trafic leucocytaire (Stouffer et Smyth, 2003). L'intégrine αvβ3 est un 

récepteur pour un grand nombre de protéines de la MEC. Parmi ses ligands il y a la 

vitronectine, la fibronectine, la thrombospondine, le collagène protéolysé, le facteur von 

Willebrand et l'ostéopontine, mais aussi le fibrinogène, la prothrombine, (Eliceiri et Cheresh 

1999; Li et al. 2010).  

L’inactivation conditionnelle de la sous-unité αv dans des CMLVs chez la souris a 

montré que la présence de cette intégrine est très importante pour le remodelage du cœur et 

des grands troncs vasculaires au cours du développement (Van der Flier et al. 2010). Il a été 

montré que le collagène de type VI en association avec les sous-unités αv, α1 et β1 participe à 

la différenciation des cellules souches embryonnaires à les CMLVs par le récepteur β du 

PDGF via des voies de signalisation FAK/paxilline-PI3-kinase-MEK-ERK/JNK (Xiao et al. 

2007).  

L'analyse des CMLVs en culture déficientes en sous-unités α5/αv a montré que ces 

cellules n’adhérent pas à la fibronectine et à la vitronectine et une adhérence réduite à la 

laminine et au collagène de type I. La perte des sous-unités αv et α5 perturbe la formation 

d'adhésions focales et la signalisation cellulaire : les CMLV avec une invalidation d’intégrines 

αv et α5 présentent une forte réduction de l’activation de la voie FAK/PTK2 et du taux de 

phosphorylation de paxilline et de p130 (substrat Crk-associé - CAS). Les CMLVs déficientes 

en sous-unités α5/αv ont également un défaut de signalisation du TGF-β (Turner et al. 2015), 

qui est un médiateur principal du développement de la fibrose dans plusieurs organes. Les 

souris invalidées pour l’intégrine αvβ6 développent une inflammation exagérée mais elles sont 

protégées contre la fibrose pulmonaire (Munger et al. 1999).  

Pour étudier le rôle de l'intégrine αv dans les CMLVs, un modèle de souris 

transgéniques a été créé. Les souris KO totales (constitutives) pour la sous-unité αv meurent 

en milieu de gestation, de déficiences placentaires ou immédiatement après la naissance à 

cause d’hémorragies cérébrales et intestinales et de fente palatine (Lacy-Hulbert et al. 2007). 
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Le rôle important de la sous-unité αv dans la réparation des lésions tissulaires, dans 

l'inflammation et dans les réponses immunitaires a été demontré dans le travail de Dr. Hynes 

(Hynes 2002). La mortalité des souris αv
-/- est principalement attribuable à la perte d’αvβ8 dans 

les tissus parenchymateux des vaisseaux sanguins (McCarty et al. 2005), parce que les souris 

β8
-/- montrent les mêmes anomalies de la vascularisation neuronale et placentaire (Zhu et al. 

2002).  

Il a été montré que certaines intégrines, tels que α1, α5, et av peuvent réguler les 

propriétés mécaniques de la paroi artérielle par des changements phénotypiques des CMLVs 

et des altérations d’interaction entre les CMLVs et la MEC (Kakou et al. 2009 ; Louis et al. 

2007 ; Galmiche et al. 2013 ; Heerkens et al. 2006). Une augmentation du nombre des 

adhésions focales induit une augmentation de la rigidité de paroi vasculaire (Galmiche et al. 

2013 ; Heerkens et al. 2006). Une augmentation d’expression des intégrines α5β1 ou αvβ3 peut 

moduler l'adaptation fonctionnelle et le remodelage des grosses artères, ce qui indique que les 

intégrines jouent également un rôle important dans la régulation de l'élasticité artérielle 

(Intengan et Schiffrin 2000). Les travaux précédents de notre équipe ont montré que 

l’application de contraintes mécaniques cycliques sur des cultures des CMLVs induit une 

augmentation de l’expression de l'intégrine vβ3 et de l’expression de ses voies de 

signalisation. En parallèle, deux fonctions des CMLVs sont modifiées - l'adhésion cellulaire à 

la MEC et le genèse de thrombine (Mao et al. 2012). Il a été également montré qu’une 

inactivation des composants du cytosquelette ou de structures d'adhésions focales des CMLVs 

telles que la desmine ou l’intégrine β1 peut modifier la rigidité artérielle (Lacolley et al. 2001 ; 

Louis et al. 2007). Ces résultats démontrent l'influence importante des intégrines sur les 

fonctions des CMLVs et sur la rigidité artérielle. 

III.2. Impact de l’hypertension chronique et des intégrines sur le développement de la 

fibrose artérielle 

Des lésions chroniques tissulaires induisent le développement de la fibrose qui conduit 

à la perturbation de l'architecture tissulaire, au dysfonctionnement des organes et à 

l'insuffisance éventuelle des organes. La fibrose représente une pathologie clinique majeure 

dont les options thérapeutiques actuellement disponibles sont très limitées. Dans la plupart 

des cas, la transplantation d'organes est le seul traitement efficace pour la fibrose au stade 

terminal. Cependant, la disponibilité limitée des organes de donneurs, le coût de l’intervention 

et les co-morbidités chez les receveurs montrent que la transplantation d'organes ne peut être 

proposée qu’à un petit nombre de patients ayant une fibrose. Le développement de thérapies 

anti-fibrotiques efficaces reste donc un défi pour l’amélioration du traitement des patients. 
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La fibrogenèse implique une interaction complexe entre les différentes composants de 

la cicatrisation : l'inflammation, l’épithélium, les myofibroblastes et la MEC (Henderson et 

Iredale 2007 ; Varga et Abraham 2007). La MEC péricellulaire représente un environnement 

très dynamique qui a une influence extrêmement importante sur les cellules. Les intégrines 

sont intimement impliquées dans l'initiation, la maintenance et la résolution de la fibrose 

tissulaire par la communication de cellules  inflammatoires, de fibroblastes et de cellules 

parenchymateuses et la MEC (Conroy et al. 2016).  

Parmi leurs effets directs sur la prolifération et la survie cellulaire, les intégrines 

peuvent potentialiser les signaux provenant de facteurs de croissance. Il a été montré que les 

sous-unités αv, β1 et β3 sont impliquées dans le remodelage hypertensif eutrophique des artères 

de résistance chez le rat TGR (mRen2) 27. Cette action est possible grâce à l’assemblage 

nécessaire des protéines de la MEC contenant le motif RGD et à l’incorporation et l’activation 

de la forme latente du TGF-β (Heerkens et al. 2006).  

Le TGF-β1 est un acteur principal dans le développement de la fibrose inflammatoire 

chronique. Le TGF-β1 participe à la régulation des fonctions des intégrines dans les CMLVs 

et dans les CEs (Graf et al. 2000). Les CMLVs répondent au TGF-β1 par une augmentation 

de la synthèse de la MEC : une régulation positive des protéoglycanes, de la fibronectine et la 

synthèse du collagène survient en parallèle d’une régulation négative des métalloprotéases 

MMP-2 et MMP-9 et une activation de TIMP-1. Le TGF-β1 joue un rôle important dans la 

médiation des effets de l’Ang II sur la MEC, le remodelage vasculaire et le développement de 

la fibrose. L'activation du TGF-β1 par l’Ang II est dépendante des ROS créés par la NADP 

(H) oxydase et est couplée à plusieurs signaux des voies de transduction telles que la voie 

MAP kinase et la voie Smad. Les modifications pharmacologiques des voies Smad/TGF- β1 

sont donc des cibles potentielles pour la thérapie antifibrotique (Zieman et al. 2005).   

Le TGF-β est sécrété sous forme d'un complexe latent lié directement à la MEC qui 

existe à des concentrations élevées. Une grande partie de la régulation des fonctions du TGF-

β dans les tissus est basée sur l'activation extracellulaire de son complexe latent. Deux des 

trois isoformes du TGF-β chez les mammifères (TGF- β1 et 3) peuvent être activées par des 

membres de la famille des intégrines qui interagissent avec un motif RGD linéaire dans un 

fragment amino-terminal du TGF-β : le peptide latent associé - LAP (Turner et al. 2015). 

L'inhibition et le blocage des intégrines αvβ6 et αvβ8 miment tous les effets de la perte de TGF-

β1 et 3, ce qui suggère que ces deux intégrines sont nécessaires pour la plupart des fonctions 

importantes du TGF-β (Henderson et al. 2013).  
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Des études ont montré que le TGF-β1 et l'Ang II sont des facteurs cruciaux pour le 

remodelage cardiaque (Graf et al. 2000) et vasculaire (Louis et al. 2007) et pour la réparation 

tissulaire : l’Ang II induit une augmentation de l’expression de la fibronectine, la laminine, et 

le mARN du TGF-β1 via son récepteur membranaire spécifique AT1 dans des fibroblastes 

cardiaques (Graf et al. 2000). L’Ang II est également un agent mitogène puissant pour les 

CMLVs (Bunni et al. 2010) : ses effets passent par le récepteur AT1 qui est impliqué dans la 

réponse hypertrophique de la paroi vasculaire via des MAP kinases (ERK1/2, JNK et p38 

MAPK) et FAK (Albinson et Hellstrand 2007) - Figure 13.  

Les membres de la famille du TGF-β induisent leurs effets cellulaires en activant les 

complexes hétérotétramériques des récepteurs transmembranaires de type I et II de la sérine-

thréonine kinase. Il y a sept récepteurs de type I et cinq récepteurs de type II qui sont appelés 

« activin receptor-like kinases » (ALK). Les signaux du TGF-β dans la plupart des cellules se 

réalisent via le récepteur spécifique du TGF-β de type I (TGF-β1/TGF-βR1/ALK5) et de type 

II (TGFBR2), les activines (ALK4) et le BMP via le récepteur spécifique du BMP de type II 

(BMPR2) et ALK1, 2, 3 et 6 (Heldin et al. 1997 ; Schmierer et Hill 2007 ; ten Dijke et Arthur 

2007). Les protéines Smad sont des médiateurs intracellulaires de la famille TGF-β et elles 

sont classés en trois groupes : les protéines régulées par le récepteur (R-Smad), les médiateurs 

communes (Co-Smad), et les protéines inhibitrices (I-Smad) (Heldin et al. 1997 ; Schmierer 

et Hill 2007). Lors de l'activation, le TGF-βR1 recrue et phosphoryle le R-Smad à deux 

résidus de la sérine dans leur C-termini extrêmes. Les ALK4, 5 et 7 induisent la 

phosphorylation de R-Smad 2 et 3, tandis que les ALK1, 2, 3 et 6 induisent la 

phosphorylation de R-Smad 1, 5 et 8. Les R-Smad activés interagissent avec la Smad 4 et se 

déplacent dans le noyau où elles régulent l'expression des gènes cibles. Les I-Smads (Smad 6 

et 7) peuvent inhiber l'activation de R-Smads par la compétition avec les R-Smads pour le 

TGF-βR1 et en recrutant des ligases spécifiques d’ubiquitine ou des phosphatases, ciblant le 

complexe du récepteur activé pour sa dégradation par le protéasomes ou par la 

déphosphorylation (Pardali et al. 2010) - Figure 13.  
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Fig. 13. Voies de signalisation du TGF-β. Le TGF-β et les dimères de BMP induisent la 
formation d’un complexe hétéromère entre les deux types spécifiques de récepteurs – type I 
(TGFβR1/ALK5, ALK1/2/3/6) et type II (TGFβR2, BMPR2/ActRII). Les récepteurs de type 
II induisent la transphosphorylation de récepteurs de type I, conduisant à leur activation. Par 
la suite, le récepteur de type I propage le signal dans la cellule par phosphorylation de R-
Smads, qui forment des complexes hétéromères avec Smad4 (Co-Smad). Ces complexes 
Smad se déplacent dans le noyau où peuvent réguler la transcription (voie canonique de 
signalisation Smad) en réagissant avec les autres facteurs de transcription. I-Smads 6 et 7 
inhibent l'activation du récepteur de RSmads. Les récepteurs de type I activés peuvent 
également activer les voies de signalisation non-Smad (PI3K, ERK, p38, TAK1, JNK et Rho). 
ALK - kinase de récepteur type activine; BMP - protéine morphogénétique osseuse; BMPR - 
récepteur de BMP; ERK - kinase de réponse précoce; PI3K – phosphoinositol 3-kinase; 
TAK1 – kinase activée par TGF-β; JNK - c-Jun N-terminal kinase (mitogen-activated protein 
kinase 8), p38 - mitogen-activated protein kinases ; TGF-β - facteur de croissance 
transformant β; TGFBR -  récepteur du TGF-β (Pardali et al. 2010). 

 

IV. Rôle du récepteur minéralocorticoïde dans le tonus musculaire et la 

réactivité vasculaire  
IV.1. Rôle de la vasoréactivité dans le tonus musculaire et la rigidité artérielle 

L’exploration de la capacité de paroi artérielle à répondre aux agents vasoconstricteurs 

ou vasorelaxants a été définie comme la réactivité vasculaire. Elle dépend de la fonction des 

CEs et des CMLVs. Les CEs modifient l’expression de leurs gènes et la libération de 

médiateurs vasoactifs de relaxation et de contraction en réponse aux changements de 
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contrainte de cisaillement (Schiffers et al. 2000). Par leurs médiateurs vasoconstricteurs et 

vasorelaxantes les CEs ont une influence directe sur les CMLVs sous-jacentes qui se traduit 

par la modulation du tonus myogénique et du couplage contraction/relaxation. Dans les 

conditions physiologiques, le taux de médiateurs vasorelaxants prévaut sur le taux de 

vasoconstricteurs.   

L'endothélium grâce à la libération de substances vasoactives telles que l’oxyde 

nitrique (NO) peut modifier l’état contractile des CMLVs et moduler les propriétés élastiques 

de vaisseaux. L’endothélium constitue non seulement une source importante de NO, mais 

aussi d’autres molécules de signalisation telles que le facteur d’hyperpolarisation dérivé de 

l’endothélium (EDHF), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et la prostacycline (PGI2) qui ont 

des propriétés tant vasodilatatrices que vasoconstrictrices. L’H2O2 dérivé de l’endothélium est 

actuellement l’EDHF qui possède des fonctions vasodilatatrices dominantes (Takaki et al. 

2008). L’endothélium, par le transfert de médiateurs chimiques (le NO, la PGI2) et le 

couplage électrique via les jonctions myoendothéliales, peut influencer l’activité mitogène, 

l’adhésion des neutrophiles et moduler la vasodilatation. La relaxation des CMLVs sous-

jacentes de l’endothélium peut intervenir par la PGI2 qui est produite à partir de l’acide 

arachidonique (AA) par l’enzyme cyclo-oxygénase (COX) dans des CEs. La PGI2 facilite la 

libération du NO qui  potentialise la relaxation des CMLVs par l’inhibition de la 

phosphodiestérase (Delpy et al. 1996). Les effets de PGI2 sont moins importants que ceux du 

NO mais ils sont liés.  

Le NO est un vasodilatateur majeur qui joue un rôle central non seulement dans la 

vasodilatation mais aussi dans la régulation de la PA et de l’hémostase, dans le système 

nerveux central et périphérique comme second messager, dans l'adhésion et la migration des 

leucocytes, dans la prolifération cellulaire et la contractilité du myocarde. Les réponses au NO 

dépendent de l'activation de la guanylyl cyclase soluble (sGC) et la production de guanosine 

monophosphate cyclique (cGMP), conduisant à la vasorelaxation. Le nitroprussiate de sodium 

(SNP) et la nitroglycérine sont des exemples de donneurs NO qui induisent une relaxation des 

muscles lisses par l'augmentation de cGMP (Bivalacqua et al. 2001). Il a été montré que 

l’induction du NO peut être induite par les intégrines membranaires : l’utilisation de 

l’anticorps spécifique LM609 contre l’intégrine αvβ3 favorise une réduction importante de la 

production de NO dans les CEs (Derkach et al. 2010).  

La perturbation de la fonction endothéliale est un indicateur précoce du 

développement des maladies vasculaires (Triggle et al. 2012). Les maladies telles que 

l'athérosclérose, le diabète, l'hypertension artérielle, l'infarctus du myocarde et l'insuffisance 
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cardiaque sont liées au dysfonctionnement endothélial et aux altérations de voies de 

signalisation du NO (Schyvens et al. 2004). La dysfonction endothéliale se traduit par une 

diminution de la biodisponibilité du NO suite à une diminution de sa production ou à une 

augmentation de sa consommation (Derkach et al. 2010). La vasoconstriction endothélium-

dépendante résulte de la libération de substances telles que les radicaux libres dérivés de 

l’oxygène, l’Ang II et l’endothéline-1 (ET-1) (Barrett et al. 2013). Le NO et l’ET-1 (agent 

vasoconstricteur endogène le plus puissant) sont des antagonistes mutuels. Ils agissent l’un 

sur l’autre afin de maintenir un équilibre dans le tonus vasculaire (Terzi et al. 1997). Chez les 

patients présentant une dysfonction endothéliale et une diminution de la biodisponibilité du 

NO la vasoconstriction induite par l’ET-1 est prédominante ce que favorise des lésions 

vasculaires. La dysfonction endothéliale peut être provoquée par le stress oxydatif avec une 

augmentation de la production de l’anion O2- (Cai et Harrison 2000). 

Le NO est synthétisé par la NO synthase (NOS) dans les CEs. La NOS catalyse 

l’oxydation d’arginine par la voie NADPH-dépendante jusqu’au L-citrulline et NO (Akopova 

et al. 2016). La NOS existe sous 3 isoformes : une forme endothéliale (eNOS), une forme 

inductible (iNOS) et une forme neuronale (nNOS). Les formes eNOS et nNOS sont Ca2+-

dépendantes et constitutives, elles produisent du NO en faibles quantités. En revanche, iNos 

est Ca2+-indépendante et induite par des cytokines. Elle est capable de produire du NO en 

grandes quantités qui peuvent être cytotoxiques et inhiber des pathogènes. Ces trois formes 

sont ubiquitaires et exprimées au niveau de plusieurs types de cellules (Sainz et al. 2004).  

L-NMMA (L-NG-monométhyl arginine) et L-NAME (Nω-nitro-L-arginine methyl 

ester) sont les deux analogues structurels de la L-arginine et peuvent se lier à la NOS en étant 

des inhibiteurs compétitifs pour la production du NO (Sainz et al. 2004). Il a été proposé que 

le NO augmente l’élasticité artérielle : chez l’homme sain, L-NNMA diminue la compliance 

et augmente la VOP de l'artère brachiale, mais l’administration de la nitroglycérine (donneur 

de NO) inverse tous ces effets (Kinlay et al. 2001).  

Il a été montré qu’avec l’âge il y a une diminution de la libération de PGI2 par les CE 

(Nicholson et al. 2009) ainsi que de la réponse vasodilatatrice endothélium-dépendante 

induite par l’acétylcholine (Ach) lié à la réduction de la biodisponibilité du NO. Le NO est 

conservé et sa production est même augmentée chez les sujets âgés, mais la perte d’effets de 

l’Ach dans des CEs se développe à cause de l’inactivation accrue du NO par les radicaux 

libres et/ou d’une augmentation de médiateurs vasoconstricteurs tels que l’ET-1 (Van der Loo 

et al 2009 ; Westby et al. 2011), le thromboxane (TXA2) ou certaines prostaglandines (Wong 

et al. 2010).  
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IV.2. Rôle du récepteur minéralocorticoïde dans les fonctions des CMLVs et réactivité 

vasculaire 

IV.2.1. Interaction aldostérone – récepteur minéralocorticoïde vasculaire 

La réactivité vasculaire ainsi que le tonus myogénique sont augmentés chez les sujets 

hypertendus ce qui se caractérise par une augmentation de la réponse contractile aux 

vasoconstricteurs tels que le calcium et la phényléphrine – Phe (Henrion et al. 1997). La 

contraction est également plus élevée chez les jeunes rats hypertendus par rapport aux 

animaux jeunes contrôles et diminuée chez les animaux âgés (Safar et al. 2001). En revanche, 

la vasodilatation endothélium-dépendante induite par l’Ach est fortement diminuée dans 

l’aorte chez les souris sauvages hypertendues par rapport à leurs contrôles normotendus 

(Atkins et al. 2015).  

Le système rénine-angiotensine-aldostérone joue un rôle crucial dans le 

développement de l’hypertension et de la rigidité vasculaire. L'aldostérone est le régulateur 

hormonal primaire connue pour agir sur les reins et le côlon où il favorise la rétention du 

sodium et de l'eau et l'excrétion de potassium, donc il est le facteur déterminant du volume de 

liquide extracellulaire. Classiquement, l'aldostérone augmente le volume sanguin, la PA et le 

débit cardiaque par l’interaction avec le récepteur nucléaire stéroïdien minéralocorticoïde 

(MR).   

Jusqu'au début des années 2000, il était admis que la plupart des effets hypertensifs de 

l'aldostérone et/ou l'activation de MR étaient connectés à leurs effets dans les cellules 

épithéliales du néphron distal aldostérone-sensitive (ASDN) par la régulation de la 

réabsorption rénale du sodium et du liquide extracellulaire. Pourtant la présence d’un 

mécanisme rénal seul a été mise en doute : une méta-analyse des essais cliniques a démontré 

que la réduction de la PA avec l’antagoniste du MR l'éplérénone, n’est pas liée aux 

changements des électrolytes plasmatiques et à l'activation du MR rénal (Levy et al. 2004). 

Les résultats des études précédentes ont montré que la PA pourrait être régulée non seulement 

par les reins mais aussi par le tonus vasculaire (Mendelsohn 2005). Il a été mis en évidence 

que parmi son expression classique dans les néphrons le MR est également exprimé dans les 

tissus non-épithéliaux, en particulier dans l'endothélium vasculaire (Nguyen Dinh Cat et al. 

2010) et dans les CMLVs (McCurley et al. 2012). Ces résultats ont posé la question de 

l’implication de l’aldostérone et du MR dans les fonctions vasculaires, en particulier dans le 

tonus vasculaire et la rigidité artérielle.  

D’autres études montrent que l’excès d’aldostérone circulante a des effets délétères par 

accumulation de fibres de collagène et de facteurs de croissance dans la paroi vasculaire, ce 
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que favorise l’augmentation de la VOP et le développement de la rigidité artérielle (Jaffe et 

Mendelsohn 2005 ; Lacolley et al. 2002 ; Calvier et al. 2013 ; Galmiche et al. 2014 ; Jaisser et 

Farman 2016). Un taux plasmatique élevé d’aldostérone est associé avec la dysfonction 

endothéliale, l’athérosclérose, une rigidité artérielle accrue et l’inflammation aortique, avec 

une augmentation de protéine C réactive (CRP) chez les sujets obèses normotendus (Cooper 

et al. 2012 ; Nguyen Dinh Cat et Jaisser 2012). La surrénalectomie chez les patients avec 

l’adénome produisant l’aldostérone a permis d’empêcher le développement de la rigidité et 

même d’inverser des changements pathologiques dans les vaisseaux (Rosa et al. 2012 ; Lin et 

al. 2012). Chez les patients avec un hyperaldostéronisme primaire le risque CV et les 

endommagements de la paroi artérielle (fibrose, rigidité) sont plus importants par rapport aux 

patients avec la même sévérité d'hypertension non dépendante de l’aldostérone (Štrauch et al. 

2006 ; Bernini et al. 2008 ; Gustafsson et al. 2011).    

Les antagonistes du MR (MRA) tels que l'éplérénone ou la spironolactone ont été 

démontré comme traitement efficace de l'hypertension par leur interaction avec MR extrarenal 

en empêchant le développement de l’insuffisance cardiaque postischémique et de la rigidité 

vasculaire chez l’homme (Funder 2013 ; Takeda 2009) et dans des modèles expérimentaux 

(Lacolley et al. 2002 ; Nehme et al. 2005 ; Nehme et al. 2006 ; Takeda 2009 ; Resch et al. 

2011). Lacolley et al. ont montré que l’éplérénone prévient l’augmentation de marqueurs de la 

rigidité artérielle tels que la PA, la PP et le module élastique dans les gros vaisseaux de rats 

traités à l’aldostérone (Lacolley et al. 2002). 

IV.2.2. Rôle du récepteur minéralocorticoïde dans les changements structuraux et 

fonctionnels des vaisseaux 

L’aldostérone agit sur le système cardiovasculaire en stimulant l’hypertrophie, 

l’hyperplasie des CMLVs et la migration de cellules de l’adventice vers la média en modifiant 

la morphologie vasculaire. L’aldostérone active la synthèse de protéines (le collagène de type 

III et la fibronectine cellulaire EIIIA), et le dépot du collagène dans la MEC au cours du 

développement de la fibrose vasculaire (Nehme et al. 2006 ; Bernini et al. 2008). 

L’interaction entre le MR et le récepteur à l’Ang II AT1R joue un rôle crucial dans la 

fibrose : l’Ang II peut activer la voie du MR indirectement via la voie d’EGFR (Jaisser et 

Farman 2016). 

Plusieurs études ont montré le rôle du MR vasculaire dans la modulation de la 

vasoconstriction et vasorelaxation : l’interaction aldostérone/MR vasculaire et son influence 

sur la régulation de la PA et de tonus musculaire a été étudié dans des modèles animaux 

transgéniques. Le MR est exprimé dans les CEs et les CMLVs, et les altérations génétiques de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Jaisser%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26668301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Farman%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26668301
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l'expression du MR dans ces types de cellules peuvent moduler les fonctions vasculaires chez 

la souris (Nguyen Dinh Cat et al. 2010 ; McCurley et al. 2012 ; Schäfer et al. 2013). Le 

mécanisme potentiel de l’interaction de l’aldostérone avec le MR comprend une activation 

d’ET-1, d’Ang II, d’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (PAI-1) et de TGF-β1 ainsi 

qu’une inhibition de la synthèse et consommation du NO via l’inhibition de la eNOS et de la 

norépinéphrine (Nagata et al. 2006 ; Lacolley et al. 2002).  

Le rôle du MR endothélial a été montré par Nguyen Dinh Cat et al. (2010) dans le 

modèle de souris transgéniques avec une surexpression du MR dans les CEs : il y a une 

augmentation de la PA au niveau basal et après perfusion d’Ang II ou d’ET-1 avec une 

augmentation de la contraction des artères de résistance en réponse à l’Ang II, au ET-1 et à la 

Phe sans remodelage vasculaire chez les souris surexprimant le MR. Chez les souris avec une 

invalidation du MR dans les CEs il y a une diminution de la dysfonction endothéliale induite 

par l’obésité ou par le traitement désoxycorticostérone/sel avec une amélioration de la 

relaxation en réponse à l’Ach (Schäfer et al. 2013 ; Rickard et al. 2014). L’activation du MR 

endothélial favorise une augmentation de l’activité de la NADPH oxydase avec une 

production accrue de ROS et la réduction de leur dégradation par une diminution de l’activité 

de l’enzyme antioxydant glucose-6-phosphate dehydrogénase (G6PD). Ce déséquilibre induit 

une altération de la biodisponibilité du NO, mais des antagonistes du MR préviennent les 

effets de ce récepteur sur le stress oxydatif (déséquilibre de la production de 

ROS/disponibilité du NO) et ses conséquences sur la réactivité vasculaire (Leopold et al. 

2007).  

L'état contractile des CMLV est dynamique et régulé par les stimuli hormonaux et 

neuronaux. Les CMLVs jouent un rôle crucial dans la régulation du tonus vasculaire. 

L’inactivation du MR dans les CMLV a été récemment décrite par McCurley et al. (2012) et 

Galmiche et al. (2014). L’absence du MR dans des CMLVs prévient l’augmentation de PA 

avec l’âge et après perfusion d’Ang II (McCurley et al. 2012 ) sans altération de 

l’homéostasie du sodium rénal chez la souris adulte (Galmiche et al. 2014). L’expression du 

MR dans les CMLVs augmente in vivo la rigidité en réponse à l’aldostérone et au taux élevé 

de sel par la modulation de l’expression de protéines d’attachement cellules-matrice et le 

remodelage de la MEC (Galmiche et al. 2014). L’activation du MR dans les CMLVs induit in 

vitro l’expression de marqueurs pro-fibrotiques tels que la cardiotrophine 1, la galectine 3 et 

la lipocaline 2 (Calvier et al. 2013 ; Jaisser et Farman 2016) et déclenche l’inflammation et la 

fibrose cardiaque et vasculaire in vivo (McCurley et Jaffe 2012 ; Brown 2013 ; Pruthi et al. 

2014).  
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IV.2.3 Régulation des mécanismes intracellulaires de la contraction et de la relaxation des 

CMLVs : l’implication du récepteur minéralocorticoïde  

Le tonus basal des CMLVs est déterminé par les protéines de l’appareil contractile 

actino-myosine. La contraction des CMLVs est déclenchée par une augmentation du Ca2+ 

intracellulaire, soit par l'entrée du Ca2+ extracellulaire via les canaux calciques de type L 

(LTCC) après la dépolarisation de la membrane, soit par la mobilisation des réserves de Ca2+ 

intracellulaire après l’activation des récepteurs membranaires par des agonistes contractiles 

(Mendelsohn et al. 2005). Les agonistes contractiles (la Phe, l'ET-1 et l'Ang II) induisent une 

contraction des CMLVs par la phosphorylation de la myosine (MLC, 20 kDa) sur la Ser19 ce 

qui induit une activation de l’ATPase de la myosine qui est activée par l’actine. Ce processus 

est contrôlé par la MLCK qui peut être activée de manière Ca2+/calmoduline (CaM)-

dépendante et Ca2+-indépendante (Feng et al. 1999 ; Isotani et al. 2004). La serine 1760 de la 

MLCK est adjacente au domaine de liaison à la calmoduline, et sa phosphorylation 

désensibilise la MLCK pour l'activation par la Ca2+/calmoduline (Dulyaninova et Bresnick 

2004). La phosphorylation de la MLCK au niveau de la Ser1760 par PKA/PAK1 inhibe 

l'ATPase de la myosine qui est activée par l’actine en réduisant son affinité pour l'actine 

(Isotani et al. 2004 ; Hudson et Bernal 2013). Le NO endothélial augmente le taux de la 

cGMP qui favorise la déphosphorylation de la myosine par la MLCP, ce qui entraîne la 

relaxation des CMLVs. La MLCP est composée d'une sous-unité catalytique de protéine 

phosphatase type 1 (PP-1c) delta de 38 kDa, d’une sous-unité de régulation MYPT1 de 110 

kDa et d’une petite sous-unité de 20 kDa non-catalytique (Hirano 2007 ; Ma et al. 2010). 

L’activité de la MLCP peut être régulée par la MYPT1 qui fonctionne soit comme un 

activateur de la MLCP en ciblant le complexe MLCP avec son substrat MLC (Shimizu et al. 

1994), soit comme un inhibiteur de la MLCP lorsque MYPT1 est phosphorylée sur un ou 

deux de ses sites de phosphorylation (T696 et T853) (Hirano 2007). La phosphorylation de 

MYPT1 au niveau de la Thr853 par la kinase Rho-associée (Rock) prévient l’inhibition de 

MYPT1 et par conséquent l’inhibition de la MLCP en améliorant la réponse contractile 

(Birukova et al. 2004). Un autre inhibiteur de la MLCP est CPI-17 (une protéine inhibitrice 

potentialisée par la protéine kinase C, 17 kDa) qui agit comme un pseudo substrat de la 

MLCP : en étant phosphorylée au niveau de la T38 il est en compétition avec la MLC (Hirano 

2007).  

La finalité de cette cascade est l’activation des canaux potassiques (canaux de large 

conductance Ca2+-activés - BKCa) par les ions de Ca2+ locaux sortant du réticulum 

sarcoplasmique (SR) et par la protéine kinase cGMP-dépendante (PKG). L’ouverture de ces 
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canaux K+ permet l’hyperpolarisation des CMLVs, la diminution de l'entrée du Ca2+ 

extracellulaire et la relaxation des CMLVs (Mendelsohn 2005) - Figure 14.   

 

Fig. 14. Rôle du MR des CMLVs dans le tonus vasculaire et la rigidité. Le MR régule 
l'expression et l’activité vasculaire du LTCC (L-type Ca²+ channel, Cav1.2) et des intégrines, 
contribuant ainsi à la rigidité artérielle et au tonus vasculaire. CaM – Calmoduline, Phe - 
phényléphrine, ET-1 - endothéline-1, Ang II - angiotensine II, SR – réticulum sarcoplasmique, 
SERCA2 - réticulum sarco/endoplasmique Ca2+-ATPase2 (d’après Barrett et al. 2013).   

 

Le MR des CMLVs augmente l’expression et la fonction des canaux calciques LTCC 

et de leur sous-unité Cav1.2 et diminue l’expression de canaux potassiques BKCa ce que 

conduit à une augmentation de la contraction vasculaire (DuPont et al. 2014). L'expression et 

l'activité des canaux LTCC et de Cav1.2 sont fortement réduites dans les vaisseaux de souris 

Knock-out pour le MR dans des CMLVs (MRSMKO). Ces résultats confirment le rôle direct du 

MR des CMLVs dans la régulation de l'expression et de l'activité des canaux calciques 

vasculaires qui sont des médiateurs importants de la contraction et tonus myogénique ; le MR 

des CMLVs contribue directement à la régulation de la PA par les mécanismes non-rénaux 

(Barrett et al. 2013). 
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V. Rôle de la vimentine et de la synémine dans le développement de la 

rigidité artérielle 

Les protéines des filaments intermédiaires (IF) constituent l'un des trois systèmes 

principaux (microtubules, microfilaments et IF) du cytosquelette des cellules eucaryotes 

(Janmey et al. 1991 ; Wang et al. 2000). Ces protéines appartiennent à une famille hétérogène 

qui est divisée en quatre sous-familles: vimentine-like, kératines de type I et II et protéines 

neuronales. Toutes ces protéines ont une super-hélice alpha centrale commune et un domaine 

tige au centre du filament qui est formé par un ensemble de sous-unités monomériques non 

polaires et anti-parallèles. L'hétérogénéité des IF se reflète dans l'expression tissu-spécifique 

des monomères de protéines individuelles. Les kératines forment le groupe le plus large, dont 

les membres sont distribués entre les différents épithéliums. Dans le muscle cardiaque, 

squelettique et viscéral les IF se composent uniquement de la desmine, qui appartient à la 

sous-famille des protéines du type vimentine-like. Dans les CMLVs il y a une certaine 

hétérogénéité dans la composition des IF avec une co-expression de desmine et de vimentine 

(Small et Gimona 1998).  

La vimentine est une protéine principale des IF de type III (57kD) qui a été trouvé 

dans des précurseurs de neurones du système nerveux central et de cellules 

mésenchymateuses au cours du développement embryonnaire (Steinert et al. 1999). Au cours 

du développement la vimentine est progressivement remplacée par des protéines d’IF de type 

IV telles que l’internexine-α, la protéine fibrillaire gliale acide (GFAP) qui est un membre 

tissu spécifique des IF dans les cellules gliales ou par la desmine dans des cellules 

musculaires (Eckes et al. 1998). Chez les mammifères adultes (homme, rat, lapin, porc, 

vache) la vimentine est exprimée principalement dans les cellules dérivées de mésenchyme : 

les astrocytes et macroglie du système nerveux central (Mendez et al. 2014), les fibroblastes, 

les cellules lymphatiques, les CEs et les CMLVs (Gabbiani et al. 1981 ; Nayak et al. 2013). 

Chez l’homme et chez le lapin la vimentine et la desmine sont distribuées de manière 

différente dans les vaisseaux et peuvent coexister à l’intérieur de mêmes cellules (Berner et al. 

1981 ; Osborn et al. 1987). Il y a un gradient du rapport vimentine/desmine dans l'arbre 

vasculaire chez l'homme et chez les rongeurs : le contenu en vimentine le plus élevé se trouve 

dans des artères de gros calibre telles que l’aorte alors que les cellules desmine-positives sont 

prédominantes dans des artères du type musculaire telles que l'artère mésentérique et l’artère 

rénale (Osborn et al. 1981 ; Johansson et al. 1997 ; Wede et al. 2002).  

La fonction de la vimentine a été révélée dans des études sur des souris vimentine KO 

(Vim-/-). Il a été démontré que la vimentine est impliquée dans la prolifération des fibroblastes 
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en contrôlant la signalisation de TGF-β1-Slug (la protéine répresseur transcriptionnel qui 

contient un domaine avec du Zinc), l'accumulation du collagène et le processus de transition 

épithéliale -mésenchymateuse (EMT) dans la cicatrisation des blessures (Cheng et al. 2016), 

la fibrose (Nayak et al., 2013), l'angiogenèse (Bauer et al. 2016), l’extravasation des 

leucocytes à partir du système vasculaire (Nieminen et al. 2006), la différenciation des 

cellules tumorales (Schürch et al., 1990), la migration et le processus métastatique (Sridaran 

et al. 2016).  

Les protéines d’IF (la vimentine et la kératine) induisent la rigidité in vitro quand elles 

se polymérisent en formant des gels avec des propriétés viscoélastiques (Janmey et al. 1991 ; 

Ma et al. 1999) et in vivo en étant dans le réseau cytosquelettique complexe intracellulaire 

(Wang et Stamenović 2000). Chez les rongeurs une gliose réactive de la rétine induit la 

rigidité des cellules gliales (module élastique) par le mécanisme d’ischémie-reperfusion. Cette 

rigidité est en corrélation avec la quantité d’IF (Lu et al. 2011). Les fibroblastes KO pour la 

vimentine (Vim-/-) montrent une rigidité cellulaire réduite jusqu’au 40% par rapport aux 

cellules sauvages, liée à leur capacité de contracter la matrice de collagène (Eckes et al. 

1998) ainsi que la diminution de la prolifération et de la synthèse d’ADN (Wang et al. 2000). 

Les cellules Vim-/- ne gardent pas la même morphologie et deviennent plus déformables, leur 

motilité diminue ainsi que leur capacité d’adhésion au substrat devient plus faible ce qui 

pourrait souligner la responsabilité de la vimentine à maintenir l’intégrité cellulaire (Guo et al. 

2013). La vimentine joue un rôle clé dans la mécanotransduction du stress mécanique et 

l’adaptation vasomotricielle, et sa présence est indispensable pour la fonction des CEs et des 

CMLVs : elle protège les cellules contre le stress compressif en gardant leur élasticité et 

l’intégrité mécanique. La perte de la vimentine induit la perturbation de leurs propriétés 

viscoélastiques et de la résistance au stress (Mendez et al. 2014). 

Les travaux précédents ont montré que la déformabilité des lymphocytes T du sang 

périphérique dépend principalement de la présence de filaments de vimentine intacts et que la 

perturbation de ces filaments est un élément essentiel pour la migration transendothéliale 

induite par les chimiokines (Brown et al. 2001). L'expression de la vimentine dans les CEs 

contribue également à former des structures d'ancrage pour aider à l’extravasation des 

leucocytes du système vasculaire (Nieminen et al. 2006). Il a également été montré que le 

réseau des filaments de vimentine et d'actine est un facteur très important pour les CEs dans la 

régulation de la perméabilité endothéliale au niveau moléculaire : le réseau de filaments de 

vimentine intacte est essentiel pour protéger la barrière endothéliale contre les perturbations 

induites par l'hypoxie (Liu et al. 2010, 2014) et pour l’expression des molécules d’adhésion 
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ICAM-1 et VCAM-1 à la surface de CE set des intégrines β1 sur les cellules sanguines 

mononuclées (Nieminen et al. 2006). 

Dans les vaisseaux, la vimentine qui est la principale protéine structurale du 

cytosquelette, est très sensible au stress mécanique induit par le flux sanguin (contrainte de 

cisaillement). Il a été montré que les filaments de vimentine deviennent plus rigides avec 

l’augmentation de la contrainte mécanique (Eckes et al. 1998). Chez les souris KO pour la 

vimentine, il y a un déséquilibre de synthèse d’ET-1 et du NO avec une prédominance d’ET-1 

et diminution de la sensibilité au NO, et par conséquent, une perturbation du tonus 

myogénique avec diminution de la dilatation flux-dépendante des artères de résistance. Il a été 

constaté que les hormones telles que l’ET-1 et l’Ang II induisent la phosphorylation de la 

vimentine dans les CMLVs (Terzi et al. 1997). L’absence de vimentine peut moduler les 

réponses vasomotrices aux stimuli mécaniques et chimiques (les agents contractiles et 

relaxants) à cause de la perte d'équilibre entre l’ET-1 et NO (Henrion et al. 1997 ; Terzi et al. 

1997) et promouvoir le remodelage artériel chronique (Schiffers et al. 2000).  

Des études ont montré la participation de la vimentine à la formation de filaments du 

cytosquelette qui font des liaisons entre le noyau cellulaire et la membrane plasmique dans les 

CEs (Maniotis et al. 1997). Des travaux suivants ont confirmé son implication dans la 

formation de contacts focaux avec les intégrines membranaires (αvβ3, α2β1) et dans la 

realisation du transfert direct de forces mécaniques de la surface cellulaire au noyau (Tsuruta 

et Jones 2003 ; Kreis et al. 2005 ; Bhattacharya et al. 2009). Dans une CML différenciée, le 

réseau de vimentine se connecte au desmosome sur la membrane cellulaire puis se lie aux 

corps denses dans le cytoplasme qui permet aux filaments de vimentine de promouvoir la 

transmission de forces inter- et intracellulaires dans le muscle lisse. En réponse à des 

changements environnementaux, la vimentine subit une phosphorylation et déphosphorylation 

réversible de la Ser-56, qui joue un rôle important dans la régulation des cycles de 

contraction/relaxation du muscle lisse. PP1 et PP2A sont des phosphatases à sérine/thréonine 

qui contrôlent la déphosphorylation de la Ser-56 de la vimentine dans le muscle lisse. La PP1 

est une protéine-clé qui régule la polymérisation de l'actine en modulant la dissociation de la 

p130CAS (le substrat p130 Crk-associé) de la vimentine (Li et al. 2016). La phosphorylation 

de la MLC par PP1 au niveau de la Ser-19 est aussi un mécanisme cellulaire important qui 

régule la contraction du muscle lisse. La phosphorylation de la Ser-19 de la MLC augmente 

l’activité de la myosine ATPase et initie le genèse de forces contractiles (Figure 15).  
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Fig. 15. Régulation de la vimentine par la protéine phosphatase1 (PP1). En réponse à une 
stimulation par des agonistes, PP1 est dissociée de la vimentine et inhibée, ce qui augmente la 
phosphorylation de la vimentine sur Ser-56. La vimentine phosphorylée favorise la 
dissociation de p130CAS ce qui fournit plus de p130CAS «libre» pour la polymérisation de 
l’actine. PP1 peut également réguler la phosphorylation de la myosine. La polymérisation de 
l'actine et l'activation de la myosine sont les deux étapes indispensables pour la contraction 
des CML (Li et al. 2016). 

 

La synémine est une protéine des IF de type IV (Li et al. 2014) et chez l’homme elle 

possède trois variants d'épissage : α, β (desmuslin) et L avec des domaines caudales de taille 

variable. Les variants α- et β-synémine sont plus grands que la plupart des protéines des 

filaments intermédiaires (1565 et 1253 acides aminés respectivement), alors que la L-

synémine est plus courte (339 acides aminés). Les isoformes de synémine n'ont pas de 

capacité d’auto-assemblage aux filaments intermédiaires et ils ont besoin de la vimentine ou 

de la desmine comme partenaires pour co-polymériser et former le réseau d’IF (Xue et al. 

2004 ; Khanamiryan et al. 2008). La synémine est présente dans tous les types de cellules 

musculaires, dans quelques types de cellules neuronales, et dans les autres types de cellules 

non épithéliales. Au cours du développement l'expression de la synémine est régulée de 

manière isoforme-spécifique dans les cellules du système nerveux, les cellules souches 

pluripotentes, les cellules de la rétine, du muscle, du foie et dans les CEs. La synémine 

exprimée dans les CEs est toujours liée à la vimentine et effectue l’ancrage de la vimentine 

(via son domaine C-terminal) aux composants membranaires tels que la VE-cadherine 

(Izmiryan et al. 2009). 
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Dans le muscle strié et le muscle lisse, la synémine est colocalisée avec des filaments 

de vimentine et interagit avec la desmine, l’α-actinine (un composant majeur de disques-Z), la 

dystrophine et avec l’utrophine. Elle peut former des hétéropolymères avec la vimentine ou la 

desmine et lie les IF aux disques-Z de myofibrilles adjacentes ou au costamère qui est un 

complexe protéique sous-sarcolemmique aligné dans le registre avec les disques-Z et qui est 

connecté physiquement aux sarcomères (Tang 2008). Les souris déficientes pour la synémine 

(Syn-/-) développent un phénotype myopathique avec la dégénérescence de myofibrilles et des 

défauts dans les membranes sarcoplasmiques possiblement à cause de l’absence de liaison de 

la synémine aux costamères et sarcomères et aux filaments de desmine et vimentine. La 

liaison de la synémine à des protéines costamériques et sarcolemmiques telles que l’α-actinine, 

la vinculine et les membres du complexe dystroglycan est nécessaire pour l’intégrité 

membranaire (Paul et Skalli 2016). Au cours d’une surcharge mécanique, les muscles 

squelettiques des souris Syn-/- développent une hypertrophie avec une augmentation de la 

force maximale isométrique et de la résistance à la fatigue. De plus, l’absence de la synémine 

empêche l’auto-renouvellement et la différenciation de cellules myosatellites (Li et al. 2014). 

Il a été montré que dans les cardiomyocytes chez les rats adultes, la synémine est localisée 

aux disques-Z avec la desmine et la sous-unité régulatrice de la protéine kinase A (PKA) 

(Russell et al. 2006). La PKA effectue la phosphorylation de myofilaments et des protéines du 

cytosquelette en régulant la myofibrillogenèse, la différentiation et le remodelage de 

myocytes, y compris au cours du développement des pathologies CV. La synémine, en étant 

la protéine d’ancrage de PKA, est surexprimée dans les cardiomyocytes chez les patients avec 

une insuffisance cardiaque. Dans les cellules d'astrocytome, la synémine régule la 

prolifération en modulant l'état de phosphorylation d’Akt. Il a été suggéré que ses fonctions 

sont la liaison de protéines entre les IF et les membranes cellulaires ainsi que la régulation des 

voies de signalisation de PKA et d’Akt  (Russell et al. 2006 ; Paul et Skalli 2016).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Paul%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26795483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Skalli%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26795483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Paul%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26795483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed/?term=Skalli%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26795483
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Notre hypothèse de travail est que le phénotype artériel physiologique dépend de 

plusieurs paramètres tels que les récepteurs membranaires, les intégrines et les protéines du 

cytosquelette des CMLVs. La perturbation de ces marqueurs physiologiques pourrait induire 

le développement de la rigidité et de la fibrose artérielle ce qui augmente le risque CV. 

Notre objectif est de montrer que les CMLVs et leurs interactions avec la MEC sont 

des facteurs majeurs dans le développement de la rigidité et la fibrose artérielle qui jouent un 

rôle principal dans les mécanismes périphériques de l’insuffisance cardiaque. Le second 

objectif est de déterminer des cibles thérapeutiques possibles pour le traitement de la rigidité 

et la fibrose vasculaire. Afin de réaliser ces objectifs nous avons identifié l’influence de 

récepteurs membranaires tels que le récepteur minéralocorticoïde (MR) et la sous-unité αv 

d’intégrines ainsi que les protéines des filaments intermédiaires (la vimentine et la synemine) 

du cytosquelette des CMLVs sur le phénotype artériel, la fonction vasculaire et le 

développement de la rigidité et de la fibrose artérielle.  

Les objectifs plus spécifiques sont les suivants : 

- Evaluation de la contribution spécifique du MR dans la réactivité vasculaire, 

notamment le rôle d’invalidation constitutive de ce récepteur dans la contraction et la 

relaxation d’anneaux carotidiens et aortiques chez les souris contrôles et invalidées 

pour le récepteur minéralocorticoïde dans des CMLVs (MRSMKO) ; 

- Caractérisation du phénotype artériel (la structure et le contenu de la paroi artérielle, 

les paramètres hemodynamiques - la distensibilité, l’elasticité) des souris αv
SMKO au 

niveau de base et après administration d’Ang II ; 

- Etude de l’expression des protéines impliquées dans les voies de signalisation des 

adhésions focales chez les souris contrôles et invalidées pour la sous-unité αv à l’état 

basal et dans un modèle de fibrose vasculaire ; 

- Etude de l’implication des protéines des filaments intermédiaires du cytosquelette (la 

vimentine, la synemine) dans le développement de la rigidité artérielle ; 

- Analyse des changements structuraux et fonctionnels des CMLVs et des CEs 

(ultrastructure, expression des marqueurs d’adhésions focales et des intégrines) chez 

les souris KO pour la vimentine   
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I. Modèles animaux expérimentaux 
I.1. Souris invalidées pour le récepteur minéralocorticoïde (MR) dans des CMLV 

Les animaux ont un background C57BL/6. Ils ont été obtenus par l’équipe du Pr. 

Frédéric Jaisser (Centre de Recherche des Cordeliers, INSERM U1138, Paris). Le modèle 

murin est obtenu par la méthode Cre-Lox par croisement de deux lignées de souris : une 

lignée de souris floxées pour le MR dans des CMLV (MRfl/fl), une lignée de souris portant le 

gène Cre-récombinase sous le contrôle du promoteur SM22alpha. Ce croisement a permis 

d’obtenir la délétion constitutive du MR dans les CMLV (MRSMKO). Comme contrôles nous 

avons utilisé les souris floxées pour le MR dans des CMLV qui n’ont pas le gène Cre-

récombinase (CTL = MRfl/fl). Le génotype des souris a été confirmée par PCR à l’âge de 5 

mois (Galmiche et al., 2014). Nous avons étudié la réactivité vasculaire en utilisant la 

méthode du myographe Mulvany et l’expression des protéines d’appareil contractile des 

CMLVs par la méthode du Western Blot.   

I.2. Souris invalidées pour la sous-unité αv des intégrines dans des CMLVs 

Nous avons développé le modèle d’invalidation conditionnelle de la sous-unité αv chez 

les souris C57BL/6 à l’aide du système Cre-Lox. Ces souris ont été obtenues dans notre 

laboratoire par croisement de deux lignées : 1 - les souris floxées pour la sous-unité αv des 

intégrines (αv
flox/flox) qui nous ont été données par le Dr Adam Lacy Hulbert (Massachusetts 

General hospital - Boston, USA) ; 2 – la lignée SM22-CreERTR (souris avec l’insertion du 

gène (Knock-in = KI) codant pour l’enzyme Cre-récombinase inductible sous le contrôle du 

promoteur SM22 nous a été donnée par le Dr Zhenlin Li (CNRS UMR_8256, Université 

Pierre et Marie Curie, Paris VI). Après croisement les souris αv
flox/flox CreSMKI /+ et αv

flox/flox 

CreSMKI /SMKI sont considérées comme double KO (αv
SMKO). Les souris αv

+/+, αv
flox/+ et αv

flox/flox 

issus des mêmes portées ont été retenues comme contrôles pour notre étude (WT). A partir de 

l’age 2 mois afin d’induire la délétion de l’intégrine αv toutes les souris ont été induites par 

des injections consécutives de Tamoxifène (10 mg/mL dans huile d’arachide) par voie 

intrapéritonéale (IP) pendant trois jours : premier jour - injection à 200 µL/jour ; deuxième et 

troisième jour - injections à 100 µL/jour (Figure 16).   
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Fig. 16. Modèle d’invalidation de la sous-unité αv des intégrines dans les CMLVs chez la 
souris adulte. 

 

Les études ont été effectuées sur des souris males et femelles adultes (4 – 9 mois). Le 

génotype des souris a été confirmé par PCR. Nous avons effectué les mesures 

hémodynamiques de la pression artérielle consciente par pléthysmographie ; de la rigidité et 

des propriétés élastiques d’artères par la méthode d’échotracking de l’artère carotide ; de la 

réactivité vasculaire par la méthode du myographe Mulvany ; l’histologie (méthodes de 

Weigert/Orcéine et de Rouge Sirius), et l’immunohistologie par détection colorimétrique et 

fluorescence et analyse confocale ; la mesure du signal de fluorescence du collagène total par 

la microscopie multiphotonique de la génération seconde harmonique (SHG) ; l’expression de 

protéines de signalisation des intégrines par la méthode du Western Blot et l’expression de 

gènes par la RT-qPCR.  

I.3. Souris invalidées pour vimentine et synemine dans des CMLV 

Les animaux ont un background C57BL/6 et ont été fournis par le Dr Zhenlin Li 

(CNRS UMR_8256, Université Pierre et Marie Curie, Paris VI). Les animaux sont obtenus 

par la méthode Cre-Lox par croisement de deux lignées de souris : 1 - les souris floxées pour 

la vimentine et/ou pour la synemine dans des CMLV (Vimfl/fl, Synfl/fl ou Vimfl/flSynfl/fl) ; 2 - 

les souris portant le gène Cre-récombinase sous le contrôle d’élément régulateur spécifique 

SM22alpha. Ce croisement a permis d’obtenir la délétion constitutive de la vimentine (Vim-/-

Syn+/+), de la synemine (Vim+/+Syn-/-) ou des deux gènes vimentine et synemine (Vim-/-Syn-/-) 

dans les CMLV. Comme contrôles nous avons utilisé les souris floxées pour la vimentine 

et/ou pour la synemine dans des CMLV qui n’ont pas le gène de la Cre-récombinase 

(Vim+/+Syn+/+).  

Les études ont été effectuées sur des souris males adultes (5 – 6 mois). Le génotype 

des souris a été confirmé par PCR. Nous avons effectué les mesures hémodynamiques de la 
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pression artérielle consciente par pléthysmographie ; de la rigidité et des propriétés élastiques 

d’artères par la méthode d’échotracking de l’artère carotide ; l’histologie (méthodes de 

Weigert/Orcéine et de Rouge Sirius), et l’immunohistologie par détection colorimétrique et 

fluorescence et analyse confocale ; l’ultrastructure de la paroi artérielle par microscopie 

électronique ; l’expression des protéines par la méthode du Western Blot et l’expression de 

gènes par la RT-qPCR.  

I.4. Conditions expérimentales   

Les animaux ont été hébergés dans notre animalerie selon les conditions d’élevage en 

vigueur (température 20-22°C, humidité 55-65%, cycles jour-nuit de 12h, alimentation 

standard et boisson à volonté). Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec les 

recommandations de la communauté européenne (directives 86/609/EEC, 2010/63/UE) et du 

comité éthique de Nancy.  

II. Protocoles expérimentaux : modèle de fibrose vasculaire induite l’Ang II 

Après invalidation de la sous-unité αv  les animaux ont été traités à l’Ang II afin 

d’induire une augmentation de la pression artérielle et une fibrose vasculaire. Les souris sont 

anesthésiées par inhalation d’isoflurane à 3-3,5% sous un débit d’oxygène 1,5L/min. Une 

mini-pompe osmotique sous-cutanée (Alzet 2004) est implantée pour diffusion d’angiotensine 

II (Ang II) pendant 28 jours. Un groupe de souris (WT et αv
SMKO) a reçu une faible dose 

d’Ang II (0,3 mg/kg/jour) et un autre groupe – une forte dose d’Ang II (1,5 mg/kg/jour). Un 

groupe contrôle a été réalisé avec une opération sans pose de mini-pompe (Figure 17).  

PAS initiale
Échographie initiale

WT

αv
SMKO

4 semaines

Injection tamoxifène

PAS initiale
Échographie initiale

minipompes AngII
(0,3mg/kg/jour)

WT

αv
SMKO

Mesures :

• PAS: pléthysmographie

• échographie vasculaire et cardiaque 
(VisualSonics VEVO 770) 

A la fin de traitement – isoflurane
anesthésia

• échographie vasculaire et cardiaque 
(VisualSonics VEVO 770) 

• échotracking carotidien : pression-
diamètre (distensibilité), élasticité
(Einc) 

• Fixation d’animal sous la pression 
physiologique (100 mmHg)

• Prélèvements : cœurs, artères 
carotidiennes, aortes

• Mesures du MCSA et de l’epaisseur
vasculaire

• Myographe (carotides, aortes)

• Western blot, qPCR et microarray

groupe 2groupe 1 groupe 3
PAS initiale

Échographie initiale

4 semaines

minipompes AngII
(1,5mg/kg/jour)

WT

Opération 
sham 

αv
SMKO

2 semaines

 
Fig. 17. Schéma des manipulations : PAS – pression artérielle systolique; MCSA - media 
cross-sectional area - la surface de coupe transversale médiale. 
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III. Méthodes expérimentales 
III.1. Mesure de la pression artérielle chez l’animal conscient 

Les mesures hémodynamiques réalisées in vivo chez l’animal conscient sont effectuées 

par pléthysmographie. Cette méthode permet d’étudier les variations du volume sanguin dans 

un organe en utilisant des techniques de mesure de déplacement de volume. Les souris sont 

placées dans une boîte de contention sur une plateforme chauffante (Hatteras Instruments, 

Blood Pressure Analysis System, model SC-1000), afin de s’assurer de la bonne dilatation des 

artères périphériques. La pression est mesurée sur l’artère caudale: la queue de l’animal est 

passée à travers un manchon gonflable (ballonnet) qui comprime l’artère caudale lorsque la 

pression dans ce ballonnet augmente. Lorsque la pression du ballonnet est égale à la pression 

systolique de l’artère, celle-ci est écrasée empêchant la circulation du sang. L’arrêt de la 

circulation du sang dans l’artère caudale est détecté par un capteur photoélectrique et est 

interprété par l’enregistreur comme étant la valeur de la pression systolique à l’aide du 

logiciel “SC 1000 BP analysis system” (Hatteras Instruments, Inc., NC, USA) (Figure 18).  

Tous les animaux sont entraînés pendant 2-3 jours pour s’habituer à la procédure. Les 

mesures obtenues après quelques jours d’entraînement sont retenues comme reproductibles et 

utilisées pour les analyses. Pour les animaux traités à l’Ang II les mesures ont été effectuées 

avant d’implantation des minipompes et à 26-28 jours après le traitement.  

 
 

Fig. 18. Schéma de la technique «tail-cuff» de mesure de la pression artérielle chez les 
souris éveillées, à partir de l’artère caudale. 
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III.2. Mesures hémodynamiques in vivo chez l’animal anesthésié  

III.2.1. Préparation d’animal 

Les souris sont anesthésiées avec de l’isoflurane (3-3,5%, débit d’oxygène 1,5L). Un 

cathéter de polyéthylène (PE-5, longueur 2 cm, BioSeb, France) est introduit dans l’artère 

carotide gauche puis l’artère carotide droite est recouverte de gel échographique. Le cathéter 

est relié au capteur de pression (P23XL, Becton Dickinson) et rempli de sérum physiologique 

hépariné (50 UI/ml).  

III.2.2. Acquisition des signaux de pression intravasculaire 

 Les mesures des pressions systoliques (PAS) et diastolique (PAD) sont effectuées à 

l’aide d’un système d’enregistrement de la pression (logiciel Ponemah P3Plus version 4.9). 

Ces mesures nous permettent de déterminer la pression pulsée (PP, qui correspond à la 

différence algébrique PAS-PAD) ainsi que la pression artérielle moyenne (PAM, qui 

correspond à PAD+PP/3).  

III.2.3. Echotracking d’artère carotide 

Les paramètres mesurés sont les variations de pression et de diamètre de l’artère au 

cours du cycle cardiaque. Ces variations systolo-diastoliques du diamètre carotidien sont 

mesurées in vivo chez l’animal par des techniques utilisant les ultrasons, dérivées de 

l’échographie, complétées par des méthodes de poursuite d’échos (échotracking). Ces 

techniques ont déjà été décrites et validées chez le rat (Labat et al. 2001) et chez la souris 

(Lacolley et al. 2001; Mercier et al. 2006, Louis et al. 2007).  

Une sonde ultrasonique est positionnée au dessus de la carotide primitive droite de 

l’animal anesthésié afin d’enregistrer les échos vibratoires des parois internes et externes de 

l’artère, visualisées sur un écran oscilloscopique (Philips PM 3057) (Figure 19). Les distances 

entre les interfaces acoustiques « sang-paroi artérielle» sont alors mesurées au cours du cycle 

cardiaque et permettent ainsi de déterminer le diamètre et la surface de la lumière artérielle in 

vivo (Labat et al. 2001). Les variations pulsatiles du diamètre et de la pression sont mesurées 

pendant trois périodes successives de 4 secondes. A l’aide de ces deux mesures simultanées, 

la courbe pression-diamètre est reconstituée dans l’intervalle de pression systolo-diastolique 

selon une fonction arc-tangente décrite par trois paramètres indépendants α, β, γ.   
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Le calcul des paramètres mécaniques s’effectue comme suit :  

Les modifications de la lumière artérielle en fonction de la pression artérielle (courbe 

pression-diamètre) sont calculées à partir de ces trois paramètres α, β, γ selon le modèle décrit 

par Langewouters (Tardy et al. 1991) :  

LCSA = α [ π/2 + tan-1 (P-β)/ γ] 

où LCSA (Lumen Cross Sectional Area) représente la surface sectionnelle de la lumière 

artérielle et  P la pression.  

La distensibilité est le rapport de la compliance circonférentielle à la surface de la lumière :  

Distensibilité = (1/LCSA) x (LCSA/P) 

Le module élastique incrémentiel (Einc) permet d’évaluer les propriétés mécaniques 

intrinsèques du matériau constituant la paroi, indépendamment de la géométrie de l’artère :  

Einc = 3/ Distensibilité x (1 + LCSA-MCSA) 

où la MCSA (Media Cross Sectional Area) représente la surface sectionnelle de la média. Les 

mesures de MCSA nécessaires au calcul du module élastique sont déterminées in vitro par 

méthode histomorphométrique après fixation au formol. La surface de la lumière artérielle 

ainsi que la distensibilité sont calculés in vivo à la PAM.  

L’élasticité du matériau est évaluée à partir des courbes reliant la contrainte 

circonférentielle subie par l’artère au Einc. La contrainte circonférentielle WS (Wall Stress) 

témoigne de l’impact de la pression sur la paroi du vaisseau. Elle se calcule à partir des 

valeurs de LCSA et de MCSA pour différents niveaux de pression artérielle :  

WS = (2 LCSA x P)/MCSA 
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Fig. 19. Schéma général d’obtention des courbes pression-diamètre par la technique 
d’échotracking d’artère carotidienne chez la souris. 

 

III.3. Echographie vasculaire  

III.3.1. Préparation d’animal 

L’animal est pré-anesthésié par isoflurane (3-3,5%, débit d’oxygène 1,5L/min) puis 

placé sur une platine chauffante lui permettant de rester à une température de 35°C pendant la 

durée d’enregistrement. Le maintien de l’anesthésie s’effectue en décubitus dorsal avec 1,5-

2% d’isoflurane (débit d’oxygène 0,7 - 1L/min) par le masque attaché à la plaque chauffante. 

Une sonde mécanique de 30 MHz est utilisée pour la visualisation des différentes vues 

cardiaques et l’obtention des images échographiques.  

 

Logiciel Diarad Oscilloscope 

Courbe intégrale pression-diamètre selon modèle Langewouters 

Paroi antérieure 

Paroi postérieure 

Pression 

Diamètre 

Mesure du diamètre 
par la sonde 

échographique 
Mesure de la pression 

par le cathéter 



63 
 

 III.4 Réactivité vasculaire  

Nous avons réalisé l’étude des effets du récepteur minéralocorticoïde (MR) et de 

l’intégrine αv sur la réactivité vasculaire (aortes thoraciques et abdominales) en utilisant la 

méthode classique du myographe de Mulvany. Pour les souris contrôles ou mutées pour le 

MR nous avons comparé des anneaux aortiques avec endothélium intact (CTL+E, 

MRSMKO+E) et endothélium endommagé après dénudation mécanique (CTL-E, MRSMKO-E). 

Pour les souris avec invalidation de la sous-unité αv les réponses contractiles et relaxantes sont 

évaluées dans les carotides isolées de souris WT et αv
SMKO non traitées et après le traitement 

par la dose forte d’Ang II.  

Les carotides sont excisées et placées sur la glace dans du PSS de composition 

suivante (valeurs en mmol/L) : NaCl 130; KCl 3,7; MgSO4 1,2; KH2PO4 1,2; CaCl2 1,6; 

NaHCO3 14,9 et glucose 11. Les artères sont isolées et soigneusement nettoyées des matières 

grasses, et des préparations d'anneaux (longueur 2,5 mm) sont effectuées. Les anneaux sont 

ensuite montés sur un fil-myographe Mulvany-Halpern (DMT, Aarhus, Danemark), dans un 

bain d'organe contenant 8 ml de solution de PSS oxygénée en continu par un mélange gazeux 

(75% N2, 15% O2, 5% CO2)  maintenue à 37°C avec un pH de 7,5. Les anneaux sont laissés à 

équilibrer pendant 30 minutes à une tension physiologique de repos de 1g (ou 9.8 mN – 

milliNewton), en renouvelant le milieu toutes les 15 minutes. Toutes les préparations sont 

contractées avec une solution isotonique de KCl (80 mmol/L) puis avec une solution de 

concentration sous-maximale de phenylepherine (Phe) 10-5 mol/L suivie d’une relaxation a 

l'acétylcholine (Ach) pour évaluer la capacité contractile de chaque anneau. La capacité 

contractile des CMLV a été évaluée à partir des anneaux avec un endothélium intact. Pour 

l’évaluation des phénomènes endothélium-non dépendants, l'endothélium a été enlevé des 

anneaux aortiques en frottant doucement l'intérieur des anneaux sur un crochet de l’appareil. 

Les réponses contractiles à la Phe, KCl et Ca2+ et les réponses dilatatrices à l'Ach, au 

donneur du NO - nitroprussiate de sodium (SNP) et au analogue synthétique de PGI2 

tréprostinil ont été déterminées par l'addition cumulée des agonistes pour donner la 

concentration finale indiquée sur les courbes.   

La contraction par la voie α-adrénergique était évaluée via la dose-réponse à la Phe de  

10-9 à 10-4 mol/L. La contraction dépendante de l'activation des canaux calciques a été 

déterminée en utilisant la dose-réponse au KCl de 10 à 80 mmol/L. La réponse contractile au 

Ca2+ extracellulaire en dose cumulative de 10-5 à 10-2 mol/L a été évalué sur les anneaux 

préincubés dans la solution sans Ca2+ (80 mmol/L de KCl au lieu d'une quantité équimolaire 

de NaCl avec 2 mmol/L d'EGTA), puis dans la solution sans Ca2+ et sans EGTA.   
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La relaxation endothélium dépendante est évaluée par la dose-réponse à l’Ach avec 

des anneaux précontractés à 10-5 mol/L de Phe, en présence ou en absence d’inhibiteur de NO-

synthéase endothéliale L-NNA (Nω-nitro-L-arginine) ou L-NAME (Nω-nitro-L-arginine 

methyl ester) en 10-4 mol/L et en présence ou en absence d’inhibiteur de cyclo-oxygénase 

indométacine (Indo) en 10-5 mol/L. La relaxation endothélium – non dépendante et la 

sensibilité des CMLV à la voie de cyclo-oxygénase est évaluée après la précontraction à la 

Phe (10-5 mol/L) sur les anneaux avec endothélium intact ou endommagé par la dose-réponse 

au SNP (de 10-9 à 10-5 mol/L) en présence ou en absence de 10-5 mol/L d’Indo ou au 

tréprostinil (de 10-9 à 10-5 mol/L).  

La réponse maximale (Emax) et la concentration en agoniste provoquant 50% des 

réponses maximales (EC50) ont été déduites à partir des courbes dose-réponses individuelles. 

Le pD2 représente le logarithme négatif des valeurs d’EC50.  

III.5 Etudes de la structure artérielle 

III.5.1 Préparation des échantillons  

Une fois les mesures d’échotracking effectuées la souris est mise à mort par 

exsanguination. Le cathéter carotidien est connecté à un système de circulation extérieure par 

des tuyaux reliés à un manomètre. La pression du manomètre est maintenue à 100 mmHg 

correspondant à la PAM de l’animal. Cela nous permet d’avoir une circulation constante du 

fixateur (solution de formaline 10 %, Sigma Aldrich) dans l’arbre vasculaire et de préserver la 

géométrie de l’artère. Après 2 heures de fixation sous la pression physiologique les vaisseaux 

(aorte thoracique et abdominale, les artères carotidiennes gauche et droite) sont prélevés, 

nettoyés des muscles, de la graisse et du tissu conjonctif et mises dans des cassettes et 

conservés dans une solution à 10% de formaline.  

Pour les études biochimiques des vaisseaux sont prélevés sur la glace et conservés 

dans l’azote liquide avant d’être stockés à -80°C.  

Pour les études d’immunofluorescence les vaisseaux (aortes, carotides) sont prélevés 

sur la glace et fixés dans 4% du paraformaldéhyde (PFA) pendant 1 heure. Les tissus 

vasculaires sont incubées une nuit à 4°C dans une solution de sucrose à 20%, puis inclus dans 

l’O.C.T. (Embedding Matrix for Frozen Sections, CellPath) et congelés à la vapeur d’azote 

liquide et stockés à -80°C. Les coupes d’aortes et de carotides à 7 µm sont faites avec un 

cryostat et déposées sur les lames Polysine et congelées à -80°C. 
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III.5.2. Histomorphométrie carotidienne  

Après 48h de conservation dans le formol, les carotides subissent une série de 

bains d’alcool et de xylène permettant leur déshydratation et leur inclusion dans la 

paraffine :    

- 3 bains de PBS de 1h  

- Passage dans l’éthanol 50° (les artères peuvent être conservées ainsi plusieurs semaines).  

- 4 bains d’alcool 80° de 10 min  

- 4 bains d’alcool 95° de 20 min.  

- 5 bains d’alcool absolu de 20 min  

- 2 bains de xylène de 30 min  

- Passage de 15-20 min en paraffine liquide (55°, dans l’étuve)  

- Laisser les prélèvements 1 nuit en paraffine chaude (55°) avant d’inclure, c’est-à-dire placer 

le prélèvement dans la position voulue dans un moule en métal, et laisser se solidifier la 

paraffine à 4° avant de démouler.  

Les blocs de paraffine sont coupés en sections de 5 µm d'épaisseur avec un microtome. 

Les coupes de carotides à 5 µm sont déposées sur les lames Polysine puis déparaffinées (2 

bains de xylène de 5 min, 1 bain d’alcool absolu de 5 min, 1 bain d’alcool 70° de 5 min) et 

réhydratées (1 bain d’eau distillée de 5 min).  

III.5.3. Méthode de Weigert/Orcéine 

C’est une coloration élective des fibres élastiques par le réactif de Weigert et Orcéine : 

solution de résorcine et de fuschine précipitée par le perchlorure de fer. Une contre-coloration 

au picro-indigo carmin (méthode de Van Gieson) est également effectuée. 

- Orcéine selon Weigert (résorcine/fuchsine solution) 10min 

- Eau courante 1 min 

- Solution de Weigert 5 min 

- Eau courante  

- Eau distillée 

- Picro-indigo carmin l0 min 

- Eau courante 

- Alcool 70° 5 min 

- Alcool 95° 5 min 

- Alcool 100° - 5 min 

- Xylène – 2 bains 5 min  
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- Monter à l'Eukitt (Klinder GMBH Co)  

Cette coloration permet la quantification de l’épaisseur et de la MCSA qui est définie 

manuellement entre la limitante élastique interne et la limitante élastique externe selon la 

structure anatomique d’artère. 

III.5.4. Méthode de Rouge Sirius 

Le Rouge Sirius (Direct Red 80, Sigma Aldrich 3655 48-5G) colore toutes les fibres 

de collagène : 

- Solution de Rouge Sirius 0,1% dans acide picrique 1h 30 min 

- Eau acétifiée à 0,5% - 2 bains 3 sec 

- Eau distillée – 2 bains 1 min 

- Sécher à l’air 

- Alcool 70° - 5 min 

- Alcool 90° - 5 min 

- Alcool 100° - 5 min 

- Xylène – 2 bains 5 min 

- Monter à l'Eukitt  

Les images sont obtenues par le microscope Nikon Diaphot 300. Les mesures de 

surface de média et le contenu en collagène ont été réalisés avec le logiciel NIS-Elements BR 

3.2 (Nikon corp.).   

III.5.5. Immunohistochimie 

Les marquages ont été réalisés sur des coupes de 5µm des aortes fixées au formol et 

incluses en paraffine. Un démasquage des antigènes est réalisé avec la procédure suivante :  

1 - Chauffage dans autoclave à 110°C pendant 10 min dans sodium citrate pH 6.1  

2 - Refroidissement à la température ambiante 

3 - Traitement par la trypsine dans du CaCl2 (0,1g de trypsine (Sigma Aldrich) dans 100 ml 

de CaCl2 0,4% dans un bain marine 37°C pendant 10-15 min)  

4 - Lavage TBST 1X - 5 min  

Les peroxydases endogènes sont détruites par incubation pendant 30 min dans une 

solution à 1% de H2O2. Les réactions non spécifiques sont bloquées par l’incubation dans la 

BSA 5% pendant 30 min.  
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Les coupes sont incubées avec les anticorps (AC) primaires pendant la nuit dans une 

chambre humide à 4°C. Les AC primaires sont dilués dans du TBS - BSA 1% : anti-αv-

intègrine (sc-6617-R, Santa Cruz) 1:100 ; anti-collagène 1A1 (sc-8784, Santa Cruz) 1:100 ; 

anti-collagène 1A2 (sc-393573, Santa Cruz) 1:100 ; anti-collagène 3A1 (sc-28888, Santa 

Cruz) 1:100 ; anti-TGF-β1 (sc-146, Santa Cruz) 1:100 ; anti-cellular fibronectine (sc-59826, 

Santa Cruz) 1:50 et anti-SMMHC (ab125884, Abcam) 1:1000.  

Après le lavage avec du TBST 1X les coupes sont incubées 1 heure à température 

ambiante avec les AC secondaires anti-souris F(ab')2 (E0413, Dako) et anti-lapin (E0432, 

Dako) dilués en 1:200 dans la solution de TBS - BSA 1%. 

Un complexe streptavidine-peroxydase est incubé 30 min à température ambiante. La 

révélation est effectuée par incubation de DAB (SK-4100, Vector). La réaction est stoppée 

dans de l’eau distillée. Les lames sont déshydratées et montées dans le milieu Eukitt. Le 

contenu de chaque antigène est mesuré par le pourcentage de couleur définie qui a été 

quantifié à l’intérieur de région d’intérêt (ROI) de la média avec le logiciel NIS-Elements BR 

3.2 (Nikon corp.).  

III.5.6. Immunofluorescence  

Les marquages ont été réalisés sur des coupes de 5µm des aortes fixées au 

paraformaldéhyde incluses dans le l’OCT et conservées jusqu’à utilisation à -80°C. Les 

coupes sont rincées avec du PBS. Les réactions non spécifiques sont bloquées par l’incubation 

dans une solution de blocage (5% de sérum normal d’âne dans du PBS) pendant 30 min dans 

une chambre humide.  

Les coupes sont incubées avec les AC primaires pendant une nuit dans une chambre 

humide à 4°C. Les AC primaires sont dilués dans la solution de PBST - BSA 1% : anti-

vimentine (ab92547, Abcam) 1:200 ; anti-fibronectine (F3648, Sigma Aldrich) 1:200 ; anti-

laminine (Z 0097, Dako) 1:100 ; anti-intégrine αv (ab125684, Abcam) 1:50 ; anti-E-cadherine 

(10874-1-AP, ProteinTech) 1:50 ; anti-αSMA-Cy3 (C6198, Sigma Aldrich) 1:400 ; anti-

SMMHC (ab125884, Abcam) 1:300 et anti-smootheline (sc-28562, Santa Cruz) 1:100. 

Après trois lavages avec du PBS les coupes sont incubées pendant 1 heure dans une 

chambre humide à température ambiante avec des AC secondaires (Invitrogen, Abcam) à une 

dilution 1:500 dans la solution de PBST - BSA 1% et avec du DAPI (D8417, Sigma Aldrich) 

en dilution 1µg/ml pour un marquage nucléaire. 

Les coupes sont lavées dans du PBS et montées dans le milieu Mowiol (Fluoromount 

Aqueous Mounting Medium, F4680, Sigma). Les images sont obtenues en microscopie 
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confocale (Leica TCS SP5 X AOBS monté sur DMI6000) et analysées avec le logiciel LAS-

AF (Leica).  

III.5.7. Mesure du collagène total par microscopie multiphotonique SHG 

III.5.7.1. Fluorescence sous excitation biphotonique 

Afin de confirmer nos résultats d’histologie et d’immunohistochimie et visualiser la 

matrice de collagène sur les échantillons non colorés nous avons utilisé la microscopie 

multiphotonique de la génération seconde harmonique (SHG). La microscopie de 

fluorescence (1PEF : single photon excitation fluorescence, Figure 20) est basée sur 

l’absorption d’un photon dont l’énergie va faire passer la molécule de fluorophore de son état 

fondamental (S0) à un état électronique excité d’énergie supérieure (S1). Etant excitée, la 

molécule se relaxe spontanément vers son niveau fondamental (S0) en passant par le plan 

vibrationnel. Ce retour s’accompagne par l’émission d’un photon de fluorescence. L’intensité 

de fluorescence est proportionnelle à l’intensité du faisceau excitateur et à la concentration 

locale de fluorophores.  

Dans le cadre de la fluorescence sous excitation biphotonique (2PEF - Figure 20), 

deux photons au lieu d’un seul sont absorbés quasi simultanément par la molécule, chacun des 

deux photons apportant la moitié d’énergie nécessaire à la transition électronique. 

L’absorption biphotonique reste peu efficace par son faible rendement quantique, nécessite 

une très haute densité spatiale en photons et oblige à concentrer l’énergie temporellement, 

pour augmenter l’intensité du signal en conservant une puissance moyenne biocompatible 

avec les échantillons utilisés, pour éviter phototoxicité.  

 
Fig. 20. Schéma des différents processus de fluorescence et du genèse d’harmoniques 

Les photons sont responsables au bruit de fond et la dégradation d’image la plus 

prononcée dépend d’émission photonique dispersée. En microscopie confocale en mode 

multiphoton les photons provenant d’autres plans peuvent être sélectionnés par le diaphragme 

confocal ce que permet une meilleure pénétration dans les tissus avec une résolution 3D 

satisfaisante (Centonze et White 1998). 
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III.5.7.2. Génération de seconde harmonique 

La microscopie multiphotonique à SHG a émergé comme une modalité puissante pour 

l'imagerie de collagène fibrillaire dans une gamme variée de tissus (Werkmeister et al. 2010). 

A la place d’être adsorbée par la molécule, des photons émanant du faisceau d'excitation sont 

dispersés par un processus de conversion haut harmonique. La technique SHG est non 

invasive et basée sur l’excitation biphotonique et sur le processus de diffusion généré par des 

structures spécifiques. Elle permet la pénétration suffisante des tissus pour visualisation du 

collagène sans coloration ou marquage exogène (Zipfel et al. 2003 ; Werkmeister et al. 2008) 

et est très sensible à la structure fibrillaire du collagène et aux changements qui se produisent 

dans la fibrose et maladies du tissu conjonctif. L’arrangement fibrillaire spécifique de 

molécules du collagène type I-III, leurs domaines en triple hélice et liaisons peptidiques sur 

toute la longueur de fibres sont à l’origine du signal SHG très fort dans la MEC (Werkmeister 

et al. 2007; Dumas et al. 2010). Le signal SHG n’a été jamais détecté du collagène type IV, 

des fibres d’élastine ou d’autres composantes de la MEC comme fibronectine et laminine 

(Zipfel et al. 2003). La spécificité importante de cette technique pour le collagène fibrillaire 

de type I–III, la robustesse du signal par rapport à la diffusion et son caractère quantitatif sont 

très avantageux par rapport à la microscopie optique classique.  

III.5.7.3. Matériel technique et montage expérimental 

Dans nos études le signal SHG du collagène total a été mesuré sur les coupes 

paraffines transversales non colorées d’artère carotidienne (épaisseur 16 µm) de souris WT et 

αv
SMKO non traitées et après le traitement par la dose forte d’Ang II. L’objectif utilisé est un 

grossissement x10 (Leica HC PL FLUOTAR x 10/0.30, immersion d’eau) avec une ouverture 

numérique de 0.3. Le signal SHG a été mesuré à 800 nm a la moitie de la longueur d’onde 

d’excitation (λ/2 = 400 nm) à l’aide d’un MacroMultiphoton (SP5-CFS, Leica Microsystems) 

spécialement adapté au PTIBC-IBISA Nancy FR3209-IMOPA (Brevet WO 2012160312 A3) 

pour générer des images SHG de matrice 512×512 pixels (1 pixel = 1,80701 μm) à la 

fréquence de balayage 100 Hz. Le zoom numérique (déclaré au logiciel Leica LAS-AF) est 

fixé à ×16. La quantification du signal SHG a été normalisée au nombre de pixels contenu 

dans les ROIs pour obtenir un niveau de gris moyen par pixel. Les ROIs de la média 

carotidienne ont été choisi par la méthode manuelle basée sur la segmentation anatomique. 

Les mesures du signal SHG sont faites sur les images RGB quantifiées en niveaux de gris par 

la relation suivante : Gray = (0.299 × red) + (0.587 × green) + (0.114 × blue). Au final, le 

signal SHG quantifié (moyen de gris par pixel), pour chaque pixel, sur 256 niveaux de gris.  
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III.6 Western Blot 

Les protéines ont été obtenues par extraction dans un tampon de lyse [20 mmol/L 

Tris–HCl (pH = 7.6), 20 mmol/L MOPS, 2 mmol/L EGTA, 5 mmol/L EDTA, 30 mmol/L 

NaF, 40 mmol/L b-glycerophosphate, 20 mmol/L Na4P2O7 (sodium pyrophosphate), 1 

mmol/L Na3VO4 (sodium orthovanadate), 1 mmol/L PMSF, 0.5% Nonidet P-40] contenant 

des inhibiteurs de phosphatases et de protéases (Roche).  

La concentration en protéine a été déterminée par colorimétrie en utilisant le BSA 

protein assay reagent  (Bio-Rad 500-0116). 20 µg de protéines sont séparées par 

électrophorèse en SDS-PAGE et transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,2 µm (Bio-

Rad Trans-Blot® TurboTM Transfert Pack 170-4159).  

Après blocage des sites non spécifiques dans du TBST – BSA 5 % les membranes sont 

incubées une nuit à 4°C sous agitation avec les AC primaires dilués dans du TBST – BSA 1% 

(Tableau 1).  

Après lavages les membranes sont incubées 1h à température ambiante sous agitation 

avec l’AC secondaire approprié couplé à la peroxydase à température ambiante et sous 

agitation. L’activité de peroxydase est révélée par chimioluminescence avec le kit Bio-Rad 

(ClarityTM Western ECL Substrate 170-5060). La révélation est détectée et les images traitées 

au LAS-4000, Fuji, puis quantifiées par le logiciel Multi Gauge. 

 

Tableau 1. Les AC primaires utilisés dans l’étude Western Blot 

Antigène Référence d’AC Fournisseur Dilution 
pFAK Y576/Y577 CST 3281S Cell Signaling 1:300 
FAK CST 3285 Cell Signaling 1:500 
pSrc Y416 CST 2113S Cell Signaling 1:500 
Src CST 2108S Cell Signaling 1:500 

pERK1/2 T202/Y204 Cell Signaling 1:1000 
ERK1/2 T202/Y204 Cell Signaling 1:1000 

pAkt T308 244F9 Cell Signaling 1:500 
Akt T308 9272 Cell Signaling 1:500 

Vinculine CST 4650S Cell Signaling 1:400 
Vimentine ab92547 Abcam 1:200 

Collagène type 1A1 sc-8784 Santa Cruz 1:300 
Fibronectine cellulaire F3648 Sigma Aldrich 1:500 

Laminine Z 0097 Dako 1:1000 
Intégrine αv sc-6617 Santa Cruz 1:500 

Taline 8d4 T3287 Sigma Aldrich 1:300 
E-cadherine 10874-1-AP ProteinTech 1:500 

SMMHC ab125884 Abcam 1:1000 
Smootheline sc-28562 Santa Cruz 1:200 

GAPDH sc25778 Santa Cruz 1:500 
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III.7. Quantification de l’expression de gènes par PCR : extraction des ARN et réaction 

de PCR quantitative en temps réel (PCRq) 

Les ARN totaux ont été extraits des carotides et des aortes en utilisant le réactif TRI 

(Sigma) et ont été transcrit avec le kit « high capacity cDNA reverse transcription kit » 

(Applied Biosystems) et des hexamères aléatoires pour générer des ADNc. L'analyse par 

qPCR a ensuite été réalisée avec la technologie PCR vert SYBR (Roche). Le programme 

Primer3 (de frodo.wi.mit.edu/primer3/) a été utilisé pour sélectionner des amorces 

(disponibles sur demande). La GAPDH a été utilisée comme gène de référence.  

 

III.8. Analyse statistique 

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

Un ANOVA à deux facteurs ou à un facteur a été réalisé pour les comparaisons multigroupes 

suivi d’un test post hoc Fisher’s LSD pour les analyses intergroupes. Les comparaisons entre 

2 groupes ont été analysées en utilisant le T Test (Student) non-apparié. Un trend ANOVA a 

été réalisé afin d’analyser l’effet dose de l’AngII. L'analyse statistique a été réalisée avec les 

logiciels Microsoft Excel et NCSS. Les valeurs de P <0,05 ont été considérées comme 

statistiquement significatives. 
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I. Rôle du récepteur minéralocorticoïde des cellules du muscle lisse dans le 

tonus vasculaire 

Nous avons comparé les aortes thoraciques des souris contrôles (CTL) et invalidées 

pour le MR (MRSMKO) dans les CMLVs avec endothélium intact (CTL+E, MRSMKO+E) et 

après dé-endothélisation mécanique (CTL-E, MRSMKO-E).  

Dans les anneaux avec l’endothélium intact, il n’y a pas de différence de contraction 

induite à la Phe entre les souris CTL et MRSMKO. L’absence d’endothélium conduit à une 

augmentation des valeurs de Emax et pD2 en réponse à la Phe dans les deux phénotypes 

(Figure 21A, Tableau 2). La dé-endothélialisation augmente la sensibilité à la Phe de manière 

similaire dans les deux gènotypes de souris. 

Pour tester la contraction agoniste-indépendant, nous avons analysé la réponse 

contractile au KCl (Figure 1B) et au Ca2+ (Figure 1C). En réponse au KCl, la contraction 

maximale est plus faible chez les souris MRSMKO par rapport aux souris CTL dans les anneaux 

intacts. Cette différence est maintenue après suppression de l’endothélium (Figure 21B, 

Tableau 2).  

En réponse au Ca2+ la contraction maximale est plus faible chez les souris MRSMKO par 

rapport aux souris dans les anneaux avec endothèlium intact ou déendothélialisés (Figure 21C, 

Tableau 2).  

La contraction induite par la caféine qui est liée à la liberation du Ca2+ intracellulaire 

sarcoplasmique est identique entre les souris CTL et MRSMKO : 5,02 ± 0,46 chez les souris 

CTL et 4,48 ± 0,36 chez les MRSMKO (Figure 21D) ce qui suggère que le Ca2+ intracellulaire 

n’est pas impliqué. Ces résultats nous permettent de proposer que l’invalidation du MR est 

associée à une altération de la réponse au Ca2+ extracellulaire. 
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Fig. 21. Contraction vasculaire dans les aortes des souris CTL et MRSMKO  : 
A – courbes dose-réponse à la phényléphrine (Phe) chez les souris CTL+E (n = 17), 
MRSMKO+E  (n = 15), CTL-E (n = 5) et MRSMKO-E (n = 5) ; B - courbes dose-réponse au KCl 
chez les souris CTL+E (n = 5), MRSMKO+E (n = 5), CTL-E (n = 5) et MRSMKO-E (n = 5) ; C - 
courbes dose-réponse au Ca2+ chez les souris CTL+E (n = 10), MRSMKO+E (n = 10), CTL-E 
(n = 5) et MRSMKO-E (n = 5) ; D – contraction induite par une dose unique de caféine (10-2 M) 
chez les souris CTL (n = 5) et MRSMKO (n = 5).  
+E - endothélium intact, -E – sans endothélium, CTL souris contrôles, MRSMKO souris 
invalidées pour le MR dans les CMLVs.  
Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM (t test non apparié). 
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En présence d’endothélium intact, la relaxation aortique induite par l’Ach est identique 

dans les deux groupes de souris (Figure 22A).  

Il n’y a pas de différence de relaxation induite par l’Ach en présence de l’inhibiteur de 

la NO-synthase L-NNA entre les souris CTL et MRSMKO (Figure 22B). En revanche, la 

vasodilatation NO-dépendante induite par l’Ach en présence d’indométhacine est 

significativement diminuée chez les souris MRSMKO par rapport aux souris CTL (Figure 22B, 

Tableau 2). 

En l’absence d’endothélium, la relaxation induite par le SNP (donneur du NO) est 

significativement diminuée chez les souris MRSMKO par rapport aux souris CTL (Figure 22C, 

Tableau 2), alors qu’il n’y a pas de différence de vasorelaxation entre les deux groupes de 

souris (CTL et MRSMKO) après l’utilisation de l’analogue de PGI2 tréprostinil (Figure 22C). 

L’inhibition de la voie cyclo-oxygénase a démasqué la diminution de la relaxation. 

Pour tester la sensibilité des CMLVs au cGMP la relaxation NO-dépéndante induite 

par un analogue synthétique de cGMP 8-Br-GMPc (Figure 22D) a été étudiée avec les 

anneaux aortiques dé-endothélialisés chez les souris CTL et MRSMKO. La relaxation est 

similaire dans les deux génotypes. 

 

 

 

 

 

 

 



76 
 

 

 

Fig. 22. Relaxation vasculaire dans les aortes des souris CTL et MRSMKO :  A - courbes dose-
réponse à l’acétylcholine (Ach) chez les souris CTL (n = 13) et MRSMKO (n = 10); B - courbes 
dose-réponse à l’acétylcholine, en présence d'indométhacine (Indo) chez les souris CTL + Indo 
(n = 5) et MRSMKO + Indo (n = 5) et en présence de L-NNA chez les souris CTL + L-NNA (n = 
5) et MRSMKO + L-NNA (n = 6) ; C – courbes dose-réponse au SNP chez les souris CTL-E (n = 
5) et MRSMKO-E (n = 5) et courbes dose-réponse au tréprostinil chez les souris CTL-E (n = 6) et 
MRSMKO-E (n = 5) ; D - relaxation endothélium-indépendante en réponse au 8-bromo-cyclique 
GMP (10-4 mol/L) chez les souris CTL-E (n = 4) et MRSMKO-E (n = 4).  
+E - endothélium intact, -E – sans endothélium, CTL souris contrôles, MRSMKO souris invalidées 
pour le MR dans les CMLVs.  
Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM (t test non apparié).  
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Tableau 2. Réactivité vasculaire dans les aortes des souris CTL et MRSMKO  

 
CTL+E MRSMKO +E CTL-E MRSMKO -E 

CTL+E + L-

NNA 

MRSMKO+E 

+L-NNA 

C
on

tr
ac

tio
n 

Phe 

Nb 17 15 5 5 - - 

Emax 

(mN) 
6 ± 0,7 6,2 ± 0,6 

15,8 ± 

1,7# 
15,9 ± 1,1# - - 

pD2 −6,7 ±0,1 −6,7 ± 0,0 −7,2 ± 0,0 −7,1 ± 0,1 - - 

KCl 

Nb souris 5 5 5 5 - - 

Emax 

(mN) 
9,4 ± 0,5 7,6 ± 0,5* 9,6 ± 0,6 7,9 ± 0,4* - - 

pD2 -1,6 ± 0,0 -1,6 ± 0,0 -1,6 ± 0,0 -1,6 ± 0,0 - - 

Ca2+ 

Nb souris 10 10 5 5 - - 

Emax 

(mN) 
14,8 ±0,4 12,2 ± 0,5* 15,3 ± 0,9 11,7 ± 0,9* - - 

pD2 −3,2±0,02 
−3,2 ± 

0,02* 

−3,1±0,02

# 

−3 ± 

0,03*# 
- - 

R
el

ax
at

io
n 

 CTL+E MRSMKO +E 
CTL+E+ 

Indo 

MRSMKO+E+ 

Indo 

CTL+E+ L-

NNA 

MRSMKO+E 

+L-NNA 

Ach 

Nb souris 13 10 5 5 5 6 

Emax (%) 60 ± 5 61 ± 6 96 ± 2 83 ± 2° 24 ± 6# 24 ± 10# 

pD2 −7,7 ±0,1 −7,7 ± 0,1 −7,4 ± 0,1 −7,2 ± 0,1° −7,4 ± 0,2 −7,4 ± 0,2 

 SNP Tréprostinil 8-Br-cGMP 

CTL-E 
MRSMKO -

E 
CTL-E 

MRSMKO -

E 
CTL-E 

MRSMKO -

E 

 Nb souris 5 5 6 5 4 4 

 Emax (%) 97 ± 1 86 ± 4* 34 ± 5 27 ± 5 73 ± 2 77 ± 3 

 pD2 −7,7 ±0,1 −7,3 ± 0,1* −7,2 ± 0,3 −7,2 ± 0,2 - - 
 

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; +E = endothélium intact ; −E = sans 
endothélium ; *P<0,05 vs souris CTL; #P<0,05 vs +E ou condition non traitée (CTL ou MRSMKO 
avec Ach seule vs CTL ou MRSMKO avec Ach + Indo ou vs CTL ou MRSMKO avec Ach +L-
NNA); °P<0,05 vs souris CTL (t test non apparié).  
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Conclusion  

L’absence du récepteur minéralocorticoïde dans les CMLVs induit une diminution de la 

vasoconstriction en réponse au Ca2+ extracellulaire chez les souris MRSMKO par rapport aux 

souris CTL sans altération du stockage et du transport du Ca2+ intracellulaire. La relaxation 

induite par l’Ach en présence d’indométacine ou par le SNP est altérée, ce qui suggère une 

défaillance de la voie de signalisation du NO. La contraction musculaire dépend de la 

phosphorylation de la MLC et de la régulation par le MYPT1 (sous-unité regulatrice de la 

MLCP). L’altération de la réponse au Ca2+ extracellulaire entraine une diminution de l’activité 

de MLCK qui effectue la phosphorylation de MLC. La diminution de la phosphorylation de 

MLC induit une diminution de la contraction des CMLVs. Chez les souris MRSMKO il y a une 

diminution de l’expression des formes phosphorylées de MLC, de MLCK et de MYPT1 ce qui 

peut expliquer l’altération du couplage contraction – relaxation. 

La relaxation NO-dépéndante s’effectue par la production de cGMP qui participe à la 

déphosphorylation de la MLC et se traduit par la relaxation de muscle. La réponse vasodilatatrice 

insuffisante chez les souris MRSMKO en réponse à l’Ach lié à l’altération de la voie du NO et à la 

réduction de sa biodisponibilité. Le NO est synthétisé par la eNOS, donc la diminution de la 

vasorelaxation NO-dépendante induit une augmentation compensatoire de l’activité d’eNOS : 

l’expression de eNOS phosphorylée est augmentée avec une augmentation du ratio 

peNOS/eNOS chez les souris MRSMKO.   
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II. Rôle de la sous-unité αv des intégrines dans la rigidité et la fibrose 

vasculaire  
II.1. Invalidation de la sous-unité αv : souris αv

SMKO  

Nous avons confirmé, par immunofluorescence et par RT-qPCR, l’invalidation de la 

sous-unité αv dans les CMLVs des souris αv
SMKO males et femelles deux semaines après 

induction au tamoxifène. La Figure 23A montre la présence de l’intégrine αv dans les trois 

tuniques de la carotide chez les souris WT. Chez les souris αv
SMKO la sous-unité αv reste présente 

dans l’endothélium et l’adventice et n’est retrouvée que dans quelques cellules de la média. La 

quantification par RT-qPCR (Figure 23B) sur aorte totale montre un niveau d’expression 

diminué de 62% chez les souris αv
SMKO. 

 
A 

 
B 

Fig. 23. Invalidation de la sous-unité αv dans des CMLV chez les souris αv
SMKO : 

A – Marquage par immunofluorescence dans la carotide : les images ont été réalisées avec un 
microscope (Leica SP5, France) rouge – intégrine αv, bleu - noyaux (objectif x40) ; B – 
Expression relative par RT-qPCR des ARNmde l’intégrine av dans l’aorte : les valeurs sont 
calculées par rapport à l’expression de la GAPDH; n = nombre d’animaux. Les valeurs sont 
exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs WT. 

 

II.2. Mesure de la pression artérielle des souris WT et αv
SMKO conscientes, avant et après 

traitement par l’Ang II  

La PAS a été mesurée chez les animaux conscients avant et après traitement pendant 

28 jours avec de l’Ang II à faible dose (0,3 mg/kg/jour) ou forte dose (1,5 mg/kg/jour) (Figure 

24). Avant traitement il n’y a pas de différence de PAS entre les souris αv
SMKO et WT (103 ± 1 

vs 106 ± 1 mmHg). Après traitement, nous avons observé une augmentation significative de la 

pression artérielle dans les deux groupes de souris : 106 ± 1 vs 128 ± 8 mmHg chez les souris 

WT et 103 ± 1 vs 124 ± 8 mmHg chez les souris αv
SMKO traitées par 0,3 mg/kg/jour d’Ang II; 

106 ± 1 vs 135 ± 3 mmHg chez les WT et 103 ± 1 vs 134 ± 3 mmHg chez les αv
SMKO traitées 
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par 1,5 mg/kg/jour d’Ang II. Cette augmentation de PAS est identique et dose dépendante 

dans les deux groupes de souris (trend ANOVA, p<0.05).  

 

Fig. 24. PAS des souris WT et αv
SMKO

 conscientes avant et après le traitement à l’Ang II. 
La PAS a été mesurée chez les animaux conscients par pléthysmographie.  
n = nombre d’animaux. 
Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM. *P<0,05 vs contrôles dans la même souche ; 
#P<0,05 (trend ANOVA). 
 

L’Ang II induit une augmentation de la PAS dose-dépendante et équivalente dans les 

deux groupes de souris.  

 

II.3. Etude de la rigidité artérielle chez les souris WT et αv
SMKO en absence et après 

traitement à l’Ang II  

II.3.1. Mesures de l’épaisseur de la média et de la MCSA sur coupes fixées à pression 

physiologique 

L’épaisseur de la média et la MCSA ont été mesurées sur les carotides après coloration 

des lames élastiques à l’orcéine (Tableau 3, Figure 25). En absence de traitement à l’Ang II il 

n’y a pas de différence d’épaisseur de la média et de MCSA entre les souris WT et αv
SMKO.  

Après traitement à l’Ang II, nous avons mis en évidence une augmentation dose-

dépendante de l’épaisseur de la média. Cette augmentation est significative aux deux doses 

chez les souris WT et ne devient significative qu’à 1,5 mg/kg/jour d’AngII chez les souris 

v
SMKO par rapport aux souris non traitées.  
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Après traitement à l’Ang II, nous avons également mis en évidence une augmentation 

dose-dépendante de la MSCA carotidienne. Cette augmentation est significative à 1,5 

mg/kg/jour d’AngII chez les souris WT et v
SMKO sans différence entre les deux génotypes. 

Au niveau des valeurs absolues cette augmentation est plus exprimée chez les souris WT que 

chez les souris v
SMKO (Tableau 3).  

 
Fig. 25. Structure de l’artère carotide chez les souris WT et av

SMKO à l’état basal et après 
traitement à l’Ang II.  
Marquage des fibres élastiques par coloration à l’orcéine (objectif x40). 

 

En absence de traitement à l’AngII la structure de la paroi artérielle des souris αv
SMKO 

est identique à celle des souris WT (épaisseur de la média et MCSA identiques). Après 

traitement à l’AngII nous avons observé une hypertrophie de la paroi dose-dépendante chez 

les souris WT, et les chez les souris αv
SMKO.   

II.3.2. Etude des propriétés mécaniques artérielles : échotracking de l’artère carotide 

Les souris αv
SMKO ont une distensibilité carotidienne à la PAM plus élévée que les 

souris WT (13,3 ± 0,7 vs 10,3 ± 0,6 mmHg-1 .10-3 p=0,002 ; Tableau 3) sans modification de 

la PA, du diamètre ou du module élastique.  

Après traitement à l'Ang II, nous confirmons l’augmentation de PA chez les animaux 

anesthésiés dans les deux groupes comparés aux souris sans traitement à l’Ang II (Tableau 3). 

Chez les souris αv
SMKO traitées avec 0,3 mg/kg/jour d’Ang II, la PAD et la PAM sont 

augmentées de manière significative. Après traitement à l'Ang II avec 1,5 mg/kg/jour nous 

avons observé une augmentation significative de la PAS, la PAD et la PAM (Tableau 3). 

Apres le traitement par une faible dose d’Ang II (0,3 mg/kg/jour) la distensibilité 

mesurée dans la variation de la PA au range commun entre les 80 et 92 kPa est augmentée 
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uniquement chez les souris αv
SMKO par rapport aux souris WT (12,1 ± 0,2 vs 8,5 ± 0,3 mmHg-

1 .10-3) avec un déplacement de la courbe distensibilité-pression vers la haut par rapport aux 

autres groupes des souris (souris WT traitées et les deux groupes de souris non traitées - 

Figure 26A). Cette variation de la PA entre les 80 et 92 kPa a été choisie pour les mesures de 

la distensibilité (MDist) et le diamètre carotidien moyen (MDia) car dans cet intervalle nous 

pouvons tracer des courbes et mesurer la distensibilité, et le diamètre pour toutes les 6 

groupes de souris étudiées. En revanche, la forte dose d’Ang II (1,5 mg/kg/jour) diminue la 

distensibilité dans les deux groupes de souris traitées comparée à celle des souris sans 

traitement ou avec traitement par la faible dose d’Ang II (Figure 26B). Le déplacement de la 

courbe distensibilité-pression vers la haut se traduit par la moindre rigidité artérielle. A 

l’inverse, le déplacement de cette courbe vers le bas montre une rigidité augmentée. 

Après traitement à l’Ang II avec 0,3 mg/kg/jour nous avons observé une tendance à la 

diminution du module élastique uniquement chez les souris αv
SMKO. La courbe Einc-wall 

stress est légèrement décalée à droite (Figure 26C) chez les souris v
SMKO traitées par rapport 

aux souris non traitées. Le Wall stress moyen a été mesuré pour la variation au range commun 

entre les 600 et 850 kPa, car dans cet intervalle nous pouvons également tracer des courbes 

Einc-Wall stress pour toutes les 6 groupes de souris étudiées. Le déplacement de la courbe se 

traduit par l’augmentation du WS600-850  (329±19 kPa vs 279±12 chez les αv
SMKO non traitées ; 

P<0.05). Une diminution du module élastique avec une augmentation du Wall stress et le 

déplacement de la courbe Einc-wall stress vers la droite se traduit par la moindre rigidité 

artérielle. 

Après traitement à l’Ang II avec 1,5 mg/kg/jour nous avons mis en évidence une 

augmentation significative du module élastique chez les souris WT et αv
SMKO avec le 

déplacement de la courbe Einc-wall stress vers la gauche, ce qui exprime la rigidité élevée. 

Cette augmentation est similaire dans les deux groupes de souris (Tableau 3 ; Figure 26D).   
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Tableau 3 : Paramètres carotidiens mesurés chez les souris WT et αv
SMKO

 anesthésiées 

 WT  αvSMKO ANOVA 

 Contrôle Ang II 0,3 
mg/kg/j 

Ang II 1,5 
mg/kg/j Contrôle Ang II 0,3 

mg/kg/j 
Ang II 1,5 

mg/kg/j 
Effet 
gène 

Effet 
AngII 

Interacti
on 

Nb de souris 18 7 9 12 5 8    

PAS (mmHg) 102 ± 2 102 ± 3 116 ± 5* 93 ± 2 107 ± 2 112 ± 5* 0,31 <0,001 0,43 

PAD (mmHg) 70 ± 2 67 ± 3 75 ± 4* 59 ± 2 74 ± 3* 80 ± 3* 0,60 <0,001 0,04 

PAM (mmHg) 81 ± 2 79 ± 3 88 ± 4* 71 ± 2 85 ± 3* 90 ± 3* 0,45 <0,001 0,10 

PP (mmHg) 32 ± 2 35 ± 3 41 ± 2 34 ± 2 34 ± 1 33 ± 3 0,30 0,38 0,31 

Diamètre à PAM 
(mm) 0,51 ± 0,01 0,57 ± 0,01 0,60 ± 0,04 0,52 ± 0,02 0,54 ± 0,03  0,58 ± 0,02 0,04 0,21 0,42 

Distensibilité à PAM 
(mmHg-1 .10-3) 10,3 ± 0,6 10,7 ± 1,0 4,6 ± 0,4*§ 13,3 ± 0,7# 12,4 ± 1,2  4,4 ± 0,4*§ 0,002 <0,001 0,23 

Paramètres au range 
commun          

MDia80-92 (mm) 0,52 ± 0,01 0,59 ± 0,01 0,59 ± 0,04 0,56 ± 0,02 0,54 ± 0,02 0,57 ± 0,02 0,48 0,15 0,14 

MDist80-92 (mmHg-

1 .10-3) 
9,2 ± 0,5 8,5 ± 0,3 5,05 ± 0,2*§ 7,6 ± 0,4 12,1 ± 0,2* 4,9 ± 0,3*§ 0,10 <0,001 <0,001 

MWS600-850 (kPa) 296 ± 11 297 ± 10 192 ± 15*§ 279 ± 12 329 ± 17* 181 ± 9*§ 0,91 <0,001 0,21 

Epaisseur (µm) 16,3 ± 0,7 22 ± 1,1* 27,9 ± 1,9*§ 15,7 ± 0,6 19,7 ± 1,4 23,6 ± 1,5* 0,02 <0,001 0,24 

MCSA à PAM (µm2) 21 ± 1 23 ± 2 35 ± 3*§ 21 ± 1 23 ± 2 29 ± 2*§ 0,3 <0,001 0,24 

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM. MDia – diamètre moyen, MDist - distensibilité moyenne, MWS – Wall Stress moyen : ces 
paramètres sont calculés en variation du range commun pour toutes les 6 groupes de souris. *P<0,05 vs contrôles dans la même souche ; #P<0,05 vs 
WT avec le même traitement; §P<0,05 vs traitement à 0,3 mg/kg/j d’AngII dans la même souche. 
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Fig. 26. Distensibilité et module élastique (courbe Einc/WS) de l’artère carotide des 
souris WT et αv

SMKO
 à l’état basal et après traitement à l’Ang II  

A – B courbes distensibilité-pression : souris WT et αv
SMKO non traitées et après AngII : A - 

0,3 mg/kg/jour d’AngII ; B - 1,5 mg/kg/jour d’AngII 
C - D courbes Einc-Wall stress : souris WT et αv

SMKO non traitées et après AngII : A - 0,3 
mg/kg/jour d’AngII; B - 1,5 mg/kg/jour d’AngII. 
n = nombre d’animaux ; Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM. 

 
Par rapport aux souris WT, les souris αv

SMKO ont le même niveau basal de PA mais 

elles presentent une distensibilité carotidienne à PAM plus elevée. Nous avons montré qu’une 

dose submaximale d’Ang II (0,3 mg/kg/jour) augmente la distensibilité et diminue la rigidité 
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(Einc) uniquement chez les souris αv
SMKO. En revanche, en réponse à une forte dose d’AngII 

(1,5 mg/kg/jour) les carotides des souris αv
SMKO se comportent comme celles des WT avec une 

diminution de la distensibilité et une augmentation de la rigidité (Einc).  

 

II.4. Etude de la fibrose dans la paroi artérielle des souris WT et αv
SMKO à l’état basal ou 

après traitement à l’Ang II  

II.4.1. Mesure du collagène total dans la média carotidienne 

II.4.1.1. Mesure du collagène total par coloration au Rouge Sirius 

Aucune différence significative de la densité de collagène n’a été observée à l’état 

basal entre les deux groupes de souris étudiés : 25,5 ± 0,3 (WT) vs 26,3 ± 0,4% (v
SMKO).  

Le traitement par l’AngII induit une augmentation dose-dépendante de la densité de 

collagène dans les deux groupes de souris par rapport aux souris non traitées (Trend ANOVA 

p<0.01). Cette augmentation est significativement plus importante chez les animaux traités 

avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II par rapport aux animaux traités avec 0,3 mg/kg/jour d’Ang 

II (35,5 ± 0,6 vs 29,6 ± 0,5 chez les souris WT ; p<0.01 et 30,3 ± 0,6 vs 27,8 ± 0,5 chez les 

souris v
SMKO ; p=0.03). L'augmentation de la densité de collagène en réponse au traitement 

par l'Ang II avec 1,5 mg/kg/jour est moindre chez les souris v
SMKO (30,3 ± 0,6% chez les 

souris v
SMKO vs 35,5 ± 0,6% chez les souris WT ; p<0.01; Fig. 27A-B). 
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A 

 
B 

Fig. 27. Détection du collagène total dans l’artère carotidienne des souris WT et v
SMKO 

à l’état basal et après traitement à l’Ang II : 
A – marquage des fibres du collagène par coloration au Rouge Sirius (objectif x40) ;  
B – ratio de la densité de collagène par rapport à la surface totale de la média: N= nombre 
d’animaux ; Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs animaux non 
traités dans la même souche ; #P<0,05 vs WT avec le même traitement; §P<0,05 traitement à 
0,3 vs 1,5 mg/kg/jour d’Ang II dans la même souche.  

 

II.4.1.2. Mesure du collagène fibrillaire par microscopie multiphotonique à génération de 

seconde harmonique (SHG)  

Nous avons également utilisé la microscopie multiphotonique à génération de seconde 

harmonique (SHG) pour mesurer la fluorescence intrinsèque associée au collagène total 

(Figure 28A). Les résultats obtenus confirment ceux trouvés par coloration au Rouge Sirius : 

les souris v
SMKO ont moins de collagène fibrillaire que les souris WT.  

Ces mesures ont été faites en absence de traitement à l’AngII ou présence d’un 

traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’AngII. En absence de traitement il n’y a pas de différence de 

signal SHG par le collagène dans la média carotidienne chez les souris αv
SMKO  par rapport 

aux souris WT: 8,6 ± 2 vs 7,5 ± 1,1 moyenne de gris/pixel (Figure 28B).   

Chez les animaux traités avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II, nous avons montré une 

augmentation du signal SHG chez les souris WT et pas d’augmentation chez les αv
SMKO 

(Figure 28A-B). 
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A 

 
B 

Fig. 28. Détection du collagène total dans l’artère carotidienne des souris WT et v
SMKO 

à l’état basal et après traitement à l’Ang II :  
A – signal SHG par le collagène total par la microscopie multiphoton SHG chez les souris 
WT et v

SMKO non traitées et après traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II ;  
B – ratio du signal SHG par le collagène par rapport à la surface totale de la média :  
n = nombre d’animaux ; Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs 
animaux non traités dans la même souche.  

      

 

II.4.1.3. Mesures dans des protéines associées à la fibrose la média carotidienne par 

immunohistochimie 

L’analyse des marqueurs de fibrose a été réalisée en immunohistochimie sur les 

carotides des souris WT et αv
SMKO à l’état basal ou après traitement par l’Ang II à 1,5 

mg/kg/jour. Les résultats sont présentés dans le Tableau 4 et la Figure 29. 

Le traitement par l’Ang II induit une augmentation significative de l’expression de la 

sous-unité αv chez les souris WT et chez les souris αv
SMKO. 

En absence de traitement par l’AngII les souris WT et αv
SMKO ont des niveaux 

similaires  d’expression de différentes chaines de collagène (1A1, 1A2, 3A1), de fibronectine 

et de TGFβ1. Après traitement par l’Ang II nous avons mis en évidence, pour les chaines de 

collagène étudiées (le collagène 1A1, 1A2 et 3A1) ainsi que pour la fibronectine et le TGFβ1, 

une augmentation significative de ces protéines dans les carotides des souris WT et αv
SMKO. 

Concernant la fibronectine et le Col1A1 cette augmentation est à une tendance à être plus 

importante dans le groupe WT comparé aux souris αv
SMKO (Interaction : = 0.08 pour le 

Col1A1 et 0.13 pour la fibronectine). Cette augmentation est significativement plus 

importante pour le Col1A2, le Col3A1 et le TGFβ1 dans le groupe WT comparé aux souris 

αv
SMKO (interaction : = 0.02 pour le Col1A2 ; 0.03 pour le Col3A1 et 0.04 pour le TGFβ1).
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Tableau 4 : Marqueurs de fibrose chez les souris WT et αvSMKO
  

 

WT αv
SMKO ANOVA 

Contrôle Ang II 
1.5mg/kg/jour Contrôle Ang II 

1.5mg/kg/jour Effet gène Effet Ang Interaction 

7 9 8 8    

Col1A1 36,2 ± 4,1 57,7±3,5* 29,5±3,4 38,6±3# <0,001 <0,001 0,08 

Col1A2 32,1±1,6 60,2±3,5* 31,4±2,3 45,9±2,4* # 0,01 <0,001 0,02 

Col3A1 32,5±1,3 55,6±3,4* 30,4±2,7 41,1±2,5*# <0,001 <0,001 0,03 

Fibronectine 
cellulaire 27,6±3,9 52,0±4* 25,1±2,5 39,3±1,8* # 0,03 <0,001 0,13 

TGF- 43,5±4 68,1±2,3* 31,2±2,4 43,5±3,5* # <0,001 <0,001 0,04 

SM-MHC 56,6±1,3 66,0±1,8* 42,6±3,9# 57,9±2,8* # <0,001 <0,001 0,26 

Intégrine v 57,2±2,8 64,6±2,9 (p=0,07) 31,9±2,9# 47,6±4* # <0,001 <0,001 0,2 

% de la densité de chaque marqueur par rapport à la surface totale de la média. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs contrôles 

dans la même souche ; #P<0,05 vs WT avec le même traitement.  
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Fig. 29. Immunohistochimie des marqueurs de fibrose dans l’artère carotide chez les 
souris WT et αv

SMKO à l’état basal et après traitement avec 1,5 mg/kg/jour d'Ang II 
(objectif x40).  

En absence de traitement par l’AngII les CMLVs de souris αv
SMKO expriment moins la 

SMMHC que celles des souris WT. Après traitement à l’Ang II nous avons mesuré une 

augmentation de la SMMHC dans les deux groupes. L’expression de la SMMHC reste 
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significativement moins importante chez les souris αv
SMKO comparée aux souris WT 

(P<0.001) 

En abscence de traitement à l’AngII les souris αv
SMKO et WT ont une expression 

similaire des principales protéines matricielles (Col1A1, Col1A2, Col3A1, fibronectine). En 

réponse à l’Ang II, nous avons montré par détection du collagène total (Rouge Sirius et SHG) 

et également des 3 principaux types de collagènes vasculaires (Col1A1, Col1A2, Col3A1 par 

immunomarquage), une réponse fibrotique significativement plus faible chez les souris αv
SMKO 

comparées aux souris WT. Cette diminution de la fibrose est aussi retrouvée pour la 

fibronectine et le TGF-β.  

 

II.5. Etude des voies de signalisation de l’intégrine αv chez les souris WT et αv
SMKO à 

l’état basal et après traitement à l’Ang II  

Nous avons étudié par Western Blot les principales protéines (formes natives et 

activées) impliquées dans les voies de signalisation de l’intégrine αv : la taline (Figure 30), Src, 

FAK et Akt (Figure 31) chez les souris WT et αv
SMKO à l’état basal et après traitement par 

l’AngII avec 1,5 mg/kg/jour.  

Les résultats obtenus montrent, qu’il n’y a pas de différence significative pour la taline, 

FAK, Src et Akt entre les deux groupes de souris WT et αv
SMKO avec ou sans traitement à 

l’Ang II (Figure 30 A-B, Figure 31 A-B). 

 
A 

 
B 

 
Fig. 30. Expression de taline dans les aortes des souris WT et αv

SMKO au niveau de base 
et après traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II :  
A - B : Quantification des western blot : rapport protéine native ou clivée/protéine totale : A - 
à l’état basal ; B - après 1,5mg/kg/jour d’AngII. 
n = nombre d’animaux ; le taux d’expression de protéine totale chez les souris WT est mis à 1. 
Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM.  
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A 

 
B 

Fig. 31. Expression de Src, de FAK et d’Akt dans les aortes des souris WT et αv
SMKO au 

niveau de base et après traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II :  
A – B : Quantification des westerns blot : rapport protéines phosphorylées/protéines totales: 
A - à l’état basal; B -  après 1,5mg/kg/jour d’AngII.  
n = nombre d’animaux. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM. 
 
II.6. Etude de la réactivité vasculaire in vitro chez les souris WT et αv

SMKO à l’état basal 

ou après traitement in vivo à l’Ang II avec 1,5 mg/kg/jour : contraction/relaxation des 

carotides isolées.  

En réponse à la Phe, nous observons une augmentation du Emax chez les souris 

αv
SMKO par rapport aux souris WT (Emax : 3,7 ± 0,5 vs 1,9 ± 0,3 mN, Figure 32A, Tableau 5) 

et aucune modification de la sensibilité (pD2). Le traitement avec l’Ang II induit une 

diminution significative de la contraction uniquement chez les souris αv
SMKO, donc il n’y a 

plus de différence du Emax entre les souris WT et αv
SMKO après l’Ang II. Le traitement par 

l’AngII diminue égalemet la sensibilité (pD2) à la Phe (ANOVA effet AngII ; p=0.04) de 

façon similaire dans les deux groupes de souris (Figure 32A, Tableau 5).  

La relaxation induite par le SNP est identique dans les deux groupes de souris et elle 

n’est pas modifiée par le traitement à l’Ang II (Figure 32B, Tableau 5).  

A l’état basal la relaxation induite par l’Ach est similaire chez les αv
SMKO et les souris 

WT (Figure 32C, Tableau 6). Le traitement in vivo par l’Ang II ne modifie pas la relaxation 

induite par l’Ach chez les souris WT. En revanche, la relaxation induite par l’Ach est 

significativement diminuée chez les souris αv
SMKO (diminution du Emax et augemntation du 

pD2 - Figure 32D, Tableau 6). La relaxation induite par l’Ach est très fortement diminuée en 

présence d'un inhibiteur de NO L-NAME 1(0-4 mol/L) dans les deux génotypes : Emax est 

11,1 ± 5% chez les WT et 6,8 ± 2,7% chez les αv
SMKO. Des résultats similaires ont été obtenus 

chez les souris traitées par l’Ang II sans diffé rence entre les souris WT et αv
SMKO (Figure 

32C-D).  



 

92 
 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

-9 -8 -7 -6 -5 -4

Phe (log M)

R
ep

on
se

 (m
N

)

WT (n = 7)

αvSMKO (n = 7)

WT + Ang II (n = 6)

αvSMKO + Ang II (n = 6)

 
A 

-20%

-10%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

110%

120%
-9 -8 -7 -6 -5 -4

Ach (log M)

R
el

ax
at

io
n 

(%
)

WT (n = 5)

αvSMKO (n = 6)

WT + L-NAME (n = 5)

αvSMKO + L-NAME (n = 8)

 
C 
 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

110%

120%
-9 -8 -7 -6 -5

SNP (log M)
R

el
ax

at
io

n 
(%

)

WT (n = 5)

αvSMKO (n = 6)

WT + Ang II (n = 4)

αvSMKO + Ang II (n = 5)

 
B 

-20%
-10%

0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%

100%
110%
120%

-9 -8 -7 -6 -5 -4

Ach (log M)

R
el

ax
at

io
n 

(%
)

WT + Ang II (n = 4)

αvSMKO + Ang II (n = 6)

WT + Ang II + L-NAME (n = 5)

αvSMKO + Ang II + L-NAME (n = 6)

 
D 

Fig. 32. Réactivité vasculaire dans les carotides des souris WT et αv
SMKO à l’état basal et 

après l’Ang II avec 1,5 mg/kg/jour :  
A – courbes dose-réponse à la Phe ; B - courbes dose-réponse au SNP en présence d’Indo ; C 
- courbes dose-réponse à l’Ach en absence et en présence de L-NAME ; D - courbes dose-
réponse à l’Ach après traitement in vivo à l’Ang II en absence et en présence de L-NAME.  
n = nombre d’animaux. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM.  
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Tableau 5 : Réactivité vasculaire dans les carotides des souris WT et αv
SMKO en absence et après traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’AngII 

   WT  αv
SMKO  ANOVA 

 
 

Agoniste Contrôle 
AngII 

1.5mg/kg/jours 
Contrôle 

AngII 

1.5mg/kg/jours 

Effet 

gène 
Effet AngII Interaction 

C
on

tr
ac

tio
n 

Phe 

Nb de  souris 7 6 7 6    

Emax (mN) 1,9 ± 0,3 1,2 ± 0,4 3,7 ± 0,5# 1,3 ± 0,4* 0,03 <0,001 0,06 

pD2 -6,1 ± 0,2 -5,8 ± 0,2 -6,4 ± 0,2 -5,9 ± 0,2 0,23 0,04 0,65 

R
el

ax
at

io
n 

Ach 

Nb de  souris 5 4 6 6    

Emax (%) 80,9 ± 7,2 71,7 ± 11,6 93,9 ± 7,1 58,0 ± 8,0* 0,96 0,01 0,12 

pD2 -7,7 ± 0,3 -7,1 ± 0,2 -7,8 ± 0,1 -6,6 ± 0,2* 0,42 <0,001 0,28 

SNP  

Nb de  souris 5 4 6 5    

Emax (%)) 
104,3 ± 

10,1 
95,6 ± 6,0 90,5 ± 5,6 85,1 ± 3,3 0,09 0,31 0,81 

pD2 -7,7 ± 0,1 -7,7 ± 0,3 -7,7 ± 0,1 -7,5 ± 0,2 0,30 0,21 0,15 

(Emax) - la concentration en agoniste provoquant 50% des réponses maximales (EC50) ; pD2 - le logarithme négatif des valeurs d’EC50. Les valeurs 

sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs contrôles dans la même souche ; #P<0,05 vs WT avec le même traitement. 
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Chez les souris αv
SMKO dans les carotides sans traitement à l’AngII nous avons observé 

une augmentation de la réponse contractile à la Phe. Après traitement par l’Ang II (1,5 

mg/kg/jour) la réponse contractile à la Phe diminue fortement chez les souris αv
SMKO et revient 

au même niveau que chez les souris WT.  

En présence d’un traitement à l’AngII, la relaxation induite par l’Ach dans les 

carotides des souris αv
SMKO est alterée (diminution de l’Emax et du PD2) par rapport aux WT.  

 

Conclusion 

 L’invalidation de la sous-unité αv dans les CMLVs induit, au niveau carotidien, une 

augmentation de la distensibilité in vivo et de la contractilié in vitro à la Phe. Dans le modèle 

d’hypertension chronique et de fibrose artérielle induit par l’administration d’Ang II nous 

avons montré que l’invalidation de la sous-unité αv protége les vaisseaux contre le 

développement de la fibrose : une même augmentation de la PA en réponse à l’AngII chez les 

souris WT et αv
SMKO se traduit chez les souirs αv

SMKO par une moindre réponse fibrotique de la 

paroi artérielle. 
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III. Implication de la vimentine dans la rigidité artérielle 
III.1. Expression des protéines des filaments intermédiares dans l’artère carotide 

Nous avons étudié l'expression de la vimentine dans les carotides de souris adultes en 

Western blot et immunomarquage. Nous confirmons l’expression de la vimentine dans l’aorte 

et la carotide des souris CTL et son absence chez les souris invalidées pour la vimentine 

(Vim-/-) (Figure 33 A-B). Nous avons réalisé des doubles marquages pour la vimentine et un 

marqueur spécifique des CMLVs (-SMA) et/ou des cellules endothéliales (CD31- CE) : nos 

résultats montrent que la vimentine est présente dans les CMLVs et dans les CEs des souris 

contrôles (CTL) (Figure 33 C-D).  

 

Fig. 33. Expression de la vimentine chez les souris contrôles (CTL) et invalidées pour la 
vimentine (Vim-/-) dans la paroi aortique et carotidienne : A - Western Blot ; B - marquage 
par immunofluorescence : les images ont été réalisées avec un microscope (Zeiss SP5, 
France) (objectif x40). CTL : souris control, Vim-/- : souris KO pour la vimentine ; C - triple 
marquage : -SMA (CMLV) ; vimentine ; DAPI ; D - triple marquage : CD31 (CE) 
(CMLV) ; vimentine ; DAPI ; C-D - la superposition des trois marqueurs montre, en jaune, 
une localisation de la vimentine dans lec CMLV (C) et dans les CE (D). 
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Les études précédentes ont montré que la synemine, autre membre de la famille des IF, 

est également présente dans les CMLVs et les CEs dans l'embryon de souris (Izmiryan et al. 

2009). Dans les vaisseaux, sa présence dans les filaments est conditionnée par la présence de 

la vimentine mais pas de la desmine (Xue et al. 2004). Nous avons confirmé cette observation 

chez les souris adultes par immunofluorescence (Figure 34). Nous avons montré que la 

vimentine et la synemine sont présentes dans les carotides des souris CTL et invalidées pour 

la desmine (Des-/-) : le marquage montre une colocalisation de la vimentine et de la synémine 

chez les souris CTL, et Des-/-. Nous confirmons l’absence de synémine dans les souris KO 

pour la vimentine (Vim-/-). En revanche, la vimentine est présente dans les souris synémine 

KO (Syn-/-).  

 

Fig. 34. Expression des filaments intermédiares chez les souris invalidées pour la 
vimentine, la synémine ou la desmine.  
Marquage par immunofluorescence : les images ont été réalisées avec un microscope (Zeiss 
SP5, France), échelle = 25 µm. Vimentine (rouge) ; Synémine (vert) Noyeaux (bleu) ; Jaune 
(co-localisation Synémine-Vimentine).CTL : souris control ; Vim-/- : souris KO pour la 
vimentine ; Syn-/- : souris KO pour la synmémine ; Des-/- : souris KO pour la desmine. 
 

III.2. L’invalidation de la vimentine induit une augmentation de la rigidité artérielle 

III.2.1. Mesure de la pression artérielle  

La pression artérielle chez les souris Vim-/- conscientes est significativement plus 

basse que celle des souris CTL : 91 ± 4 vs 111 ± 11 mmHg. En revanche il n’y a pas de 

différence entre les souris Syn-/- et les CTL : 107 ± 11 vs 111 ± 11 mmHg. Il n’y a également 

pas de différence entre les souris double KO (Vim-/-Syn-/-) et les CTL : 105 ± 14 vs  111 ± 11 

mmHg (Tableau 6). Chez les animaux anesthésiés la diminution de pression artérielle (PAS, 

PAD et PAM) persiste chez les souris Vim-/-. 

III.2.2.Etude de la structure de la paroi artérielle chez les souris invalidées pour la 

vimentine et la symémine dans des CMLVs 

L’épaisseur et la MCSA de la media carotidienne sont identiques chez les souris Vim-/- 

et Syn-/- par rapport aux animaux CTL (Tableau 6). Une augmentation de la MCSA a été 
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mesurée chez les souris double KO Vim-/-Syn-/- : 32 ± 1 vs 25 ± 2 µm2 par rapport aux souris 

CTL (Tableau 6).  

III.2.3. Mesure des propriétés mécaniques artérielles : échotracking de l’artère carotide 

Chez les souris Vim-/- la courbe pression-distensibilité est décalée vers le bas par 

rapport à la courbe de souris CTL (Figure 36A). La distensibilité dans un range commun de 

PAM (80-92 mmHg) est plus faible chez les souris Vim-/- comparées au CTL (12,2 ± 2 vs 6,0 

± 1). La courbe Einc-Wall Stress est decalée vers la gauche (Figure 36B) chez les souris Vim-

/- comparée aux souirs CTL. Pour une même variation de module élastique (entre 400 et 800 

kPa) le Wall Stress moyen est diminué chez les souris Vim-/- par rapport aux souris CTL : 256 

± 20 chez les CTL vs 194 ± 5 kPa chez les Vim-/- : il y a donc une augmentation de la rigidité 

artérielle chez les souris Vim-/-. Les souris double KO Vim-/-Syn-/- ont montrées des résultats 

identiques aux souris Vim-/-, ce qui souligne l’importance de la vimentine dans le 

développement de la rigidité carotidienne. Il n’y a pas de modification chez les souris Syn-/- 

comparées aux souris CTL (Figure 35A-B, Tableau 6).  

Ces résultats nous ont permis d’identifier le rôle de vimentine dans le développement 

de la rigidité artérielle. La diminution de la distensibilité et du Wall Stress de la carotide se 

traduisent par l’augmentation de la rigidité artérielle chez les souris Vim-/-. En revanche 

l’absence de synémine ne modifie pas les propriétés mécaniques de l’artère. Toutes les 

analyses cellulaires et moléculaires suivantes ont été réalisées sur les souris Vim-/- vs les 

souris CTL. 
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Fig. 35. Distensibilité et module elastique (courbe Einc/WS) de l’artère carotide chez les 
souris CTL, Vim-/-, Syn-/- et chez les doubles KO Vim-/-Syn-/-) : 
A – courbes distensibilité-pression ; B - courbes Einc-Wall stress. Les valeurs sont exprimées 
en moyennes ± SEM. n = nombre d’animaux ; CTL : souris control ; Vim-/- : souris KO pour 
la vimentine ; Syn-/- : souris KO pour la synmémine ; Vim-/-Syn-/- : souris double KO.  
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Tableau 6. Parametres carotidiens mesurés chez les souris CTL, Vim-/-, Syn-/- et Vim-/-

Syn-/-
  

 CTL Vim-/- Syn-/- Vim-/-Syn-/- ANOVA  

Nb de souris 8 6 7 5  

Souris conscientes      

PAS, mmHg 111 ± 10,5 91 ± 4* 107 ± 11 105 ± 14 0,013 

Souris anesthésiées      

PAS, mmHg 114 ± 4 91 ± 2* 106 ± 5 109 ± 9 0,02 

PAD, mmHg 80 ± 3 62 ± 2* 74 ± 4 69 ± 4 0,01 

PAM, mmHg 91 ± 3 72 ± 1* 85 ± 4 82 ± 6 0,01 

PP, mmHg 35 ± 2 29 ± 3 32 ± 3 40 ± 6 0,17 

FC, bpm 347± 21 348 ± 14 436 ± 11 407 ± 16 0,07 

Paramètres au 

range commun 
     

MDia80-92 (µm)  525 ± 30 534 ± 20 519± 34 508 ± 42 0,95 

MDist80-92 (10-3 

mmHg-1) 
12,2 ± 1,5 6,0 ± 0,3* 10,6 ± 1,8 6,4 ± 0,9* 0,01 

MWS400-800 (kPa)  256 ± 20 194 ± 5* 220 ± 26 194 ± 22* 0,09 

Histologie de la 

carotide 
     

MCSA mm210-3 25 ± 2 24 ± 1# 27 ± 1 32 ± 1* 0,03 

Epaisseur, µm 21 ± 2 21 ± 1 28 ± 2* 25 ± 3 0,01 

Contenu en 

élastine, % 
52,7 ± 1,6 49,3 ± 1,3 52,8 ± 2,5 48,5 ± 1,8 0.47 

Contenu en 

collagène, % 
27,2 ± 0,6 25,7 ± 0,9 27,6 ± 1,5 28,4 ± 1,5 0.23 

 

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM. *P<0,05 vs les souris CTL,  # P<0,05 vs 
Vim-/-Syn-/-.  

 

III.3. Expression des composants de la membrane basale dans les souris Vim-/-. 

Aucune différence significative de la densité de collagène et d’élastine n’a été observée entre 

les 2 groupes de souris (Tableau 6, Figure 36 A-D). 
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Fig. 36. Détection du collagène totale et de l’élastine dans l’artère carotide chez les souris 
CTL et Vim-/- : A - marquage des fibres élastiques par coloration à l’orcéine (objectif x40) ; 
B - ratio d’élastine par rapport à la surface totale de la média. C – marquage des fibres du 
collagène par coloration au Rouge Sirius (objectif x40) ; D – ratio du collagène par rapport à 
la surface totale de la média. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM. CTL : souris 
control ; Vim-/- : souris KO pour la vimentine. 

 

L’invalidation de la vimentine induit une augmentation de l'expression ARNm des 

laminines 2, 4 et 1 sans modification significative des ARNm des chaines 1A1, 3A1 et 

8A1 du collagène, ainsi que de l’élastine et de la fibronectine (Figure 37A). L’analyse en 

Western Blot montre que la fibronectine et la laminine sont augmentées dans la carotide des 

souris Vim-/- comparées aux souris CTL (Figure 37D-E). L’immunomarquage indique que la 

laminine, la fibronectine, le collagène IV et le perlecan sont augmentés au niveau de la 

membrane basale sous-endothéliale dans la carotide des souris Vim-/- comparées aux souris 

CTL (Figure 37B-C). La VE-cadhérine qui est un marqueur spécifique de l’endothélium est 

augmentée dans la carotide des souris Vim-/- comparées aux souris CTL (Figure 37C). 

L’augmentation de l’expression de laminine est confirmée au niveau génique et protéique, 

alors que l’expression de fibronectine a été détectée seulement au niveau protéique. 
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Fig. 37. Expression des protéines de la MEC (le collagène de type 1A1, la fibronectine et 
la laminine) dans les aortes et les carotides chez les souris CTL et Vim-/- :  
A – Expression relative des ARNm des gènes codant pour des protéines de la MEC : les 
valeurs sont calculées par rapport à l’expression de la GAPDH. B-C – Marquage par 
immunofluorescence : les images ont été réalisées avec un microscope (Ziess SP5, France) 
(objectif x40), échelle = 25 µm ; D - Western Blot ; E – quantifications de Western Blot : 
l’expression relative des protein est calculé par repport à l’expression de la GAPDH. Les 
valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs CTL, ***P<0,001 vs CTL. CTL : 
souris control, Vim-/- : souris KO pour la vimentine ; lum = lumière vasculaire ; COL 1A1 : 
chaine 1 du collagène de type 1 ; COL 3A1 : chaine 1 du collagène de type 3 ; COL 8A1 : 
chaine 1 du collagène de type 8 ; LAMA2 : chaine 2 de la laminine ; LAMA4 : chaine 4 
de la laminine ; LAMB2 : chaine 2 de la laminine. 

 

L’analyse en microscopie électronique (Figure 38) montre l’augmentation de la 

densité de la membrane basale entre les CEs et la limitante élastique interne (indiqué par les 

flèches bleues) chez les souris Vim-/- par rapport aux souris CTL. Ceci pourrait correspondre à 

l'augmentation des composants de la membrane basale. Chez les souris CTL, les CMLVs 

présentent des projections « finger-like » (indiqué par les flèches blanches) ce qui permet 

l’ancrage aux lames élastiques (Figure 38). Chez les Vim-/-, les CMLVs présentent moins de 

projections et leur membrane basale est plus lisse. Les corps denses dans les projections 

« finger-like » sont présents à la fois dans les souris Vim-/- et les souris CTL.  
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Fig. 38. Ultrastructure  des carotides chez les souris Vim+/+ et Vim-/- : 
Microscopie électronique : Les coupes ultrafines ont été observées avec un microscope Zeiss 
oméga MET. SMC = CMLV, EL = limitante élastique, EC = cellules endothéliales, lum = 
lumière vasculaire. CTL : souris control, Vim-/- : souris KO pour la vimentine. 

 

III.4. Modification des protéines impliquées dans les adhésions focales et des récepteurs 

membranaires de CMLVs des souris Vim-/-  

III.4.1. Modification de l’expression de protéines d’adhésions focales et de protéines 

contractiles chez les souris Vim-/- dans la paroi vasculaire 

L'expression ARNm des récepteurs d’adhésions focales (EDNRB, VEGFR2, Tie2) et 

de récepteur de minéralocorticoïde (MR) est augmentée chez les souris Vim-/- par rapport aux 

souris CTL. L’expression des gènes spécifiques des CMLs tels que l’α-SMA, la SMMHC et 

la smootheline n’est pas modifiée au niveau des ARNm (Figure 39A). Le marquage 

immunofluorescenent n’a également pas montré la différence dans l’expression d’α-SMA 

entre les souris CTL et Vim-/- (Figure 39B). Cependant, la quantification des ces molècules en 

Western blot et leur analyse en immunofluorescence montrent que la SMMHC et la 

smootheline sont diminuées chez les souris Vim-/- comparées aux souris CTL (Figure 39B-D).  
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Fig. 39. Expression des recepteurs membranaires et des protéines contractiles : dans les 
aortes et les carotides chez les souris Vim+/+ et Vim-/- :  
A – Expression relative des ARNm des gènes codant pour des protéines les récepteurs 
membranaires et les protéines contractiles des CMLV : les valeurs sont calculées par rapport à 
l’expression de la GAPDH. B – Marquage par immunofluorescence : les images ont été réalisées 
avec un microscope (Zeiss SP5, France) (objectif x40) ; C - Western Blot ; D - Quantification 
des western blot : l’expression relative des protein est calculé par repport à l’expression de la 
GAPDH. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs CTL.  
CTL : souris control, Vim-/- : souris KO pour la vimentine ; EDNRB : endothelin receptor type 
B ; VEGFR2 : Vascular endothelial growth factor receptor 2 , MR : récepteur aux 
minéralocorticoïdes ; ITGAV : intégrine αv, ITGB8 : intégrine β8. SMMHC : smooth muscle 
myosin heavy chain. 
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III.4.2. Augmentation de l’expression des protéines d’adhésions focales chez les souris Vim-/- 

dans la paroi vasculaire  

L'expression ARNm de sous-unités v et β8 (ITGAV, ITGB8), est augmentée dans les 

vaisseaux de souris Vim-/- par rapport aux souris CTL (Figure 40A). L'expression des gènes des 

jonctions intercellulaires (ZO-1 - Zonula occludens-1 protéine, claudine, JAM1 - Junctional 

adhesion molecule 1, CTNNB - β-catenine, VE-cadhérine) est augmentée dans les souris Vim-/-. 

L’expression de gènes de Cx37, de taline et vinculine est identique chez les deux génotypes. En 

revanche la E-cadhérine (ECADH) est diminuée dans les souris Vim-/- (Figure 40A-D) comparée 

aux souris CTL. La diminution de la E-cadhérine et l'augmentation de l'intégrine v ont été 

confirmées au niveau protéique par Western blot et analyse par immunomarquage (Figure 40B-

D).  

Afin d’analyser si l’invalidation de la vimentine modifie également les protéines du 

cytosquelette impliquées dans la liaison des intégrines au cytosquelette d'actine, nous avons 

quantifié la FAK (Figure 40A et 41A-B) et la taline en ARNm et en protéines (Figure 41A, 41C-

D). L’expression protéique de FAK n’est modifiée dans les souris Vim-/- bien que l’expression 

ARNm FAK soit augmentée. Nous avons mesuré une augmentation protéique de la taline dans 

les souris Vim-/- vs CTL (Figure 40C-D).  
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Fig. 40. Expression des gènes et des protéines de contacts focaux, des protéines de 
jonctions intercellulaires et du cytosquelette  dans les aortes et les carotides chez les 
souris CTL et Vim-/- : 
A – Expression relative par RT-qPCR des ARNm : les valeurs sont calculées par rapport à 
l’expression de la GAPDH; B – Marquage par immunofluorescence : les images ont été 
réalisées avec un microscope (Zeiss SP5, France) (objectif x40) ; C - Western Blot ; D - 
Quantification de Western Blot : l’expression relative des protein est calculé par repport à 
l’expression de la GAPDH. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs 
CTL ; **P<0,01 vs CTL. 
CTL : souris control, Vim-/- : souris KO pour la vimentine ; ITGAV : intégrine αv, ITGB8 : 
intégrine β8, FAK : focal adhesion kinase ; ZO-1 - Zonula occludens-1 prtoéine ; Cx37 – 
connexine 37 ; JAM1 : Junctional adhesion molecule 1 ; CTNNB : β-catenine. 

 
 

III.4.3. Altération de la signalisation cellulaire chez les souris Vim-/- dans la paroi 

vasculaire 

Afin d’analyser si les changements dans les protéines d'adhésions focales altère la 

signalisation cellulaire, nous avons étudié la phosphorylation de FAK, Src, et ERK1/2. Nous 

avons mesuré une augmentation de la phosphorylation de FAK, Src et ERK1/2 chez les souris 

Vim-/- par rapport aux souris CTL (Figure 41A-B). 
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Fig. 41. Expression de protéines de la signalisation intracellulaire FAK, Src et ERK1/2 
dans les aortes chez les souris CTL et Vim-/- : A – Western Blot ; B - Quantification des 
western blot : rapport protéines phosphorylées/protéines totales. Les valeurs sont exprimées 
en moyennes ± SEM ; *P<0,05 vs CTL, **P<0,01 vs CTL. FAK - focal ahesion kinase ; 
ERK1/2 - Extracellular signal-regulated kinase, early response kinase ½; Src - Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase. 

 

Conclusion 

Ces résultats montrent l’importance de la vimentine dans l’augmentation de la rigidité 

artérielle : l’invalidation de cette protéine induit une diminution de la distensibilité et une 

augmentation de Einc chez les souris Vim-/- par rapport à leurs contrôles. Ces changements 

sont accompagnés d’une PA diminuée chez les souris Vim-/-. Cela nous permet de conclure 

que la PA n’est pas le facteur principal determinant l’augmentation de la rigidité artérielle 

chez les souris Vim-/-. L’absence de différence d’épaisseur vasculaire, de MCSA, ainsi que le 

contenu en élastine et collagène dans la média carotidienne identique entre les souris Vim-/- et 

CTL montre que la rigidité acccrue n’est pas liée à l’hypertrophie ou au processus fibrosant. 

L’invalidation de la vimentine induit une augmentation de l’expression des protéines 

adhésives de la MEC (fibronectine, laminine), du cytosquelette (taline) et de la sous-unité αv 

des intégrines qui participe à la formation d’adhésions focales. Ceci pourrait être le 

mécanisme compensatoire pour maintenir le tonus et l’intégrité vasculaire malgré la 

perturbation de la formation des filaments inttermediaires cytosquelettiques liée à l’absence 

de la vimentine. Nous avons également mis en évidence une altération de la signalisation 

cellulaire liée à une augmentation de la phospohorylation des protéines FAK, Src et ERK1/2 
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chez les souris Vim-/-, protéines qui participent à la signalisation induisant la formation des 

adhésions focales.  

La diminution de l’expression des protéines de l’appareil contractile des CMLV (la 

SMMHC et la smootheline) induite par l’invalidation de la vimentine pourrait être liée à la 

diminution de la pression artérielle chez les souris Vim-/-. Cela nous montre l’importance de la 

vimentine pour l’intégrité de la paroi vasculaire et les interactions des CMLVs avec la MEC.  

En conclusion, l’invalidation de la vimentine entraine un remodelage de la paroi 

artérielle en affectant le phénotype des CMLVs, les interactions cellules-matrice et les voies 

de signalisation des intégrines. La résultante de ce rémodelage vasculaire est une 

augmentation de la rigidité arterielle.  
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Notre étude a porté sur les conséquences in vivo des modifications phénotypiques 

vasculaires et le développement de la rigidité artérielle induite par l’inactivation des gènes 

MR, de la sous-unité αv des intégrines ou de la vimentine chez la souris. Nous avons montré 

que la rigidité artérielle a une dépendance multifactorielle. Elle est hautement dépendante de 

l'organisation du cytosquelette des CMLV et de leurs interactions avec la MEC. Le 

développement de la rigidité artérielle est souvent associé avec l’hypertension et la fibrose 

vasculaire qui dépendent également des intégrines membranaires des CMLV tels que 

l’intégrine αv (Belmadani et al., 2008) et des interactions entre le MR et son ligand 

l’aldostérone (Barrett et al., 2013 ; Brown, 2013). 

Dans la première partie de ce travail nous avons analysé le rôle MR des CMLV dans la 

réactivité vasculaire. Chez des souris adultes, McCurley et al. (McCurley et al. 2012) ont 

utilisé un modèle d’inactivation conditionnelle du MR dans les CML induit par injections de 

tamoxifène : les souris ont été invalidées pour le MR pendant une durée de 2 mois avant 

d’être mise en mort. Dans ce modèle, il a été montré que la contraction à la Phe était identique 

chez les souris MRSMKO adultes (âge 3-4 mois) comparées aux souris contrôles de même âge. 

Parallèlement ils ont montré une augmentation de la vasodilatation endothélium-dépendante 

chez les souris MRSMKO adultes. En utilisant notre modèle d’inactivation constitutive du MR 

dans les CMLV dès la naissance, nous ne confirmons pas les résultats sur la relaxation. Nos 

données montrent que l’invalidation constitutive du MR dans des CMLV affecte à la fois les 

voies endothéliale en réponse à l’Ach et non-endothéliale en réponse au SNP. La relaxation 

endothélium-dépendante à l’Ach implique le NO ou sa combinaison avec la voie des  

prostanoïdes endogènes. Nous n’avons pas remarqué de différences de relaxation concernant  

la voie des prostanoïdes entre les souris CTL et MRSMKO. Nous avons trouvé que l'activité 

eNOS est augmentée chez les souris MRSMKO, suggérant un mécanisme compensatoire 

possible pour contrecarrer l’insensibilité relative des CMLV au NO. De plus, la relaxation 

induite par un analogue de cGMP (8-Br-GMPc) est similaire dans les deux groupes de souris 

MRSMKO et CTL. La diminution de l’activité de la guanylate cyclase peut expliquer la 

diminution de la réponse au SNP.  

Concernant la contraction, la réponse à la Phe a été independant d’endothélium et 

similaire dans les deux études (sans différence entre les souris CTL et MRSMKO). Les réponses 

au KCl et Ca2+ dans notre modèle ont été clairement diminuées chez les souris MRSMKO, alors 

que McCruley et al. n’ont pas montré la différence en réponse au KCl chez les souris adultes. 

Dans le modèle inductible utilisé dans le travail de McCruley et al, les différences de 
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réactivité sur la relaxation et contraction au KCl par rapport à notre modèle pourraient être la 

conséquence d’un temps d’inactivation trop court car survenant à l’âge adulte. 

L’activation des canaux calciques voltage - dépendant contribue au tonus myogénique 

tandis que les canaux potassiques activés par le Ca2+ (BKCa) contre-régulent la constriction 

myogénique. Dans nos études, comme dans les travaux de McCurley et al., il existe une 

diminution importante de la contraction des CMLV en réponse au Ca2+ extracellulaire chez 

les souris MRSMKO par rapport aux souris CTL. Nous avons montré que la libération du Ca2+ 

sarcoplasmique n’a pas été modifiée. Cela nous a permis de postuler que le stockage du Ca2+ 

intracellulaire n’était pas impliqué dans la réponse altérée au Ca2+ extracellulaire chez les 

souris mutantes. L’ensemble de ces résultats confirment une altération du couplage 

relaxation-contraction dans ce modèle d’inactivation du MR.  

Nous avons ensuite montré une diminution de la phosphorylation des protéines 

intervenant dans la contraction (MLCK, MLC2 et MYPT1) chez les souris MRSMKO par 

rapport aux souris CTL. Cela nous a permis de conclure que la présence du MR est 

indispensable pour maintenir une activation tonique de l’appareil contractile dans les CMLV. 

L’activation de la MLCK et la phosphorylation de la MLC sont considérées comme des 

événements clés dans l'initiation de la contraction des CML (Watanabe et al. 2001). Les 

inhibiteurs de MLCK empêchent la phosphorylation de MLC et bloquent la contraction des 

CML. L’inhibition de MLCK dans les CE diminue la relaxation endothélium-dépendante en 

empêchant l’augmentation du Ca2+ intracellulaire qui à son tour active la eNOS et la 

production du NO (Watanabe et al. 2001). Nos résultats sont en accord avec ces données 

concernant la diminution de la contraction induite par le Ca2+ chez les souris MRSMKO 

possiblement à cause de la diminution de la sensibilité des CMLV au Ca2+ et de la 

phosphorylation de MLCK Ca2+-dépendante.  

Selon des travaux précédents MYPT1 joue un rôle important dans la vasodilatation 

induite par les agents cGMP-sensibles tels que NO. La réduction de MYPT1 pourrait 

expliquer la diminution de la relaxation NO-dépendante (Ma et al. 2010) observé dans notre 

modèle de souris MRSMKO.  

En utilisant le même modèle de souris MRSMKO, recevant un traitement chronique par 

l’aldostérone et sel, Galmiche et al. (2014) ont montré une diminution de la rigidité artérielle 

indiquant que c’est bien le MR présent au niveau des CMLV qui contrôle l’élasticité de la 

paroi des artères. Nous avions noté une moindre augmentation de l’expression des intégrines 

(en particulière de la sous-unité α5) au niveau des CMLVce qui renforçait l’idée d’une 

implication forte de ces récepteurs dans la rigidité artérielle via la formation des attachements 
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cellules-matrice. Cette observation avec d’autres données du laboratoire nous ont conduit 

logiquement à poursuivre notre travail sur les intégrines des CMLV et fonction artérielle.   

Dans la deuxième partie nous avons étudié le rôle de la sous-unité αv des intégrines du 

muscle lisse vasculaire dans le développement de la rigidité et de la fibrose artérielle. Nous 

avons utilisé un modèle de souris invalidée de façon conditionnelle à l’âge adulte pour cette 

intégrine dans les CMLV. L’intégrine αvβ3 est associée à l'angiogenèse, l'inflammation, la 

perméabilité capillaire et la migration des CMLV ce qui représente une cible moléculaire 

prometteuse pour le traitement de la fibrose et de la re-sténose après une angioplastie 

(Kappert et al. 2001 ; Zhou et al. 2006 ; Li et al. 2009 ; Bunni et al. 2010).  

Dans ce modèle, nous avons démontré une diminution de la fibrose en réponse à 

l’administration chronique d’Ang II et ce de façon indépendante à l’augmentation de pression 

arétrielle. La sous-unité αv peut avoir plusieurs partenaires au niveau des CMLV : β1, β3, β5, β6 

et β8. Nous sommes été interessé en particulier à l’intégrine αvβ3 car elle est la plus présente 

sur les CMLV et joue un rôle important dans la formation des adhésions focales des CMLV à 

la MEC.  

Différentes études ont montré que l’augmentation de la PA chez les rats SHR est 

accompagnée de la surexpression des intégrines α5β1 et αvβ3 (Bézie et al. 1998 ; Intengan et 

al., 1999). D’autres études ont montré que l’invalidation d’intégrines α1β1 et αv (en 

particuliere αvβ1 et αvβ3) ne modifie pas la PA chez les rongeurs (Louis et al. 2007 ; Heerkens 

et al. 2006 ). Dans nos études nous n’avons également pas trouvé de différence de la PAS à 

l’état vigile chez les souris αv
SMKO comparées aux souris WT.  

Qiu et al. (2010) en utilisant des cultures de CMLV de singes (Macaca fascicularis) 

ont rapporté que l'augmentation de la rigidité des CMLV aortiques in vitro au cours du 

vieillissement est attribuable non seulement à des changements de la MEC mais également à 

l’augmentation de la rigidité intrinsèque des CMLV. L’inactivation spécifique de la sous-

unité αv dans les CMLV permet d’étudier le rôle de la voie αvβ3 sur la différenciation 

cellulaire et la rigidité artérielle in vivo. A l’état basal, nous avons constaté une augmentation 

de la distensibilité artérielle (mesurée au niveau de la PAM) chez les souris αv
SMKO par 

rapport aux souris WT sans modifications des contenus en élastine et collagène. Les courbes 

module élastique/contrainte circonférentielle sont identiques dans les 2 groupes.   

Nous avons également étudié l’influence de la sous-unité αv sur la rigidité artérielle et 

la fibrose dans un modèle d’hypertension artérielle en réponse à l’Ang II. La fibrose étant 

définie comme une accumulation du collagène dans la paroi artérielle notamment dans la 

média. La fibrose vasculaire a été étudiée en réponse à deux doses d’Ang II : 0,3 mg/kg/jour 
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(dose faible) et 1,5 mg/kg/jour (dose forte). Ces doses ont été choisiés selon les données 

bibliographiques (Louis et al. 2007 ; Jacobi et al. 2008 ; Stawski et al. 2014) pour étudier 

l’effet dose-dépendant d’Ang II sur les paramètres prinicpaux de la rigidité (la distensibilité et 

le module élastique) et l’implication de la sous-unité αv dans le développement de la rigidité 

artérielle. L’Ang II a entrainé une augmentation dose-dépendante du contenu en collagène de 

la média carotidienne dans le groupe WT qui n’est pas observée dans le groupe αv
SMKO  

Après traitement à l’Ang II à 0,3 mg/kg/jour nous avons constaté une augmentation de 

la distensibilité chez les souris αv
SMKO sans modification du module élastique par rapport aux 

souris WT. Ceci montre une moindre rigidité artérielle des souris αv
SMKO. Après traitement à 

1,5 mg/kg/jour d’Ang II nous avons mis en évidence une diminution de distensibilité et une 

augmentation du module élastique identiques chez les deux génotypes. Cela pourrait être 

expliqué par la non-intervention de la sous-unité αv dans le développement de la rigidité 

artérielle à cette dose d’Ang II. 

Au plan mécanistique, le développement de la fibrose vasculaire dépend de la voie 

Smad/TGF-β1 : nous avons constaté une moindre expression du TGF-β1 et des chaines 1A1 

et 1A2 du collagène de type I et de la chaine 3A1 du collagène de type III chez les souris 

αv
SMKO. Cette diminution de la quantité en collagène ne s’est pas traduite en termes 

d’élasticité puisqu’en présence de la forte dose d’Ang II, les changements de distensibilité et 

de module élastique sont comparables dans les 2 génotypes. 

Nos résultats sont en accord avec l’étude de Belmadani et al. (2008) qui ont rapporté 

une augmentation du dépôt du collagène de type I dans les artères mésentériques chez les 

souris hypertendues diabétiques, via l’activation de la voie Smad2. Cette activation est 

dépendante de l’expression de l’intégrine αvβ3 : en effet un antagoniste spécifique de 

l’intégrine αvβ3 (SB-223245) diminue la phosphorylation de Smad2 et l’expression du TGF-

β1 (Belmadani et al., 2008). Coleman et al. (1999) ont également montré que l’invalidation de 

l’intégrine αvβ3 réduit l’expression de TGF-β1 au sein de la paroi vasculaire chez les lapins 

avec hypercholestérolémie. D’autres études ont montré que l’invalidation de l’intégrine αv 

(αvβ6 et αvβ8) dans des fibroblastes et des myofibroblastes diminue l’activation du TGF-β1, 

inhibe l’expression de gènes profibrotiques (les gènes du Col1A1, Col3A1 et du TGF-β1) et 

permet ainsi de protéger certains tissus (foie, poumons, reins) du développement de la fibrose 

(Munger et al., 1999 ; Hahm et al., 2007 ; Henderson et al., 2013 ; Madala et al., 2013).  

Il a été montré que la stimulation à l’Ang II et/ou au TGF-β1 augmente l’expression de 

la sous-unité αv sur les CMLV (Byzova et al. 1998 ) et sur les fibroblastes cardiaques 

(Kawano et al. 2000). Chez nos souris αv
SMKO après l’invalidation conditionnelle il y a une 
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expression residuelle de la sous-unité αv dans les CMLV. Après 1,5 mg/kg/jour d’Ang II nous 

avons également montré une augmentation de l’expression d’intégrine αv dans la carotide 

chez les deux génotypes, mais le taux d’expression a été moindre chez les souris αv
SMKO. 

Cette moindre expression de la sous-unité αv chez les souris αv
SMKO peut donc expliquer moins 

de fibrose par rapport aux souris WT en réponse à l’Ang II. 

La voie TGF-β1 contrôle le phénotype contractile des CMLVs via les voies Smad3 et 

p38/MAPK. Ceci se traduit par une augmentation des marqueurs spécifiques du muscle lisse, 

tels que l’α-SMA, la SMMHC et la SM-calponine (Rensen et al. 2007 ; Pardali et al. 2010). A 

l’état de base comme en réponse à l’Ang II, l’expression de la SMMHC est plus faible chez 

les souris αv
SMKO par rapport aux animaux contrôles. Ces changements phénotypiques des 

CMLVs via la diminution de l’activation de la voie TGF pourrait être une explication à la 

diminution de la fibrose vasculaire chez la souris αv
SMKO.  

Les études de réactivité vasculaire montrent que les intégrines jouent un rôle important 

dans le maintien du tonus myogénique et de la vasoréactivité : l’activation des intégrines α4β1 

et α5β1 induit le renforcement de l’influx de Ca2+ via les canaux calciques de type L et une 

augmentation de la vasoconstriction dans des artérioles crémasteres chez les rats (Davis et al. 

2001 ; Wu et al. 2001 ; Waitkus-Edwards et al. 2002, Martinez-Lemus et al. 2005). En 

revanche, la stimulation de l’intégrine αvβ3 entraîne une inhibition significative des flux 

calciques dans les CMLV des artérioles, ce que suggère un lien avec des voies de 

signalisation Ca2+-dépendantes (Wu et al. 1998 ; Davis et al. 2001). L’invalidation de la sous-

unité αv pourrait dans ces conditions induire une vasoconstriction plus forte. Selon nos 

résultats, l’invalidation de la sous-unité αv induit une augmentation de la contraction à la Phe 

dans la carotide et une tendanse d’augmentation dans l’aorte chez les souris αv
SMKO. Ce 

résultat est en accord avec ces données bibliographiques. Le même niveau de rigidité 

artérielle en réponse à l’Ang II chez la souris αv
SMKO malgré des contenus plus faibles en 

collagène (Col1A1, Col1A2 et Col3A1) pourrait être en rapport avec une augmentation du 

tonus vasculaire à l’état basal. La diminution des voies de la relaxation via la dysfonction 

endothéliale pourrait également y contribuer.  

 

 Dans la troisième partie de ma thèse, nous avons montré l’importance de la vimentine 

et de la synemine dans l’organisation intracellulaire des CMLVs et des CEs et donc dans la 

rigidité artérielle. Les protéines des filaments intermédiaires (IF) appartiennent à l'une des 

trois familles principales du cytosquelette des cellules eucaryotes avec les microtubules et 

microfilaments (Janmey et al. 1991 ; Wang et al. 2000). La vimentine est une protéine 
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principale des IF de type III, la synémine est une protéine des IF de type IV. La synemine 

nécessite des partenaires de co-polymérisation appropriées telles que la desmine, la vimentine 

ou la kératine en fonction du type de cellule pour former des structures filamenteuses 

(Khanamiryan et al. 2008 ; Xue et al. 2004). Des travaux précédents ont démontré que 

l’expression et la localisation des filaments de synémine sont dépendantes de la présence de 

vimentine dans les vaisseaux sanguins (Xue et al. 2004). Chez des souris invalidées pour la 

desmine ou la vimentine dans les CMLVs, les filaments de synémine sont instables et 

délocalisés (Izmiryan et al. 2009 ; Xue et al. 2004). Chez les souris Vim-/-, la synémine, en 

raison de ce défaut de polymérisation, n’est plus en mesure de former un cytosquelette 

complet et fonctionnel. Cela peut expliquer des propriétés mécaniques identiques entre les 

souris Vim-/-Syn+/+ et Vim-/-Syn-/- mesurées par échotracking de l’artére carotide. A l’inverse, 

il a été montré que la synemine peut fonctionner comme une protéine d'ancrage pour la 

protéine kinase A (PKA) et contrôler ses voies de signalisation (Russell et al. 2006 ; Li et al. 

2014) Les souris Syn-/- développent une hypertrophie du muscle squelettique (Li et al. 2014). 

Nos résultats sont en accord avec ces données bibliographiques car nous avons constaté une 

augmentation de la surface de la média chez les souris Vim-/-Syn-/- par rapport aux souris 

contrôles Vim+/+Syn+/+. 

 Nos résultats montrent que l’inactivation de la vimentine seule est suffisante pour 

augmenter la rigidité vasculaire in vivo. Ce résultat semble  en désaccord avec les expériences 

in vitro (fibroblastes, T-lymphocytes, cellules gliales de la rétine) où les filaments de 

vimentine induisent une plus grande rigidité cellulaire. Les cellules invalidées pour la 

vimentine ou présentant une perturbation des filaments de vimentine (colchicine, nocodazole) 

ont une rigidité plus faible comparé aux cellules contrôles (Eckes et al. 1998 ; Wang et 

Stamenovic 2000 ; Brown et al. 2001 ; Lu et al. 2011). Son rôle est en fait complexe à 

analyser, car Mendez et al. en utilisant la microscopie à force atomique ont montré que la 

vimentine protège la cellules des contraintes mécaniques et préserve en fait l'intégrité 

mécanique des fibroblastes embryonnaires de souris (Mendez et al. 2014). Ce système de 

protection assurée  par la vimentine dépend aussi  du substrat utilisé pour cultiver les cellules. 

Ces résultats suggèrent l’implication des complexes d’adhésion focale liant les cellules à leur 

membrane basale (Ofek et al. 2009). Les CE, les CMLV et les fibroblastes dans la paroi des 

vaisseaux sont constamment exposés aux contraintes mécaniques pulsatiles liées au flux ou à 

la pression sanguine. Nous avons formulé l’hypothèse que des changements structuraux des 

membranes basales ou des adhésions focales des CE et des CMLVs pourraient contribuer à 

l’augmentation de la rigidité artérielle. 
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Chez les souris invalidées pour la vimentine, les quantités de collagène et d’élastine 

sont identiques à celle des souris Vim+/+. Néanmoins les quantités de fibronectine et de 

laminine sont augmentés dans les carotides et les aortes de souris Vim-/-. L'expression accrue 

de ces protéines peut suggérer un remodelage des membranes basales des cellules vasculaires 

et de leurs attachements avec la matrice extracellulaire. L’expression de l’intégrine αv, partie 

prenante des adhésions focales, est aussi augmentée chez les souris Vim-/- et pourrait 

participer à l’augmentation de la rigidité artérielle.  

Dans les CEs, la vimentine interagit au niveau des adhésions focales (FAs) (Tsuruta et 

Jones 2003 ; Kreis et al. 2005 ; Bhattacharya et al. 2009 ; Esue et al. 2006) avec des 

structures appelées VAMS « vimentin associated matrix adhesions ». Les VAMS sont des 

sites où la vimentine et l'actine sont liées aux intégrines et qui recrutent des protéines telles 

que la vinculine et la plectine (Gonzales et al. 2001 ; Ivaska et al. 2007 ; Osmanagic-Myers et 

al. 2015). La vimentine est un déterminant majeur de la fonctionnalité des complexes VAMS. 

Il est connu que les CE invalidées pour la vimentine par des siRNAs perdent une grande 

partie de leurs capacités d’adhésion. (Tsuruta et Jones 2003). 

L'augmentation de la phosphorylation des protéines FAK, Src et ERK1/2 ainsi que la 

diminution du marqueur endothélial E-cadherine chez les souris Vim-/- pourrait expliquer 

l’augmentation des composants de la membrane basale conduisant à un niveau de rigidité plus 

élevé du l’espace sous-endothélial. En retour, ces modifications entretiendraient une 

activation endothéliale permanente et délétère.  

D’autres facteurs pourraient intervenir sur la rigidité des souris Vim-/-, notamment les 

changements des interactions CMLV-matrice extracellulaire. Nous avions démontré chez la 

souris invalidée pour la desmine (Lacolley et al. 2001), des altérations très marquées de la 

structure des CMLVs en particulier la disparition des prolongements membranaires en 

direction de la matrice extracellulaire aux niveaux des FAs. Il est important ici de noter que la 

desmine n’est pas modifiée chez la souris Vim-/-  mais que des modifications identiques de la 

membrane des CMLVs sont observées. Nous pouvons retenir l’hypothèse que la rigidité 

excessive des souris Vim-/- est due à la fois à des altérations importantes des CEs dans leur 

environnement ou la vimentine est très exprimée mais également à celles des CMLVs en 

interactions avec les protéines matricielles et mettant en jeu les intégrines.    
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La rigidité artérielle a une dépendance multi - factorielle : changements dans la MEC, 

interactions cellules-matrice, caractéristiques intrinsèques des CMLV et des CEs au niveau du 

cytosquelette et des FAs (Sehgel et al. 2015).  

Nous avons montré que le MR des CMLV a une influence directe sur la fonction 

artérielle étant impliqué dans les processus de contraction, de relaxation et de rigidification de 

la paroi. Il est possible d’émettre l’hypothèse que ces mêmes processus interviennent au 

niveau de la macro-, et microcirculation bien qu’il soit plus difficile au niveau des artères 

musculaires de mesurer la rigidité artérielle. Les effets bénéfiques des antagonistes du MR 

dans l’hypertension artérielle ou l’insuffisance cardiaque peuvent ainsi être réinterprétés par le 

biais de leurs effets positifs au niveau périphérique artériel. Les effets profibrosants de 

l’intégrine αvβ3 dont la signalisation partage des voies communes avec le récepteur MR 

ouvrent également des perspectives intéressantes dans ce sens. Une stratégie propre anti-

intégrine n’est pas encore développée dans les maladies artérielles en dehors de l’angiogenèse 

et des phénomènes d’agrégation plaquettaire. L’inhibition conjointe des voies d’αvβ3 et/ou de 

TGF-β dans la fibrose pourrait aussi avoir des effets délétères en particulier sur le 

développement ou l’aggravation des anévrysmes de l’aorte abdominale (Ait-Oufella et al. 

2010). L’action des nouveaux anti-coagulants anti-thrombine ou anti-facteur X ne sont pas 

connus au niveau de la paroi artérielle surtout en présence d’une dysfonction endothéliale. 

Enfin le réseau des filaments intermédiaires des CMLVs et des CEs semble exercer un rôle 

important dans la rigidité cellulaire bien qu’il soit encore trop tôt pour faire le lien précis entre 

rigidité cellulaire et rigidité tissulaire. En ce sens des recherches menées sur des CMLV de 

patients ou générées à partir de cellules humaines iPS seraient intéressantes pour approfondir 

nos connaissances sur ces molécules. Il serait également utile d’examiner si certaines formes 

cliniques de rigidité artérielle observées au cours du diabète, du vieillissement ou de maladies 

vasculaires rares sont associées à des mutations de ces molécules.  
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Résumé 
 

La rigidité artérielle et la fibrose ont une valeur prédictive dans le développement des 
maladies cardiovasculaires (CV). Ces 2 phénotypes impliquent les cellules musculaires lisses 
vasculaires (CMLVs) notamment des récepteurs membranaires et les protéines du 
cytosquelette. Les objectifs ont été d’étudier : (i) l’influence du récepteur minéralocorticoïde 
(MR) sur la réactivité vasculaire, (ii) le rôle de l’intégrine αvβ3 dans le développement de la 
rigidité artérielle et la fibrose vasculaire, et (iii) l’impact de la vimentine et la synémine sur la 
structure et la fonction artérielle. Ces trois études ont utilisées des souris avec invalidation 
génétiques des protéines d’intérêt. Résultats : l’absence du MR diminue la réactivité 
vasculaire en altérant le couplage contraction/relaxation des CMLVs via des mécanismes 
Ca2+- et NO-dépendants (une diminution de la vasoconstriction en réponse au Ca2+ 
extracellulaire et une altération de la vasorelaxation endothélium-dépendante en réponse à 
l’acétylcholine). L’invalidation de la sous-unité αv prévient la fibrose en réponse à 
l’administration d’angiotensine II. L’absence de la vimentine et non celle de la synémine 
augmente la rigidité artérielle via des changements des adhésions focales des CMLVs mais 
aussi des cellules endothéliales. En conclusion, les récepteurs membranaires et protéines 
intracellulaires étudiées influencent la fonction et la structure des artères grâce à des actions 
spécifiques sur le tonus musculaire, la mécanotransduction et l’organisation ultra-structurale 
des CMLVs. Ces études montrent au niveau cellulaire et moléculaire le déterminisme 
plurifactoriel des phénotypes de rigidité-fibrose de la paroi artérielle. Ces résultats nécessitent 
des travaux plus mécanistiques pour affirmer l’implication de ces protéines dans les maladies 
CV liées au vieillissement.  

Mots clés : intégrine αv,  cellules musculaires lisses vasculaires, rigidité artérielle, remodelage 
vasculaire, angiotensine II, fibrose 

Summary 
 

Arterial stiffness and fibrosis have a predictive value in the development of 
cardiovascular diseases (CV). These two phenotypes involve vascular smooth muscle cells 
(VSMCs) including membrane receptors and cytoskeletal proteins. The objectives were to 
examine: (i) the influence of the mineralocorticoid receptor (MR) on vascular reactivity, (ii) 
the role of avb3 integrin in the development of arterial stiffness and vascular fibrosis, and (iii) 
the impact of vimentin and synemin on arterial structure and function. The mice with genetic 
invalidation of the proteins of interest were used in these three studies. Results: the absence of 
MR decreased vascular reactivity by altering the contraction/relaxation coupling of VSMC 
through Ca2+- and NO-dependent mechanisms (a decrease of vasoconstriction in response to 
extracellular Ca2+ and impaired endothelium-dependent vasorelaxation in response to 
acetylcholine). The invalidation of the αv subunit prevented fibrosis in response to the 
administration of angiotensin II. The absence of vimentin, and not that of the synemin, 
increased arterial stiffness via changes in focal adhesions of VSMCs as well as endothelial 
cells. In conclusion, the studied membrane receptors and intracellular proteins that influenced 
the structure and function of arteries through specific actions on muscle tone, the 
mechanotransduction and the ultra-structural organization of VSMCs. These studies show the 
multifactorial dependency of the stiffness-fibrosis phenotypes of the arterial wall at the 
cellular and molecular levels. These results require more mechanistic work to determine the 
role of these proteins in CV diseases related to aging. 

Key words: alphav intégrine, vascular smooth muscle cells, arterial stiffness, vascular 
remodeling, angiotensin II, fibrosis 
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