N

N

Effets du récepteur minéralocorticoide, de I’intégrine av
et de vimentine sur les fonctions des cellules musculaires
lisses vasculaires et la rigidité artérielle

Ekaterina Belozertseva

» To cite this version:

Ekaterina Belozertseva. Effets du récepteur minéralocorticoide, de I'intégrine av et de vimentine sur
les fonctions des cellules musculaires lisses vasculaires et la rigidité artérielle. Médecine humaine et
pathologie. Université de Lorraine, 2016. Frangais. NNT: 2016LORR0165 . tel-01752365

HAL Id: tel-01752365
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01752365
Submitted on 1 Dec 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01752365
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

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




DE LORRAINE

Institut national
de la santé et de la recherche médicale

UNlVERSITE R thén!?,?i‘é'u“:il"l !nserm

Ecole Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement)
Theése
Présentée et soutenue publiquement pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE PUNIVERSITE DE LORRAINE
Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé »

par

Ekaterina BELOZERTSEVA

Effets du récepteur minéralocorticoide, de I’intégrine a, et de
vimentine sur les fonctions des cellules musculaires lisses
vasculaires et la rigidité artérielle

Date de soutenance : 30 Novembre 2016

Membres du jury :

Rapporteurs:

Mme Catherine BOISSON-VIDAL DR2 UMR S1140, Paris

Mr Bijan GHALEH-MARZBAN PU-PH UMR_S 955, Créteil

Examinateurs:

Mr Bernard LEVY PU-PH, Université Paris VII, Paris

Mr Zhenlin LI DR1, UMR 8256, UPMC, Paris

Mme Céline HUSELSTEIN MCU, UMR 7365, Université de Lorraine, Nancy

Mr Patrick LACOLLEY DR1, UMR S1116, Université Lorraine Nancy
Directeur de thése

Mme Huguette LOUIS Docteur, UMR_S1116, Université Lorraine Nancy

Co-Directeur de these

UMR S 1116, Défaillance cardiovasculaire aigue et chronique (DCAC)
Equipe 1, Hypercoagulabilité, rigidité et vieillissement artériels



Remerciements

Je tiens a remercier le Dr Patrick LACOLLEY, qui m’a fait ’honneur de m’accueillir dans
son laboratoire et pour avoir encadré mon travail de these, son aide scientifique et humaine
qu’il m’a apporté durant ces 3 années. Je le remercie particulierement pour tous ses conseils,
sa disponibilit¢ et pour la possibilité d’apprendre les nouvelles méthodes et approches
scientifiques, pour tout ce qu’il m’a appris. Merci de votre attention, compréhension et
soutien.

Je tiens a remercier également, le Dr Véronique REGNAULT qui m’a également fait
I’honneur de m’accueillir et m’a permis de réaliser ces travaux de thése dans son laboratoire.
Je lui suis trés reconnaissante pour sa confiance, ses remarques, son soutien et toute son
expérience scientifique partagée avec moi. Merci pour votre temps, patience et disponibilité.

Je tiens a remercier €¢galement, ma co-encadrante de thése le Dr Huguette LOUIS, pour toute
son aide scientifique et expérimentale pour la réalisation de mon projet de thése. Je tiens tout
particuliérement a lui exprimer toute ma reconnaissance pour sa patience, sa présence et tous
ses conseils dans des moments tres difficiles et stressants.

Je tiens a remercier le Dr Céline HUSELSTEIN, pour avoir accepté de juger ce travail de
theése en qualité de examinateur. Qu’elle trouve ici le témoignage de ma sincére gratitude et de
I’expression de mes remerciements.

Je tiens a remercier le Dr Catherine BOISSON-VIDAL, pour avoir également accepté de
juger ce travail de theése en qualité de rapporteur. Qu’elle trouve ici I’assurance de ma sincere
reconnaissance et de mon profond respect.

Je tiens a remercier le Pr Bijan GHALEH-MARZBAN, pour avoir fait ’honneur de
participer a ce jury en tant que rapporteur. Je le remercie sincérement pour ses conseils pour
ce travail.

Je tiens a remercier trés sinceérement le Pr Bernard LEVY qui m’a accueilli dans son
laboratoire pendant mon stage de M2. Je le remercie pour son soutien, c’est en grande partie
grace a lui que j’ai pu réussir a m’intégrer dans la science francaise et pour m’avoir réappris la
biologie cellulaire et la biochimie. Merci de m’avoir montré les joies et les difficultés de la
recherche, de m’avoir fait voir les nombreuses facettes du métier de chercheur. Merci de votre
temps, votre soutien et vos conseils et merci également pour I’honneur d’accepter de juger
mon travail de thése en tant que examinateur.

Je tiens a remercier sincerement le Dr Zhenlin LI pour son implication sur notre travail et
toute son aide scientifique et morale, pour sa disponibilité et sa grande réactivité, ses
nombreuses visites a Nancy, son esprit positif et inspirant. Je voudrais lui remercier également
pour avoir I’honneur de participer a ce jury en tant que examinateur.

Je tiens a remercier chaleureusement le Dr Mustapha BOURHIM pour la formation
d’échotracking et myographe, pour son implication et son aide technique et moral dans ces
travaux. Je voudrais saluer le soutien, I’engagement et la disponibilité dont il a fait preuve tout
au long de mon doctorat et qui m’ont permis d’avancer dans mes travaux de recherche.

Je remercie également le Dr Dominique DUMAS pour son aide irremplagable dans les
expériences de microscopie confocale qu’ont été réalisées sur la plateforme d’Imagerie et de
Biophysique Cellulaire du Biopdle BMCT FR3209 CNRS PTIBC IBISA a Nancy. Je

2



voudrais lui exprimer toute ma reconnaissance pour sa disponibilité, réactivité et son esprit
positif et pour tout ce qu’il m’a appris dans le domaine de microscopie du laser. Je remercie
¢galement son étudiant M1-M2 Mohamed Ougmara pour son aide et explications de
protocole technique.

Je tiens a remercier le Dr Carlos LABAT pour son soutien et sa disponibilité, la formation
d’échotracking, d’études statistiques et sa bonne humeur. Merci pour toute son aide technique,
statistique et humaine, pour m’avoir communiqué 1’idée de la « bonne recherche » et pour
m’avoir fait découvrir tout ce qu’on pouvait faire avec le logiciel Excel.

Je tiens a remercier le Dr Benoit LANGLOIS - merci pour tout son soutien scientifique et
humaine, qu’il m’a apport¢ durant ma derniére année de theése, pour ses conseils, sa
disponibilité et pour tout ce qu’il m’a appris.

Je tiens a remercier le Dr Simon THORNTON pour toutes les corrections en anglais, pour
ses nombreux conseils, sa logique et sa rapidité de relecture, qui m’a été tres précieuse dans
cette these.

Je tiens a remercier mes collegues de bureau et de travail, Dr Jérémy LAGRANGE, Amel
MOHAMADI et Chaojie WEI pour leur aide, leur soutien et leur patience. Je tiens
également a leur exprimer toute ma reconnaissance pour leur bonne humeur et esprit positif
dans les moments quand je n’avais plus de moral.

Je tiens a remercier ma collégue Véronique LAPLACE pour toute son aide dans I’animalerie,
et avoir accepté de prendre son temps pour m’aider & manipuler des animaux fragiles et faire
le registre de toutes nos souris expérimentales.

Je tiens a remercier Z’hor RAMDANE-CHERIF, Audrey ISCH, Elodie ROUSSEAU,
Nathalie AUCHET MERCIER, Simon TOUPANCE, John PIRAULT, Cécile LACOMY,
Anna FILIP, Delphine LAMBERT, M¢élusine DIDELOT, Narimane AL KATTANI,
Mark-Damien LOURENCO-RODRIGUES, Camille ROUILLON, Sophie SCHWEBEL
et tout les membres du laboratoire d’Inserm U1116 pour leurs soutiens, leurs bonnes humeurs
et leurs conseils durant ces années de thése. Merci pour tous les moments passés avec vous.
Vous avez contribué, de pres ou de loin, au bon déroulement de cette thése, que ce soit dans le
travail ou dans les moments de détente.

Je tiens a remercier Mme Dominique MENG d’équipe voisine CRAN pour sa grande
réactivité, son aide technique et ses conseils précieux pour toutes mes expériences en
histologie et immunohistochimie grace auxquels j’ai réussi de bien avancer dans mes
manipulations morphologiques.

Je tiens également a remercier le Pr Patrick MENU, le directeur de 1’école doctorale BioSE,
et ses collegues Mr George BILLANT et Mme Héléne Primerano pour tout leur soutien et
aide administrative et humaine pendant ces 3 ans de these.

Merci beaucoup a tous les membres (anciens et actifs) de 1’association des doctorants A-
Team of BioS — Antoine, Léo, Laurie, Amel, Jonathan, Daphné, Cécile, Magali, Yoann,
Benoit, Johny, Fanny et tous les autres - merci pour votre bonne humeur, soutien et tous les
bons moments passés ensemble.

Je tiens a remercier tout particulierement mes parents Vera et Alexandre, mon mari Sergey,
mes beaux-parents Lyubov et Vyacheslav et toute ma famille qui m’ont beaucoup soutenu et

3



aidé durant ces 3 ans dans toutes mes démarches, ma venue en France, mes études, mes
ambitions... Merci de m’avoir aidé a faire mes ¢tudes longues, merci pour tout votre amour et
soutien inestimable - cette thése est un peu la votre, elle représente pour moi la
reconnaissance de votre éducation et votre aide. C’est grace a vous j’en suis la et a qui je dois
entierement I’accomplissement de cette étape de ma vie. Je remercie également tous mes amis
russes, francais, algériens, chinois et beaucoup d’autres qui m’ont soutenu durant ces 3 années
de these.

Je tiens a remercier Mr Christian POIRSON, le sous-directeur par interim d’Accueil
doctorants internationaux de la Direction des Relations Internationales et Européennes aupres
de la préfecture de I’Université de Lorraine, pour sa disponibilité, sa patience et son aide
precieuse administrative et humaine pendant mes trois ans a Nancy. Merci pour votre
compréhension et I’esprit encourageant.

Je voudrais enfin remercier I’Agence Nationale de Recherche et P'INSERM qui ont financé
mes trois années de these.




Sommaire

LISTE DES FIGURES . .....coiiiiiinineinensissasssenssisssissessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 8
LISTE DES TABLEAUX ..uucoiivnninennuisnisisisssssessssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 9
LISTE DES ABREVIATIONS 10
CONTEXTE GENERAL . .....couiiiiinuinneinensaissensesssissssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ......cuucoviiinuinnininsuinsensenssissanssessssssasssssssssssssssssssssssssassasssas 17
I. Les principes de base de la rigidité artérielle 18
I.1. Fonctions de conductance et d'amortissement de I’arbre vasculaire ....c.ceeeesseesscenees 18

I.2. Rigidité artérielle proximale et diStale ...ceeeeesssercsssersssnesssanesssarscssssessnssssasssssasssssnness 20

L.3. Vitesse de ’onde de POULS wececcveeecssercsssnrcssnncsssnscsssnsssssssssssssssssssssnsssssnsssssnsssssssssssassss 21

I.4. Détermination locale de la rigidité artérielle 21

L.5. Paramétres quantitatifs de la rigidité et d’¢lasticité vasculaire 22

I.6. Influence de la pression artérielle sur les fonctions vasculaires 23

I1. Mécanismes intrinseques de la rigidité artérielle............cuuevueevernsurnsencsnecnsercsuensnnnens 24
I1.1. Composition de 1a paroi artériClle ..eueevreseessecsenssensncssnssessancssecsessansssnssasssessansssssseses 24
I1.2. Composants structurels de 1a rigidité art€rielle c.ieueemmresssesssressesssasessassssssssasssasessasens 25

III. Roéle de I’intégrine o, dans la rigidité artérielle 34
II1.1. Structure et fonctions des INTEGIINES weeveeeseesseessrcserssecssessaesseesaecarssaessessasssasssassssssaees 34

I1L.2. Impact de I’hypertension chronique et des intégrines sur le développement de la

TIDTOSE AITETIEILE ceveereererreeveeseeeseeeeereesssssseserssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssasssssssssssssssssenes 37

IV. Role du récepteur minéralocorticoide dans le tonus musculaire et la réactivité

VASCULAIN@...ereenereerenneeeeneneenonnes 40

IV.1. Réle de la vasoréactivité dans le tonus musculaire et la rigidité artérielle .....couuee. 40

IV.2. Rdle du récepteur minéralocorticoide dans les fonctions des CMLVs et réactivité

VASCULAITE aevvvrrereerreeeessesssssessersssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssassnssssssss 43

V. Role de la vimentine et de la synémine dans le développement de la rigidité

artérielle...........ccouereruueecnnee. 48
HYPOTHESE ET OBJECTIES.....ucoiiiiinineinensaisseisesssesssissessssssssssssssesssssssssssssssssassasssss 53
MATERIELS ET METHODES ........cooniiinuininnuinseisessuissaissesssissssssesssesssssssssssssssssassssssns 55

I. Modéles animaux eXperimentauX ... . eeeeecssensseccssecssaecsansssassssesssnssssssssassssassssessassssassss 56

I.1. Souris invalidées pour le récepteur minéralocorticoide (MR) dans des CMLV........ 56
I.2. Souris invalidées pour la sous-unité o, des intégrines dans des CMLVS ...ccocuererunnees 56
I.3. Souris invalidées pour vimentine et synemine dans des CMLV 57
L.4. Conditions eXPErimMeNtaAleS .ccecsccssesserssecssecsenssncssecsanssncssesssessesssecsssssasssassssssasssnsssesaess 58




I1. Protocoles expérimentaux : modéle de fibrose vasculaire induite I’Ang 1I ............. 58

ITI. Méthodes eXpErimentales ........ociveeisenssercsannssencssecssnecsaesssnesssnessnssssnsssassssasssssssassssasens 59
II1.1. Mesure de la pression artérielle chez 1I’animal CONSCieNt...ceueererseessrcsercreesaecncenene 59
I11.2. Mesures hémodynamiques in vivo chez I’animal anesthésié .60
ITL.3. EChographi€ VASCUIAITE cevueecssseesssaresssercssancsssasssssassssssssssssssssssssssnsssssnsssssnsssssssssssassss 62
I11.4 Réactivité vasculaire 63
I11.5 Etudes de la structure artériClle.ieimememmnecsnssenssecssncsenssncssessasssncssessssssesssesssssseens 64
IT1.6 WESLEIN BlOt aeeeuierersensurcsenssessanssenssessanssesssesssnssassssssanssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 70
I11.7. Quantification de I’expression de genes par PCR : extraction des ARN et réaction
de PCR quantitative en temps réel (PCRQ) ceveerersecseecsersecsurcsensncsaecsessncssecssssesssecsssssenes 71
I11.8. Analyse statistique 71

RESULTATS cauctiiiininnuinsensinsnisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 72

I. Role du récepteur minéralocorticoide des cellules du muscle lisse dans le tonus

vasculaire.......ceeecsneecnecnnnns 73

I1. Role de la sous-unité o, des intégrines dans la rigidité et la fibrose vasculaire....... 79
I1.1. Invalidation de la sous-unité o, : souris aVSMKO ....................... 79
I1.2. Mesure de la pression artérielle des souris WT et a,°M<° conscientes, avant et aprés
traitement Par ' ANG [lauuecucevesecsercsensncssnssensecssnesesssnssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssas 79
I1.3. Etude de la rigidité artérielle chez les souris WT et (xVSMKO en absence et apres
traitement & ANG Il ecveineeesinsensneisensnnsnicsnnsecsnncsensecssessssssecssecsssssesssessssssesssessassssssssssasss 80
I1.4. Etude de la fibrose dans la paroi artérielle des souris WT et aVSMKO a I’état basal ou
apres traitement a I’Ang 11 85
IL5. Etude des voies de signalisation de I’intégrine ay chez les souris WT et a,”V<° a
I’état basal et apres traitement & P ANG L aucoeeeeisecseccsensensnessensenseecsnnsecsacssssssesssecsssssessns 920
I1.6. Etude de la réactivité vasculaire in vitro chez les souris WT et aVSMKO a I’état basal

ou apres traitement in vivo a I’Ang Il avec 1,5 mg/kg/jour : contraction/relaxation des

CATOLIACS 1SOIEES. cureerurrsuecsunnsnissanessancsansssnisssnssssesssnssseessnssssnsssassssnsssssssnsssassssessssnsssnsssasens 91
I1I. Implication de la vimentine dans la rigidité artérielle.........coueerersveeisueesieecsuensaneene 95
II1.1. Expression des protéines des filaments intermédiares dans 1’artére carotide......... 95

I11.2. L’invalidation de la vimentine induit une augmentation de la rigidité artérielle....96
II1.3. Expression des composants de la membrane basale dans les souris Vim™......uue.. 98

I11.4. Modification des protéines impliquées dans les adhésions focales et des récepteurs

membranaires de CMLVs des souris Vim™”" ...102
DISCUSSION uuueeeeeeeeecesecnnnneeseeecsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 108
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES uuuuottiieeiciccenneeeeecccssssssssssseesessssssnsens 116




REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXE ...coovvuvrrnenrnncscnecanne



LISTE DES FIGURES

Fig. 1. Analyse des ondes de réflexion de la pression artérielle au cours du cycle cardiaque
Fig. 2. Effet "Windkessel" chez un individu sain et chez un patient hypertendu

Fig. 3. Mesure de VOP carotidienne-fémorale par la méthode « foot to foot » chez I'homme
Fig. 4. Relation entre contrainte exercée (Stress = X ) et déformation de la paroi artérielle
(Strain = Exy)

Fig. 5. Constituants tissulaires de la paroi artérielle

Fig. 6. Facteurs extrinséques et structures de la paroi artérielle qui sont impliquées dans le
développement de la rigidité artérielle

Fig. 7. Effets des contraintes mécaniques sur les voies d’activation des intégrines

Fig. 8. Influence d'étirement sur le phénotype de CMLYV via les voies de signalisation
Rho/ROCK et FAK/c-Src

Fig. 9. Modulation phénotypique des CMLV dans I'hypertension et le vieillissement

Fig. 10. Phénotype des CMLV : en réponse a différents stimuli, les CMLV basculent entre le
phénotype contractile et le phénotype synthétique

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 a la MEC

Fig. 12. Interaction des intégrines membranaires avec la MEC

Fig. 13. Voies de signalisation du TGF-f.

Fig. 14. Role du MR des CMLVs dans le tonus vasculaire et la rigidité.

Fig. 15. Régulation de la vimentine par la protéine phosphatasel (PP1).

Fig. 16. Mod¢le d’invalidation de la sous-unité a, des intégrines dans les CMLVs chez la
souris adulte.

Fig. 17. Schéma des manipulations

Fig. 18. Schéma de la technique «tail-cuff)» de mesure de la pression artérielle chez les souris
éveillées, a partir de ’arteére caudale.

Fig. 19. Schéma général d’obtention des courbes pression-diametre par la technique
d’échotracking d’artere carotidienne chez la souris.

Fig. 20. Schéma des différents processus de fluorescence et du genése d’harmoniques

Fig. 21. Contraction vasculaire dans les aortes des souris CTL et MR><©
Fig. 22. Relaxation vasculaire dans les aortes des souris CTL et MR3M¥©
Fig. 23. Invalidation de la sous-unité a, dans des CMLV chez les souris o,
Fig. 24. PAS des souris WT et o, <° conscientes avant et aprés le traitement a I’ Ang II

Fig. 25. Structure de I’artére carotide chez les souris WT et aVSMKO a I’état basal et apres
traitement a I’Ang II

Fig. 26. Distensibilité et module élastique (courbe Einc/WS) de I’artére carotide des souris
WT et 0,°M*° 3 I’état basal et aprés traitement a 1’ Ang I

Fig. 27. Détection du collagéne total dans Iartére carotidienne des souris WT et o, &
I’¢état basal et aprées traitement a 1’Ang 11

Fig. 28. Détection du collagéne total dans 1’artére carotidienne des souris WT et o, ° a
1’état basal et apres traitement a I’Ang 11

Fig. 29. Immunohistochimie des marqueurs de fibrose dans I’artere carotide chez les souris
WT et a,"M5° 4 ’état basal et aprés traitement avec 1,5 mg/kg/jour d'Ang II

Fig. 30. Expression de taline dans les aortes des souris WT et o,”™~° au niveau de base et
apres traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II

Fig. 31. Expression de Src, de FAK et d’ Akt dans les aortes des souris WT et a,"™~° au
niveau de base et apres traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II

Fig. 32. Réactivité vasculaire dans les carotides des souris WT et o,°™*° & I’état basal et

apres I’Ang I avec 1,5 mg/kg/jour

SMKO



Fig. 33. Expression de la vimentine chez les souris contrdles (CTL) et invalidées pour la
vimentine (Vim'/ ") dans la paroi aortique et carotidienne

Fig. 34. Expression des filaments intermédiares chez les souris invalidées pour la vimentine,
la synémine ou la desmine

Fig. 35. Distensibilité¢ et module elastique (courbe Einc/WS) de I’artére carotide chez

les souris CTL, Vim ™", Syn'/ " et chez les doubles KO Vim” 'Syn'/ D)

Fig. 36. Détection du collagene totale et de 1’¢lastine dans ’artére carotide chez les souris
CTL et Vim™

Fig. 37. Expression des protéines de la MEC (le collagéne de type 1A1, la fibronectine et la
laminine) dans les aortes et les carotides chez les souris CTL et Vim™

Fig. 38. Ultrastructure des carotides chez les souris Vim™" et Vim™

Fig. 39. Expression des recepteurs membranaires et des protéines contractiles : dans les aortes
et les carotides chez les souris Vim™" et Vim™

Fig. 40. Expression des geénes et des protéines de contacts focaux, des protéines de jonctions
/'ntercellulaires et du cytosquelette dans les aortes et les carotides chez les souris CTL et Vim’
Fig. 41. Expression de protéines de la signalisation intracellulaire FAK, Src et ERK1/2 dans
les aortes chez les souris CTL et Vim™”

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Les AC primaires utilisés dans 1’é¢tude Western Blot

Tableau 2. Réactivite vasculaire dans les aortes des souris CTL et MR3"K©

SMKO

Tableau 3. Paramétres carotidiens mesurés chez les souris WT et o, anesthésiées

Tableau 4. Marqueurs de fibrose chez les souris WT et a,>M<°

MK
SMKO o absence et

Tableau 5. Réactivité vasculaire dans les carotides des souris WT et o,
apres traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’ Angll

Tableau 6. Parametres carotidiens mesurés chez les souris CTL, Vim™, Syn'/' et Vim'/'Syn'/'



LISTE DES ABREVIATIONS

Ach Acetylcholine

ACE Angiotensin converting enzyme

ADN Acide désoxyribonucléique

AGEs Advanced glycation end products

AKAP A-kinase anchoring protein

Akt Protein kinase B

ALK Activin receptor-like kinase

AMPc Adenosine monophosphate cyclic

ANOVA Analysis of variances

Ang II Angiotensine II

ARN Acide ribonucléique

ASDN Aldosterone-sensitive distal nephron

AT1, AT2 Récepteur a I’angiotensine de type 1 et de type 2
AVC Accident vasculaire cérébral

BKCa Calcium-activated potassium channels of large conductance
bFGF basic fibroblast growth factor

BMP Bone morohogenetic protein

bpm Battements par minute

BSA Bovine Serum Albumin, Sérum bovin d’albumine

CE Cellules endothéliales

CML/CMLYV Cellules musculaires lisses/ Cellules musculaires lisses vasculaires
CO; Dioxyde de carbone

COX Cyclo-oxygénase

CPI-17 Protein kinase C-potentiated inhibitory protein 17 kDa
CRP C-reactive protein

DAB 3,3'-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride

DD Diametre diastolique

DS Diametre systolique

AP Variation de pression intraluminale

At Délai de transmission de I'onde de pouls entre les deux sites de mesure
AV Variation de volume

EDHF Endothelium-derived hyperpolarizing factor

EDTA Acide éthylene-diamine-tétraacétique

ECA Enzyme de conversion de 1’angiotensine

EGFR Epidermal growth factor receptor

Einc Module ¢€lastique incrémentiel

EMT Epithelial-mesenchymal transition

eNOS endothelial NOS

ERK Extracellular signal-regulated kinase, early response kinase
ET-1 Endothelin-1

FA/FAs Focal adhesion/Focal adhesion site

FAK Focal adhesion kinase, kinase d’adhésion focale

FC Fréquence cardiaque

FGF Fibroblast growth factor, facteur de croissance des fibroblastes
GCs Guanylate cyclase soluble

GFAP Glial fibrillary acidic protein

GMPc Guanosine mono-phosphate cyclique

GPCR G-protein coupled receptor

HERP1 HES-bound repressor protein-1

H,0; Hydrogen peroxide
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IC Insuffisance cardiaque

ICAM-1 InterCellular Adhesion Molecule-1, Molécule 1 d’adhérence intercellulaire
IF Intermediate filaments

IL Interleukine

Indo Indométacine

ITM Intima-media thickness

iNOS inducible NOS

IP Récepteur aux prostacyclines
IP3 Inositol triphosphate

IP3R Récepteur de I’IP3

iPS Inductible pluripotent stem cells
JNK c-Jun/NH2-terminal kinase

KI Knock-in

KLF4/5 Krupple-like factor-4/5
KO Knock-out

LAP Latency associated peptide

LCSA Lumen cross sectional area, la surface de coupe transversale de la lumiére vasculaire

L-NAME No-nitro-L-arginine methyl ester

L-NNA No-nitro-L-arginine

LTCC L-type Ca?" channel or voltage-dependent calcium channel
MAP/MAPK Mitogen-activated protein/mitogen-activated protein kinases
MCSA Medial cross-sectional area, La surface de coupe transversale médiale
MEC Matrice extracellulaire

MHC Myosin heavy chain, Chaine lourde de la myosine

miR MicroARN, micro acide ribonucléique

MLC/ MLCK Myosin light chain/myosin light chain kinase, kinase de chaine légere de
myosine

MLCP Myosin light chain phosphatase

MMP M¢étalloprotéinase matricielle

MR Mineralocorticoid receptor, Récepteur minéralocorticoide

MRA Mineralocorticoid receptor antagonists

MYPT1 Myosin phosphatase target subunit 1

NADPH Nicotinamide adénine dinuclétide phosphate

NFxB 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 a pH 7,4-7,6
PCR Polymerase chain reaction : réaction en chaine par polymérase
PDGEF 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

PPARYy Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PWYV Pulse Wave Velocity

RGD Séquence tripeptide Arg-Gly-Asp

RhoA Homologue A des genes de la famille Ras

ROCK Rho-associated protein kinase

ROI Region of Interest, Région d’intérét

ROS Reactive oxygen species, espeéces réactives de I’oxygene
SERCA?2 Sarco/endoplasmic reticulum Ca*"-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-B-activated kinase, kinase activée par TGF-f3
TBS/TBST Solution Tris Buffer/ Solution Tris Buffer + Tween
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases

TGF-P Facteur de croissance transformant [3

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 1’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 I’hypertension artérielle systolique du sujet agé dont la
prévalence dépasse 60% (Benetos et al. 2002 ; Avolio et al. 2009). Aucun médicament anti-
hypertenseur n’a véritablement démontré son efficacit¢ directe sur la rigidité
indépendamment de son action hypotensive, soulignant I’importance d’identifier de nouveaux
mécanismes (Zieman et al. 2005). La rigidité artérielle est également responsable de
I’hypertrophie ventriculaire gauche et de I’augmentation de la pression pulsée (PP) qui sont
aussi des déterminants majeurs de 1’insuffisance cardiaque (Laurent et al. 2006 ; Mancia et al.

2007).

Les altérations de la rigidit¢ artérielle ne peuvent E&tre attribuées aux seules
modifications du niveau de pression et/ou aux contenus en élastine et collagene. D'autres
déterminants comme les attachements des cellules musculaires lisses (CMLV) de la paroi
artérielle a 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 étre 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 rdle clé dans
I’organisation des constituants de la paroi. Il est considéré qu’une augmentation du nombre de
liaisons et de leur sollicitation accroit la rigidité du matériau évaluée par le module ¢€lastique
incrémentiel (Einc). Au niveau de la paroi, le nombre de points d’attachements fonctionnels
pourrait étre réglé, au moins en partie, par le degré d’activation des CMLV. Leur contraction
augmente le recrutement des systémes de liaisons conduisant a la rigidification de la paroi. La
rigidit¢ et I’hypertension artérielle sont associées avec le remodelage vasculaire,
I’hypertrophie cardiaque et la fibrose. La fibrose induit des lésions chroniques avec la
perturbation de l'architecture tissulaire, le dysfonctionnement et 1’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 role dans le développement de la fibrose vasculaire et la rigidité artérielle.
14



La premiére partie de ce travail présente 1'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 CMLYV et le développement de
la rigidité artérielle. Les différents modeles animaux disponibles pour les études
expérimentales (développés dans notre laboratoire ou utilisés en collaboration) y sont
¢galement détaillés, afin de justifier leur intérét 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 thése.

Une premicre étude avait pour but d’étudier le réle du récepteur minéralocorticoide
(MR) des CMLYV sur la réactivité vasculaire et le développement de la rigidité artérielle.
Plusieurs auteurs ont rapporté I’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
CMLYV (Takeda 2009 ; Funder et Mihailidou 2009 ; Schafer et al. 2013 ; Barrett et al. 2013 ;
Funder 2013). Pour cette étude nous avons utilis¢ le modele 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 I'impact de I’intégrine a3 sur les
fonctions des CMLV dans le modele murin avec une invalidation conditionnelle de la sous-
unité a, dans les CMLV. Des travaux antérieurs ont montré le role des intégrines asp; et op;
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 €galement par un mécanisme
ayPs3-dépendant (Romer et al. 2006 ; Sun Z et al. 2008). Des données bibliographiques
montrent que I’invalidation de I’intégrine a, peut avoir des conséquences déléteres au niveau
de la structure vasculaire et de ’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 hypothese de travail
¢tait que I’invalidation de sous-unité o, pourrait avoir des effets protecteurs au cours du

développement de la rigidité et de la fibrose artérielle.
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Une troisieme ¢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 diabéte,
l'athérosclérose et I’insuffisance rénale chronique. Il y a des marqueurs cliniques de la rigidité
vasculaire tels que la pression pulsée (PP) et I'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 ef al. 2010) et sa
diminution jusqu’a des valeurs faibles (le phénoméne "courbe J") chez les patients
hypertendus est ¢galement 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 1’arbre vasculaire

Deux composantes de la pression artérielle (PA) peuvent étre distinguées : une
composante stable et un composant pulsatile. La premiére est exprimée par la pression
artérielle moyenne (PAM) qui se définit par le produit entre le débit cardiaque et la résistance
vasculaire et peut étre mesurée comme PAM = PAD+0,4xPP (Bos et al. 2007 ; Avolio et al.
2009). C’est un parametre qui refleéte le calibre des petites arteéres. L’autre composante peut
étre 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 (&jectée) et en onde réfléchie, les sites
de réflexion se situant en aval au niveau du lit artériolaire. En situation normale chez le sujet
jeune, I’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
tot (la période du temps - Tr sur la Figure 1 devient plus court) en systole et se juxtapose a
I’onde incidente entrainant une majoration de la pression artérielle systolique (delta P sur la
figure = AP). Cette augmentation de pression est quantifiée par I’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, I’amplitude de la pression pulsée est plus
¢levée en périphérie du systéme artériel. Ce gradient d’augmentation de la pression pulsée
normalement observée entre les arteéres centrales et périphérique disparait chez le sujet agé ou

hypertendu avec augmentation de la rigidité artérielle (Figure 1).
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Peak systolic pressure

PP

Inflection
point: arrival
of the reflected wave

== >

Time Period of the heart cycle

End diastolic pressure

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 1’onde de pression incidente et
de I’onde réfléchie de la paroi vasculaire rigide, Tr — la période du temps (sec) entre le début
de ’onde incidente et 1’arrivée de 1’onde réfléchie, PP — la pression pulsée qui augmente a
cause de 1’onde réfléchie (Avolio ef al. 2009).

La PAM et la PP sont deux facteurs indépendants prédictifs d’événements CV. Ces 2
parametres 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 I’insuffisance cardiaque), la PP prédit les complications liées a
l'athérosclérose, principalement des artéres coronaires. La PP contribue a I'effet "Windkessel"
qui est la capacité des gros troncs artériels a transformer le flux sanguin pulsatile provenant du
cceur en flux constant au niveau périphérique, fournissant ainsi une oxygénation optimale des
tissus. Dans le modele Windkessel de la compliance artérielle, les artéres élastiques se
comportent comme un réservoir du sang stocké en systole pour étre restituer en diastole en
périphérie. (Sehgel et al. 2015). Ce modele distingue ainsi les fonctions de «conductance» et
«d'amortissement» de l'arbre artériel et sert a illustrer les changements observés dans
I'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 I’hypertension artérielle les vaisseaux perdent leurs
propriétés élastiques et la compliance diminue. La rigidification des arteres conduit & 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 a I'écoulement dans les organes cibles (le
cerveau et les reins) exposent les petits vaisseaux a un gradient de pression pulsée plus €levée
conduisant a des complications vasculaires comme les AVC au niveau cérébral. Au niveau
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rénal l'exposition artériolaire a des niveaux de PP plus élevés explique les Iésions

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

Elastic arteries Stiff arteries
2
(o)
i
(2}
>
n
N systolic/pulse pressure 2 systolic/pulse pressure
2 diastolic flow A diastolic flow

Diastole

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 cceur 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’apres P. Boutouyrie, 2012).

I.2. Rigidité artérielle proximale et distale

Les propriétés ¢élastiques des arteres varient selon leur localisation au niveau de 1’arbre
artériel: les artéres proximales sont plus élastiques et les arteres 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 I'arbre artériel.
Donc les gros troncs artériels et les vaisseaux périphériques répondent différemment au
vieillissement, & I’hypertension et au traitement. Par conséquent, les ondes de la pression ont
une amplitude et un contour différent dans des artéres centrales et périphériques (O'Rourke et

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

La mesure de la vitesse de propagation de 1’onde de pression artérielle tout au long de
I’aorte est appelée vitesse de I’onde de pouls. Elle est le paramétre 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 agées. La VOP peut
augmente considérablement avec 1'dge et est considérée comme un prédicteur indépendant du
risque CV (O'Rourke ef 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 1’artére fémorale
commune) - Figure 3. Chez un individu sain, la VOP entre I’artére carotide et fémorale est de

3 a 5 m/s (Laurent et al. 2006).

Common
carotid
artery

Common
femoral
artery

—» At — M

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

I.4. Détermination locale de la rigidité artérielle

La rigidité artérielle locale des artéres relativement superficielles peut étre déterminée
en utilisant des méthodes a ultrasons. La rigidité carotidienne a un intérét particulier puisque
les lésions d’athérosclérose y sont fréquentes. Tous les types de systemes d'échographie
vasculaire bi-dimensionnelle peuvent étre utilisés pour déterminer des changements du
diamétre interne de 1’artére. 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 a partir des
mesures des variations systolo-diastoliques du diameétre artériel. Elles sont couplées avec les
variations de pression pulsée simultanées. L'échographie est actuellement le seul moyen chez
I’homme de déterminer de maniére non invasive 1’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 parameétres quantitatifs obtenus par échotracking (compliance, distensibilité et

module élastique) artérielle sont utilisés pour décrire les propriétés €lastiques des vaisseaux.
L.5. Parametres quantitatifs de la rigidité et d’élasticité vasculaire

La compliance artérielle est un rapport de la variation absolue du volume (AV) pour
une variation de la pression artérielle (AP) et est mesurée par I’équation : C = AV/AP en

ml/mmHg (O'Rourke ef 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 = nD%4 ou D —
diametre intraluminale) sur les variations de pression. Elle est exprimée par 1’équation
AV/V x AP ou (1/LCSA) x (ALCSA/AP) en mmHg'l'IO'3 (Labat et al. 2001 ; Lacolley et al.
2001).

L'¢lasticité est la propriété physique que posséde 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 a la contrainte ¢ = F/S ou F est la force agissant sur une surface S (loi de
Hooke). Les propriétés ¢élastiques du matériau de la paroi artérielle peuvent étre étudiées grace
a 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 é€lastique
de Young (Nichols ef al. 2011). 1l représente une constante caractéristique d'un matériau :
plus la valeur de ce module ¢€lastique est élevée, plus le matériau est rigide. Cependant, la
paroi artérielle ayant une composition hétérogene, son comportement n’est pas €lastique mais
visco-¢lastique 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 a la tangente en chaque point de la relation non-linéaire contrainte-déformation.
Le calcul de Einc nécessite la mesure de I'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) ou I’Einc est égal au module élastique de Young (Figure 4).
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Fig. 4. Relation entre contrainte exercée (Stress = Xy) et déformation de la paroi
artérielle (Strain = Eyy) : 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
¢lastique (qui représente la pente de la courbe en point C) est calculé comme la tangente de
relation linéaire en point C : Einc = X,/Exx (Nichols et al. 2011).

La distensibilié exprime le comportement élastique global d’artére, et le module
¢lastique exprime des propriétés €lastiques intrinséques du matériel de la paroi vasculaire

(Bézie et al. 1998).
1.6. Influence de la pression artérielle sur les fonctions vasculaires

Des études montrent au niveau d’une PA basse ou normale le module élastique de
'¢lastine 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 collagéne est
dominant et la paroi est relativement inextensible : moins de 10% des fibres de collageéne sont
engagées a pression basse. A un niveau de pression plus élevée Dartére devient
progressivement moins distensible car les fibres de collagéne 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 phénomene doit étre distingué des changements actifs structurels conduisant a la
diminution de la compliance de la paroi artérielle. Par ailleurs la nature non linéaire de

1'¢lasticité vasculaire est cruciale : un changement de module élastique pour un changement
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de pression intra-artérielle est plus élevé a PA haute qu’a PA basse. Ainsi, I'augmentation de

PA conduit a une augmentation importante de la VOP.

La présence de contraintes mécaniques est nécessaire a la maturation de la paroi
artérielle et a la différenciation des CMLV. Cela conditionne les propriétés essentielles des
CMLV qui sont la migration, la prolifération et la synthése des protéines de la MEC. Le
développement de la rigidité des gros troncs artériels est une manifestation principale de
I’hypertension artérielle. La rigidité artérielle est un caractére principal du remodelage
vasculaire hypertensif (Zieman et al. 2005; Hoffman et al. 2011). Les changements
structurels qui contribuent a une augmentation de la rigidité artérielle comprennent la
fragmentation de ['¢lastine, l'augmentation des dépdts de collagéne, les calcifications
artérielles et les « cross-links » des molécules d’¢lastine et de collagene par les produits
avancés de glycation (AGEs). Au cours du vieillissement les AGEs sont responsables de la
signalisation du stress oxydant par 1’augmentation de 1’expression de NF-«B, 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 intrinséques de la rigidité artérielle

I1.1. Composition de la paroi artérielle

La paroi artérielle est constituée de plusieurs tuniques disposées de maniere
concentrique de la cavité endoluminale vers la périphérie de 1’artere. Ces tuniques sont

I’intima, la media et I’adventice :

- l'intima (tunique interne), est en contact direct avec le flux sanguin et est composée
de I'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 €lastiques interne et
externe. Elle détermine des propriétés élastiques de la paroi et contient principalement des
CMLYV et une MEC composée d'élastine, de collagéne, de glycoprotéines, de protéoglycanes
et de fibronectine (Zieman et al. 2005). La média des artéres ¢€lastiques de gros calibre
contient des faisceaux musculo-€lastiques: chaque faisceau est compos¢ de CMLV
regroupées et de fibres de collagéne qui sont délimités par des fibres d’élastine orientées vers
I’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 ¢€lastique différent : il existe des ¢léments a faible module

¢lastique (€lastine, CMLV) et des éléments a fort module élastique (collagene).

- I'adventice (tunique externe), composée de fibres de collagéne principalement, assure
la liaison avec des tissus conjonctifs adjacents (Figure 5). Elle joue un réle important dans
I'¢lasticité de la paroi pour des niveaux de pression élevés et dans la résistance a la rupture,
par exemple dans le cas des anévrysmes (Martufi et Gasser 2011). Les molécules du collagene
ont une forme fibrillaire et elles sont les plus abondantes dans I’adventice et conférent a 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 role dans I'apport nutritionnel de la paroi
artérielle. Le réseau lymphatique adventitiel assure 1’évacuation des substances provenant du
sang et transportées a travers la paroi. Les nerfs de la paroi contribuent aussi au contrdle du
calibre vasculaire et du tonus myogenique et promeuvent une contraction et une relaxation des

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

intima

. endothélium
_— membrane basale

_—— limitanie élashique interne
media
™ muscle lisse

" limitants &lastique inteme

adventice
funique externe

Fig. 5. Constituants tissulaires de la paroi artérielle.

I1.2. Composants structurels de la rigidité artérielle

I11.2.1. La matrice extracellulaire et ses constituants principaux : le collagene et ’élastine

Les fibres d’¢lastine des lames élastiques sont composées de fibrilles d’épaisseur de
0,1-0,2 um qui construisent le réseau de microfibrilles. Ces microfibrilles jouent un rdle dans
la distribution uniforme des forces mécaniques dans les tissus (Ushiki et al. 2002). Les

grandes arteres sont constamment exposées aux distensions cycliques et I’élastine fournit une
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capacité ¢€lastique importante permettant de propulser le sang circulant pendant la diastole

(Eberth et al., 2010).

Les molécules de collagéne ont une structure hélicoidale - hélices de polyproline type
IT qui sont stabilisées par les acides aminées (proline et hydroxyproline) en quantité élevée.
Les hélices s’organisent en trois chaines (30-100 nm d’épaisseur). Ces trois chaines
s’assemblent a une fibrille de diamétre 1-20 pum qui forme avec d’autres fibrilles des
ensembles supramoléculaires dans [’espace extracellulaire. Aprés leur formation, les
molécules de collagéne sont immédiatement liées, pontées entre elles (hydroxylation
enzymatique post-translationnelle) afin de les rendre résistantes aux enzymes hydrolytiques.
Les fibres de collagéne sont trés peu extensibles mais leur organisation en réseau les rend
relativement flexibles. Dans la MEC, les collagénes 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 procollagéne qui possede le propeptide C-terminale
globulaire et N-terminale vague (Ushiki ef al. 2002). Le collagéne fibrillaire promeut une
rigidité nécessaire qui protege les CMLV de la surextension aigué pendant 1’augmentation de

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

A cause de son taux de renouvellement lent, le collagéne est particuliérement sensible
a la glycation non enzymatique par les AGEs. Cela conduit a une augmentation du contenu en
collagene avec des fibres désorganisées et dysfonctionnelles qui forment des structures plus
rigides. Il y a un équilibre du ratio collageéne/¢lastine dans la média, et une augmentation de ce
rapport, induit par 'hypertension, conduit a une surproduction de collagéne anormal et a une

diminution de I'élastine normale, ce qui contribue a la rigidité vasculaire (Xu ef al. 2000).

Les CE, les CMLYV et les fibroblastes sont sensibles aux changements des contraintes
mécaniques et modifient I’organisation, la synthése et la dégradation des protéines contenues
dans la MEC (Lehoux et Tedgui 2003 ; Ebert e al. 2010). L analyse histologique de l'intima
des vaisseaux rigides révele des CE anormales, une augmentation du collagene, des molécules
d'¢lastine 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 extrinséques 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 entraine une hypertrophie des CMLV et la réduction de la lumicre vasculaire. Ce
remodelage est une facon d’adapter la paroi a la contrainte mécanique (Lehoux et Tedgui
2003). L hypertrophie des CMLV de la média s’accompagne souvent de I’accumulation de
matériels fibreux liée a I’altération de [I’endothélium qui devient perméable aux
macromolécules plasmatiques. Les CMLV augmentent leur capacité proliférative et sécrétoire.
Cette prolifération anormale est liée a une production accrue de facteurs de croissance (PDGF,
TGF-B), une diminution de la synthése des facteurs anti-prolifératifs et est associée a

I’expression de molécules d’adhésion et la production de cytokines dans la paroi artérielle.
11.2.2. Structure et fonctions de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV)

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 a 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 a
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 synthése 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 arteres (la formation de la néo-intima) apres des 1ésions de I’endothélium (Regan et al.
2000). Elles participent au remodelage vasculaire en controlant la production (synthése du
collageéne et d’¢lastine) et la dégradation (synthése des métalloprotéases matricielles - MMP)

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

Différents facteurs peuvent influencer la prolifération, la différenciation et 1’apoptose
des CMLYV : 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
trés sensibles aux contraintes mécaniques et peuvent activer de nombreuses voies de
signalisation et des mécanorécepteurs : par exemple les récepteurs a tyrosine kinases (Src), les
intégrines, les canaux ioniques (Ca® 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
a une augmentation de 1’expression des facteurs de transcription (c-fos, Spl, Egrl), 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 ef 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 1'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 1’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 I’activation de calpaine) le clivage de taline et sa liaison a la
partie cytoplasmique de la sous-unité  (la signalisation « outside-in »). Cette liaison induit le
changement conformationnel de deux sous-unités a et § d’intégrine en ouvrant son site actif
ce qui permet I’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’aprés Lacolley ef al. 2012).

L’étirement cyclique joue également un role essentiel dans la modulation
phénotypique des CMLYV par ’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 genes marqueurs spécifiques de la
différenciation des CMLV comme la SM22a (le marqueur de cellules musculaires lisses
adultes), la calponine, ’a-SMA (a-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’a-SMA est une isoforme spécifique de
fibres de stress pour CMLV et c’est le composant le plus abondant (70% de 1'actine totale)
dans la CMLV. Il est également la structure centrale de mécano-sensation, -transduction et -

transmission cellulaire (Qiu ez al. 2010).
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Fig. 8. Influence d'étirement sur le phénotype de CMLYV via les voies de signalisation
Rho/ROCK et FAK/c-Src. La force mécanique induit I’activation des adhésions focales
(FA) ce qui promeut I’activation de Rho/ROCK et soit I’augmentation de a prolifération
cellulaire (via la voie ERKI1/2) soit la polymérisation d’actine avec une stimulation
consécutive d’expression des marqueurs contractiles (Halka ez al. 2008).

La stimulation des CMLV par des facteurs de croissance conduit a 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, 1’étirement cyclique peut induire la
prolifération des CMLV via [Dactivation des MAP kinases telle que ERKI1/2. La
phosphorylation de FAK et de la voie PI3K sont aussi impliquées (Albinson et Hellstrand
2007). La voie Notch coopere avec la signalisation du PDGF et du TGF-B pour réguler la
migration et la différenciation des CMLV. Le PDGF et le TGF-B sont des médiateurs clés du
changement phénotypique des CMLV : le PDGF est impliqué dans la répression active de
l'expression des genes spécifiques des CMLYV, alors que le TGF-f 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 CMLYV dans I'hypertension et le vieillissement. L'axe
CArG-SRF-myocardine joue un rdle central dans le maintien de I’état contractile. Son activité
est modulée par Notch, Wnt, le PDGF et le TGF- et aussi par des facteurs de répresseur tels
que Herpl, KlIf4/5 et Elkl. Un phénotype synthétique peut résulter d'une augmentation de
I’Ang II, du Ca*" intracellulaire ou de I’étirement par I’activation de voies de signalisation
spécifiques. La distensibilité artérielle diminue avec 1’age mais pas dans I’hypertension, ce
qui est associé avec le maintien de la fonction artérielle (Lacolley ef al. 2012).

11.2.3. 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). Grace a la
régulation de leurs mARN codantes miARN contrdlent 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 rdle essentiel dans la détermination de la physiologie cellulaire
normale et misexpression des miARN conduit a des réponses pathologiques (Davis-

Dusenbery et Hata, 2011).

Les miRs régulent également de maniere 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 plasticit¢ des CMLV
joue un role important dans le genése de l'hypertension : le changement de phénotype

nécessite une configuration spécifique des facteurs de transcription et I'expression des miRs.
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Il a été montré que les souris avec I’invalidation de miR-143 et miR-145 ont une réduction
significative de la pression artérielle (Xin et al. 2009). 1I a été proposé que les miRs 143/145
sont activés dans les voies paralléles 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 a 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,
I'expression du récepteur ATIR de 1’Ang II est corrélée négativement avec le miR-155, qui ne
reconnait que l'allele A du géne d’ATIR. Il a également été rapporté¢ que KLF4/5, Elk-1,
HES-li¢ répresseur protéine-1 (Herpl), FoxO4, et la sous-unit¢ p65 de NFkB inhibent
'expression des geénes spécifiques des CMLV et médient les effets du PDGF-BB, du TGF-J et
la signalisation de la voie Notch dans des CMLYV favorisant ainsi 1'état synthétique de CMLV
(Alexander et Owens, 2012). Les miRs sont extrémement 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-B1 (Maegdefessel et al. 2015 ;
Huang et al. 2014) — Figure 10.
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Davis-Dusenbery et al, Arterioscler Thromb Vasc Biol 2011

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

La rigidité aortique accrue est une caractéristique importante de nombreuses
pathologies vasculaires (le vieillissement, I'hypertension, l'athérosclérose, les anévrismes
aortiques etc.). Elle se traduit par des changements dans la MEC (augmentation de contenu du
collageéne et diminution de contenu d’¢lastine), également par des changements intrinséques
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 rigidit¢ des CMLV est fortement réduite apres le
désassemblage du cytosquelette d'actine ou l'inhibition de la kinase de la chaine légere de
myosine (MLCK). Ces données suggerent que 1’augmentation de la rigidité vasculaire est au

moins en partie attribuable aux changements des propriétés intrinseques des CMLV

(Meininger 2014).

Les adhésions focales (FA) sont des ponts moléculaires entre les espaces intra- et
extracellulaires qui intégrent 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 a 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, 1’état contractile du cytosquelette et
I’environnement cellulaire et tissulaire (Romer et al. 2006). Les FA associées a des intégrines
fournissent non seulement des liaisons adhésives entre 1'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 & médiée par Src ou FAK
agit comme un régulateur d'actine, des adhésions et de la signalisation de survie, ce qui, a son
tour, contrdle 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 a la MEC. Cette phosphorylation est nécessaire
pour assemblage rapide des fibres de stress d'actine et pour la formation de FA qui favorisent
'adhésion initiale, 1'é¢talement et la migration cellulaire. Ces processus sont partiellement
médiés par la calpaine2 qui est appliquée a la régulation des voies ERK/MAPK. La
phosphorylation de FAK induite par Src implique I'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 remplacant des signaux intégrine-dépendants (Westhoff ez al. 2004).

I11. Role de ’intégrine a, dans la rigidité artérielle

II1.1. Structure et fonctions des intégrines

Les intégrines sont des récepteurs d'adhésion cellulaire hétérodimériques constitués de
deux sous-unités liées de facon 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
I'association de sous-unités o et B et composées d'une «téte» bilobulaire et de deux
« jambes » qui traversent la membrane plasmatique (Van Agthoven et al. 2014). 11 existe 18
sous-unités a- et 8§ sous-unités B qui se combinent pour former plus de 24 paires d’intégrines
différentes (Xiao et al. 2007). La sous-unité o, est la sous-unité la plus présente : elle peut étre
associée avec cinq sous-unités P différentes (Bi, B3, PBs, Ps et Psg). Les intégrines participent a

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 reconnaitre 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 1’ectodomaine des intégrines. Ces
réarrangements favorisent le remodelage du cytosquelette des CMLVs via des connexions
entre les queues cytoplasmiques de I’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
extrémement 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 o, est fortement exprimée dans les CMLVs et elle est impliquée
dans le contréle de 1'adhésion cellulaire, la migration, la différenciation/dédifférenciation, la
contractilité, la prolifération et I'apoptose (Bunni et al. 2010;. Kappert et al. 2001; Turner et al.
2015).
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Fig. 12. Interaction des intégrines membranaires avec la MEC : au centre — ’état inactif
de I’intégrine ; a gauche — le couplage avec un ligand spécifique de la MEC initie le signal
"outside-in" et changement conformationnel des sous-unités d’intégrine ; a droite —
I’interaction entre la taline et domaine intracellulaire de I’integrine B induit un signal "inside-
out".
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Les sous-unités o, sont largement exprimées dans de nombreux tissus au cours du
développement et elles participent a la régulation du systéme immunitaire, de 1'inflammation

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

La famille de l'intégrine B3 contient I’intégrine aypPs et o,Ps. L’intégrine aypPs est
spécifique des plaquettes et les mégacaryocytes et elle joue un réle essentiel dans I'hémostase.
L'intégrine a,B3; 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 o,f3 participe a l'angiogenese, la formation néointimale apres des 1ésions
vasculaires et au trafic leucocytaire (Stouffer et Smyth, 2003). L'intégrine o,p; 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 collagéne protéolysé, le facteur von
Willebrand et 'ostéopontine, mais aussi le fibrinogene, la prothrombine, (Eliceiri et Cheresh

1999; Li et al. 2010).

L’inactivation conditionnelle de la sous-unité a, dans des CMLVs chez la souris a
montré que la présence de cette intégrine est trés importante pour le remodelage du cceur et
des grands troncs vasculaires au cours du développement (Van der Flier ef al. 2010). 1l a été
montré que le collagene de type VI en association avec les sous-unités ay, o; et B; participe a
la différenciation des cellules souches embryonnaires a les CMLVs par le récepteur  du
PDGEF via des voies de signalisation FAK/paxilline-PI3-kinase-MEK-ERK/INK (Xiao ef al.
2007).

L'analyse des CMLVs en culture déficientes en sous-unités os/a, a montré que ces
cellules n’adhérent pas a la fibronectine et a la vitronectine et une adhérence réduite a la
laminine et au collagéne de type 1. La perte des sous-unités a, et as perturbe la formation
d'adhésions focales et la signalisation cellulaire : les CMLV avec une invalidation d’intégrines
ay et as présentent une forte réduction de I’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 as/a, ont également un défaut de signalisation du TGF- (Turner ef al. 2015),
qui est un médiateur principal du développement de la fibrose dans plusieurs organes. Les
souris invalidées pour I’intégrine a,Bs développent une inflammation exagérée mais elles sont

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

Pour étudier le rdole de l'intégrine o, dans les CMLVs, un modele de souris
transgéniques a été créé. Les souris KO totales (constitutives) pour la sous-unité o, meurent
en milieu de gestation, de déficiences placentaires ou immédiatement aprés la naissance a

cause d’hémorragies cérébrales et intestinales et de fente palatine (Lacy-Hulbert et al. 2007).
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Le rble important de la sous-unité¢ a, dans la réparation des Iésions tissulaires, dans
l'inflammation et dans les réponses immunitaires a ét¢ demontré dans le travail de Dr. Hynes
(Hynes 2002). La mortalité des souris o, est principalement attribuable a la perte d’o.fs dans
les tissus parenchymateux des vaisseaux sanguins (McCarty et al. 2005), parce que les souris
Bg'/ " montrent les mémes anomalies de la vascularisation neuronale et placentaire (Zhu et al.

2002).

Il a été montré que certaines intégrines, tels que a;, as, et a, 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 ef al. 2006). Une augmentation d’expression des intégrines osp; ou o3 peut
moduler 'adaptation fonctionnelle et le remodelage des grosses artéres, ce qui indique que les
intégrines jouent également un role important dans la régulation de 1'¢lasticité artérielle
(Intengan et Schiffrin 2000). Les travaux précédents de notre équipe ont montré que
I’application de contraintes mécaniques cycliques sur des cultures des CMLVs induit une
augmentation de 1’expression de l'intégrine o,B; et de I’expression de ses voies de
signalisation. En parallele, deux fonctions des CMLVs sont modifiées - 1'adhésion cellulaire a
la MEC et le genese 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 I’intégrine 3; 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.

I11.2. Impact de I’hypertension chronique et des intégrines sur le développement de la

fibrose artérielle

Des Iésions chroniques tissulaires induisent le développement de la fibrose qui conduit
a la perturbation de [l'architecture tissulaire, au dysfonctionnement des organes et a
lI'insuffisance éventuelle des organes. La fibrose représente une pathologie clinique majeure
dont les options thérapeutiques actuellement disponibles sont treés 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 colit de I’intervention
et les co-morbidités chez les receveurs montrent que la transplantation d'organes ne peut étre
proposée qu’a un petit nombre de patients ayant une fibrose. Le développement de thérapies

anti-fibrotiques efficaces reste donc un défi pour I’amélioration du traitement des patients.
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La fibrogenese implique une interaction complexe entre les différentes composants de
la cicatrisation : l'inflammation, I’épithélium, les myofibroblastes et la MEC (Henderson et
Iredale 2007 ; Varga et Abraham 2007). La MEC péricellulaire représente un environnement
trés dynamique qui a une influence extrémement 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 ét¢ montré que les
sous-unités ay_ f; et B3 sont impliquées dans le remodelage hypertensif eutrophique des artéres
de résistance chez le rat TGR (mRen2) 27. Cette action est possible grace a 1’assemblage
nécessaire des protéines de la MEC contenant le motif RGD et a I’incorporation et 1’activation

de la forme latente du TGF-3 (Heerkens et al. 2006).

Le TGF-B1 est un acteur principal dans le développement de la fibrose inflammatoire
chronique. Le TGF-B1 participe a la régulation des fonctions des intégrines dans les CMLVs
et dans les CEs (Graf et al. 2000). Les CMLVs répondent au TGF-B1 par une augmentation
de la synthese de la MEC : une régulation positive des protéoglycanes, de la fibronectine et la
synthése du collagéne survient en parallele d’une régulation négative des métalloprotéases
MMP-2 et MMP-9 et une activation de TIMP-1. Le TGF-B1 joue un rdéle important dans la
médiation des effets de I’Ang II sur la MEC, le remodelage vasculaire et le développement de
la fibrose. L'activation du TGF-B1 par I’Ang II est dépendante des ROS créés par la NADP
(H) oxydase et est couplée a plusieurs signaux des voies de transduction telles que la voie
MAP kinase et la voie Smad. Les modifications pharmacologiques des voies Smad/TGF- B1

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

Le TGF- est sécrété sous forme d'un complexe latent li¢ directement a la MEC qui
existe a des concentrations ¢€levées. Une grande partie de la régulation des fonctions du TGF-
B dans les tissus est basée sur l'activation extracellulaire de son complexe latent. Deux des
trois isoformes du TGF-f chez les mammifeéres (TGF- B1 et 3) peuvent étre activées par des
membres de la famille des intégrines qui interagissent avec un motif RGD linéaire dans un
fragment amino-terminal du TGF-f : le peptide latent associ¢ - LAP (Turner et al. 2015).
L'inhibition et le blocage des intégrines a,f¢ et a,s miment tous les effets de la perte de TGF-
B1 et 3, ce qui suggere que ces deux intégrines sont nécessaires pour la plupart des fonctions

importantes du TGF-B (Henderson ef al. 2013).
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Des ¢études ont montré que le TGF-B1 et '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 : I’Ang II induit une augmentation de I’expression de la fibronectine, la laminine, et
le mARN du TGF-B1 via son récepteur membranaire spécifique AT1 dans des fibroblastes
cardiaques (Graf et al. 2000). L’Ang II est également un agent mitogene 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-f 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- dans la plupart des cellules se
réalisent via le récepteur spécifique du TGF-B de type I (TGF-B1/TGF-BR1/ALKS) et de type
IT (TGFBR2), les activines (ALK4) et le BMP via le récepteur spécifique du BMP de type 11
(BMPR2) et ALK, 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-B 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 ez al. 1997 ; Schmierer
et Hill 2007). Lors de l'activation, le TGF-BR1 recrue et phosphoryle le R-Smad a deux
résidus de la sérine dans leur C-termini extrémes. Les ALK4, 5 et 7 induisent la
phosphorylation de R-Smad 2 et 3, tandis que les ALKI, 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 ou elles régulent l'expression des genes 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-BR1 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 ef al. 2010) - Figure 13.
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Fig. 13. Voies de signalisation du TGF-p. Le TGF- et les diméres de BMP induisent la
formation d’un complexe hétéromere entre les deux types spécifiques de récepteurs — type |
(TGFBR1/ALKS, ALK1/2/3/6) et type 11 (TGFBR2, BMPR2/ActRII). Les récepteurs de type
IT induisent la transphosphorylation de récepteurs de type I, conduisant a 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 hétéroméres avec Smad4 (Co-Smad). Ces complexes
Smad se déplacent dans le noyau ou 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, TAKI, 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;
TAKI1 — kinase activée par TGF-3; INK - c-Jun N-terminal kinase (mitogen-activated protein
kinase 8), p38 - mitogen-activated protein kinases; TGF-B - facteur de croissance
transformant ; TGFBR - récepteur du TGF-f (Pardali et al. 2010).

IV. Réle du récepteur minéralocorticoide dans le tonus musculaire et la

réactivité vasculaire

IV.1. Role de la vasoréactivité dans le tonus musculaire et la rigidité artérielle

L’exploration de la capacité de paroi artérielle a 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 1’expression de leurs genes 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 grace a la libération de substances vasoactives telles que ’oxyde
nitrique (NO) peut modifier I’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
I’endothélium (EDHF), le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et la prostacycline (PGI2) qui ont
des propriétés tant vasodilatatrices que vasoconstrictrices. L’H,O, dérivé de I’endothélium est
actuellement ’EDHF qui posséde des fonctions vasodilatatrices dominantes (Takaki et al.
2008). L’endothélium, par le transfert de médiateurs chimiques (le NO, la PGI2) etle
couplage électrique via les jonctions myoendothéliales, peut influencer 1’activité mitogene,
I’adhésion des neutrophiles et moduler la vasodilatation. La relaxation des CMLVs sous-
jacentes de I’endothélium peut intervenir par la PGI2 qui est produite a partir de 1’acide
arachidonique (AA) par I’enzyme cyclo-oxygénase (COX) dans des CEs. La PGI2 facilite la
libération du NO qui potentialise la relaxation des CMLVs par Dinhibition 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 role central non seulement dans la
vasodilatation mais aussi dans la régulation de la PA et de 1’hémostase, dans le systeme
nerveux central et périphérique comme second messager, dans 1'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 a 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
I’induction du NO peut étre induite par les intégrines membranaires : 1’utilisation de
I’anticorps spécifique LM609 contre I'intégrine a,f3 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 diabete, I'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 biodisponibilit¢ du NO suite a une diminution de sa production ou a 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
I’oxygene, I’Ang II et I’endothéline-1 (ET-1) (Barrett et al. 2013). Le NO et I’ET-1 (agent
vasoconstricteur endogene le plus puissant) sont des antagonistes mutuels. Ils agissent ['un
sur 1’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 I’ET-1 est prédominante ce que favorise des lésions
vasculaires. La dysfonction endothéliale peut étre provoquée par le stress oxydatif avec une

augmentation de la production de I’anion O* (Cai et Harrison 2000).

Le NO est synthétisé par la NO synthase (NOS) dans les CEs. La NOS catalyse
I’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 Ca*'-
dépendantes et constitutives, elles produisent du NO en faibles quantités. En revanche, iNos
est Ca*"-indépendante et induite par des cytokines. Elle est capable de produire du NO en
grandes quantités qui peuvent €tre cytotoxiques et inhiber des pathogénes. Ces trois formes

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

L-NMMA (L-NG-monométhyl arginine) et L-NAME (Nw-nitro-L-arginine methyl
ester) sont les deux analogues structurels de la L-arginine et peuvent se lier a la NOS en étant
des inhibiteurs compétitifs pour la production du NO (Sainz et al. 2004). 11 a été proposé que
le NO augmente 1’¢lasticité artérielle : chez ’homme sain, L-NNMA diminue la compliance
et augmente la VOP de l'artére brachiale, mais I’administration de la nitroglycérine (donneur

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

Il a ét¢ montré qu’avec 1’age 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 1’acétylcholine (Ach) 1ié a la réduction de la biodisponibilit¢ du NO. Le NO est
conservé et sa production est méme augmentée chez les sujets agés, mais la perte d’effets de
I’Ach dans des CEs se développe a cause de I’inactivation accrue du NO par les radicaux
libres et/ou d’une augmentation de médiateurs vasoconstricteurs tels que I’ET-1 (Van der Loo
et al 2009 ; Westby et al. 2011), le thromboxane (TXA2) ou certaines prostaglandines (Wong
etal.2010).
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IV.2. Roéle du récepteur minéralocorticoide dans les fonctions des CMLVs et réactivité
vasculaire

1V.2.1. Interaction aldostérone — récepteur minéralocorticoide 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 controles et diminuée chez les animaux agés (Safar et al. 2001). En revanche,
la vasodilatation endothélium-dépendante induite par 1’Ach est fortement diminuée dans
I’aorte chez les souris sauvages hypertendues par rapport a leurs contréles normotendus

(Atkins et al. 2015).

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone joue un role crucial dans le
développement de I’hypertension et de la rigidité vasculaire. L'aldostérone est le régulateur
hormonal primaire connue pour agir sur les reins et le colon ou il favorise la rétention du
sodium et de I'eau et I'excrétion de potassium, donc il est le facteur déterminant du volume de
liquide extracellulaire. Classiquement, 1'aldostérone augmente le volume sanguin, la PA et le
débit cardiaque par ’interaction avec le récepteur nucléaire stéroidien minéralocorticoide

(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 a 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 I’antagoniste du MR ['éplérénone, n’est pas liée aux
changements des électrolytes plasmatiques et a l'activation du MR rénal (Levy et al. 2004).
Les résultats des études précédentes ont montré que la PA pourrait étre 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 I'endothélium vasculaire (Nguyen Dinh Cat et al.
2010) et dans les CMLVs (McCurley et al. 2012). Ces résultats ont posé la question de
I’implication de 1’aldostérone et du MR dans les fonctions vasculaires, en particulier dans le

tonus vasculaire et la rigidité artérielle.

D’autres études montrent que I’exceés d’aldostérone circulante a des effets déléteres par

accumulation de fibres de collagene et de facteurs de croissance dans la paroi vasculaire, ce
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que favorise I’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, 1’athérosclérose, une rigidité artérielle accrue et I’inflammation aortique, avec
une augmentation de protéine C réactive (CRP) chez les sujets obéses normotendus (Cooper
et al. 2012 ; Nguyen Dinh Cat et Jaisser 2012). La surrénalectomie chez les patients avec
I’adénome produisant I’aldostérone a permis d’empécher le développement de la rigidité et
méme 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 méme sévérité d'hypertension non dépendante de 1’aldostérone (Strauch et al.

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

Les antagonistes du MR (MRA) tels que 1'éplérénone ou la spironolactone ont été
démontré comme traitement efficace de I'hypertension par leur interaction avec MR extrarenal
en empéchant le développement de I’insuffisance cardiaque postischémique et de la rigidité
vasculaire chez ’homme (Funder 2013 ; Takeda 2009) et dans des modéles 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 1’éplérénone prévient I’augmentation de marqueurs de la
rigidité artérielle tels que la PA, la PP et le module élastique dans les gros vaisseaux de rats

traités a 1I’aldostérone (Lacolley et al. 2002).

1V.2.2. Role du récepteur minéralocorticoide dans les changements structuraux et

fonctionnels des vaisseaux

L’aldostérone agit sur le systéme cardiovasculaire en stimulant 1’hypertrophie,
I’hyperplasie des CMLVs et la migration de cellules de I’adventice vers la média en modifiant
la morphologie vasculaire. L’aldostérone active la synthése de protéines (le collageéne de type
III et la fibronectine cellulaire EIIIA), et le dépot du collagene 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 a I’Ang II ATIR joue un rdle crucial dans la
fibrose : I’Ang II peut activer la voie du MR indirectement via la voie d’EGFR (Jaisser et

Farman 2016).

Plusieurs études ont montré le réle du MR vasculaire dans la modulation de la
vasoconstriction et vasorelaxation : I’interaction aldostérone/MR vasculaire et son influence
sur la régulation de la PA et de tonus musculaire a été étudié dans des modeles animaux

transgéniques. Le MR est exprimé dans les CEs et les CMLVs, et les altérations génétiques de
44


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

lI'expression du MR dans ces types de cellules peuvent moduler les fonctions vasculaires chez
la souris (Nguyen Dinh Cat ef al. 2010 ; McCurley et al. 2012 ; Schéfer et al. 2013). Le
mécanisme potentiel de I’interaction de I’aldostérone avec le MR comprend une activation
d’ET-1, d’Ang II, d’inhibiteur de I’activateur du plasminogeéne (PAI-1) et de TGF-B1 ainsi
qu’une inhibition de la synthése et consommation du NO via I’inhibition de la eNOS et de la

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

Le role du MR endothélial a été montré par Nguyen Dinh Cat et al. (2010) dans le
modele de souris transgéniques avec une surexpression du MR dans les CEs: il y a une
augmentation de la PA au niveau basal et apres perfusion d’Ang II ou d’ET-1 avec une
augmentation de la contraction des artéres de résistance en réponse a ’Ang II, au ET-1 et a 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 1’obésité ou par le traitement désoxycorticostérone/sel avec une amélioration de la
relaxation en réponse a 1’Ach (Schéfer ef al. 2013 ; Rickard et al. 2014). L’activation du MR
endothélial favorise une augmentation de ’activit¢ de la NADPH oxydase avec une
production accrue de ROS et la réduction de leur dégradation par une diminution de 1’activité
de I’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/disponibilit¢ 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 role crucial dans la régulation du tonus vasculaire.
L’inactivation du MR dans les CMLV a été récemment décrite par McCurley ef al. (2012) et
Galmiche ef al. (2014). L’absence du MR dans des CMLVs prévient I’augmentation de PA
avec l’age et apres perfusion d’Ang II (McCurley et al. 2012) sans altération de
I’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 a I’aldostérone et au taux élevé
de sel par la modulation de I’expression de protéines d’attachement cellules-matrice et le
remodelage de la MEC (Galmiche ef al. 2014). L activation du MR dans les CMLVs induit in
vitro I’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 I’inflammation et la
fibrose cardiaque et vasculaire in vivo (McCurley et Jaffe 2012 ; Brown 2013 ; Pruthi et al.

2014).
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1V.2.3 Régulation des mécanismes intracellulaires de la contraction et de la relaxation des

CMLVs : Pimplication du récepteur minéralocorticoide

Le tonus basal des CMLVs est déterminé par les protéines de 1’appareil contractile
actino-myosine. La contraction des CMLVs est déclenchée par une augmentation du Ca®"
intracellulaire, soit par l'entrée du Ca®" extracellulaire via les canaux calciques de type L
(LTCC) aprés la dépolarisation de la membrane, soit par la mobilisation des réserves de Ca**
intracellulaire aprés 1’activation des récepteurs membranaires par des agonistes contractiles
(Mendelsohn et al. 2005). Les agonistes contractiles (la Phe, 'ET-1 et '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 I’ATPase de la myosine qui est activée par I’actine. Ce processus
est contrdlé par la MLCK qui peut étre activée de maniére Ca®’/calmoduline (CaM)-
dépendante et Ca®"-indépendante (Feng et al. 1999 ; Isotani et al. 2004). La serine 1760 de la
MLCK est adjacente au domaine de liaison a 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/PAKI1 inhibe
I'ATPase de la myosine qui est activée par 1’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 entraine 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 MYPTI1 de 110
kDa et d’une petite sous-unit¢ de 20 kDa non-catalytique (Hirano 2007 ; Ma et al. 2010).
L’activit¢ de la MLCP peut étre 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 MYPTT1 est phosphorylée sur un ou
deux de ses sites de phosphorylation (T696 et T853) (Hirano 2007). La phosphorylation de
MYPTI1 au niveau de la Thr853 par la kinase Rho-associée (Rock) prévient 1’inhibition de
MYPTI et par conséquent I’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 I’activation des canaux potassiques (canaux de large
conductance Ca®"-activés - BKCa) par les ions de Ca®" 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 I’hyperpolarisation des CMLVs, la diminution de l'entrée du Ca’’

extracellulaire et la relaxation des CMLVs (Mendelsohn 2005) - Figure 14.
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Fig. 14. Role du MR des CMLVs dans le tonus vasculaire et la rigidité. Le MR régule
I'expression et ’activité vasculaire du LTCC (L-type Ca?" channel, Cavl1.2) et des intégrines,
contribuant ainsi a 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 Ca**-ATPase2 (d’aprés Barrett ez al. 2013).
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Le MR des CMLVs augmente 1’expression et la fonction des canaux calciques LTCC
et de leur sous-unité Cavl.2 et diminue ’expression de canaux potassiques BKCa ce que
conduit a une augmentation de la contraction vasculaire (DuPont et al. 2014). L'expression et
l'activité des canaux LTCC et de Cavl.2 sont fortement réduites dans les vaisseaux de souris
Knock-out pour le MR dans des CMLVs (MR*™X®). Ces résultats confirment le role direct du
MR des CMLVs dans la régulation de I'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 a la régulation de la PA par les mécanismes non-rénaux

(Barrett et al. 2013).
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V. Role 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 systémes
principaux (microtubules, microfilaments et IF) du cytosquelette des cellules eucaryotes
(Janmey et al. 1991 ; Wang et al. 2000). Ces protéines appartiennent a une famille hétérogeéne
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-paralleles. L'hétérogénéité des IF se refléte dans 1'expression tissu-spécifique
des monomeres 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 a 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 systéme 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 I’internexine-a, 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 mammiféres adultes (homme, rat, lapin, porc,
vache) la vimentine est exprimée principalement dans les cellules dérivées de mésenchyme :
les astrocytes et macroglie du systéme 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 I’homme et chez le lapin la vimentine et la desmine sont distribuées de maniere
différente dans les vaisseaux et peuvent coexister a I’intérieur de mémes cellules (Berner et al.
1981 ; Osborn et al. 1987). Il y a un gradient du rapport vimentine/desmine dans l'arbre
vasculaire chez I'homme et chez les rongeurs : le contenu en vimentine le plus élevé se trouve
dans des artéres de gros calibre telles que ’aorte alors que les cellules desmine-positives sont
prédominantes dans des artéres du type musculaire telles que l'artére mésentérique et ’artére

rénale (Osborn ef al. 1981 ; Johansson ef 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 controlant la signalisation de TGF-B1-Slug (la protéine répresseur transcriptionnel qui
contient un domaine avec du Zinc), l'accumulation du collageéne et le processus de transition
épithéliale -mésenchymateuse (EMT) dans la cicatrisation des blessures (Cheng et al. 2016),
la fibrose (Nayak et al., 2013), l'angiogen¢se (Bauer et al. 2016), ’extravasation des
leucocytes a partir du systéme vasculaire (Nieminen et al. 2006), la différenciation des
cellules tumorales (Schiirch 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 Stamenovi¢ 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 ef al. 2011). Les fibroblastes KO pour la
vimentine (Vim™) montrent une rigidité cellulaire réduite jusqu’au 40% par rapport aux
cellules sauvages, liée a leur capacité de contracter la matrice de collagéne (Eckes et al.
1998) ainsi que la diminution de la prolifération et de la synthése d’ADN (Wang et al. 2000).
Les cellules Vim™ ne gardent pas la méme morphologie et deviennent plus déformables, leur
motilité diminue ainsi que leur capacité d’adhésion au substrat devient plus faible ce qui
pourrait souligner la responsabilit¢ de la vimentine a maintenir I’intégrité cellulaire (Guo et al.
2013). La vimentine joue un rdle clé dans la mécanotransduction du stress mécanique et
’adaptation vasomotricielle, et sa présence est indispensable pour la fonction des CEs et des
CMLVs : elle protege les cellules contre le stress compressif en gardant leur élasticité et
I’intégrit¢é 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 ¢lément essentiel pour la migration transendothéliale
induite par les chimiokines (Brown et al. 2001). L'expression de la vimentine dans les CEs
contribue également a former des structures d'ancrage pour aider a l’extravasation des
leucocytes du systeme vasculaire (Nieminen et al. 2006). 11 a également €t¢ montré que le
réseau des filaments de vimentine et d'actine est un facteur trés 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 barriere endothéliale contre les perturbations

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

mononuclées (Nieminen et al. 2006).

Dans les vaisseaux, la vimentine qui est la principale protéine structurale du
cytosquelette, est trés sensible au stress mécanique induit par le flux sanguin (contrainte de
cisaillement). Il a ét¢ montré que les filaments de vimentine deviennent plus rigides avec
I’augmentation de la contrainte mécanique (Eckes et al. 1998). Chez les souris KO pour la
vimentine, il y a un déséquilibre de synthése d’ET-1 et du NO avec une prédominance d’ET-1
et diminution de la sensibilit¢ au NO, et par conséquent, une perturbation du tonus
myogénique avec diminution de la dilatation flux-dépendante des artéres de résistance. Il a été
constaté que les hormones telles que I’ET-1 et 1’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) a cause de la perte d'équilibre entre ’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 a 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 (o3, 02p;) 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 ef 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 a des
changements environnementaux, la vimentine subit une phosphorylation et déphosphorylation
réversible de la Ser-56, qui joue un rdle important dans la régulation des cycles de
contraction/relaxation du muscle lisse. PP1 et PP2A sont des phosphatases a sérine/thréonine
qui contrdlent 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 ef 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

I’activité de la myosine ATPase et initie le genése de forces contractiles (Figure 15).
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Fig. 15. Régulation de la vimentine par la protéine phosphatasel (PP1). En réponse a 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 pI30CAS «libre» pour la polymérisation de
I’actine. PP1 peut également réguler la phosphorylation de la myosine. La polymérisation de
l'actine et '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 I’homme elle
possede trois variants d'épissage : a, B (desmuslin) et L avec des domaines caudales de taille
variable. Les variants a- et B-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
manicre isoforme-spécifique dans les cellules du systéme 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 a la vimentine et effectue 1’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, 1’a-actinine (un composant majeur de disques-Z), la
dystrophine et avec 1’utrophine. Elle peut former des hétéropolymeéres avec la vimentine ou la
desmine et lie les IF aux disques-Z de myofibrilles adjacentes ou au costamére qui est un
complexe protéique sous-sarcolemmique aligné dans le registre avec les disques-Z et qui est
connecté physiquement aux sarcomeres (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 a cause de I’absence de liaison de
la synémine aux costameres et sarcomeres et aux filaments de desmine et vimentine. La
liaison de la synémine a des protéines costamériques et sarcolemmiques telles que 1’a-actinine,
la vinculine et les membres du complexe dystroglycan est nécessaire pour 1’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 a la fatigue. De plus, I’absence de la synémine
empéche 1’auto-renouvellement et la différenciation de cellules myosatellites (Li et al. 2014).
Il a ét¢ 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 myofibrillogenése, 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 Ia
prolifération en modulant I'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).
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS
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Notre hypothése de travail est que le phénotype artériel physiologique dépend de
plusieurs parametres 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
role principal dans les mécanismes périphériques de I’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 identifi¢ 1’influence de
récepteurs membranaires tels que le récepteur minéralocorticoide (MR) et la sous-unité a,
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 role d’invalidation constitutive de ce récepteur dans la contraction et la

relaxation d’anneaux carotidiens et aortiques chez les souris contrdles et invalidées

9

pour le récepteur minéralocorticoide dans des CMLVs (MRMX?)

- Caractérisation du phénotype artériel (la structure et le contenu de la paroi artérielle,
les paramétres hemodynamiques - la distensibilité, I’elasticité) des souris o,>™<° au

niveau de base et apres administration d’Ang I ;

- Etude de I’expression des protéines impliquées dans les voies de signalisation des
adhésions focales chez les souris contrdles et invalidées pour la sous-unité a, a 1’état

basal et dans un modéle de fibrose vasculaire ;

- Etude de I'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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MATERIELS ET METHODES
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I. Modé¢les animaux expérimentaux

I.1. Souris invalidées pour le récepteur minéralocorticoide (MR) dans des CMLV

Les animaux ont un background C57BL/6. Ils ont été obtenus par I’équipe du Pr.
Frédéric Jaisser (Centre de Recherche des Cordeliers, INSERM U1138, Paris). Le mode¢le
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
gene Cre-récombinase sous le controle du promoteur SM22alpha. Ce croisement a permis
d’obtenir la délétion constitutive du MR dans les CMLV (MR*™*°). Comme contréles nous
avons utilisé¢ les souris floxées pour le MR dans des CMLV qui n’ont pas le gene Cre-
récombinase (CTL = MRY ﬂ). Le génotype des souris a été confirmée par PCR a 1’age de 5
mois (Galmiche et al., 2014). Nous avons étudi¢ la réactivité vasculaire en utilisant la
méthode du myographe Mulvany et I’expression des protéines d’appareil contractile des

CMLVs par la méthode du Western Blot.
I.2. Souris invalidées pour la sous-unité a, des intégrines dans des CMLVs

Nous avons développé le modele d’invalidation conditionnelle de la sous-unité o, chez
les souris C57BL/6 a 1’aide du systéme Cre-Lox. Ces souris ont été obtenues dans notre

laboratoire par croisement de deux lignées : 1 - les souris floxées pour la sous-unité a, des

flox/flox

intégrines (ol ) qui nous ont ét¢ données par le Dr Adam Lacy Hulbert (Massachusetts

General hospital - Boston, USA) ; 2 — la lignée SM22-CreER'™ (souris avec 1’insertion du
gene (Knock-in = KI) codant pour 1’enzyme Cre-récombinase inductible sous le contrdle du

promoteur SM22 nous a €t¢ donnée par le Dr Zhenlin Li (CNRS UMR 8256, Université

flox/flox CreSMKI I+ flox/flox

Pierre et Marie Curie, Paris VI). Aprés croisement les souris o
SMKI /SMKI
Cre

et oy

SMKO I+ flox/+ flox/flox

sont considérées comme double KO (o, ). Les souris oy, oy et oy
issus des mé€mes portées ont été retenues comme contrdles pour notre étude (WT). A partir de
I’age 2 mois afin d’induire la délétion de I’intégrine a, toutes les souris ont été induites par
des injections consécutives de Tamoxifene (10 mg/mL dans huile d’arachide) par voie
intrapéritonéale (IP) pendant trois jours : premier jour - injection & 200 pL/jour ; deuxiéme et

troisiéme jour - injections a 100 pL/jour (Figure 16).
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Fig. 16. Modéle d’invalidation de la sous-unité o, 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’artéres par la méthode d’échotracking de 1’artére carotide ; de la
réactivité vasculaire par la méthode du myographe Mulvany ; I’histologie (méthodes de
Weigert/Orcéine et de Rouge Sirius), et I’'immunohistologie par détection colorimétrique et
fluorescence et analyse confocale ; la mesure du signal de fluorescence du collagéne total par
la microscopie multiphotonique de la génération seconde harmonique (SHQG) ; I’expression de
protéines de signalisation des intégrines par la méthode du Western Blot et I’expression de

geénes 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 (Vim™™, SynfUﬂ ou Vimﬂ/ﬂSynﬂ/ﬂ) ;2 -
les souris portant le géne Cre-récombinase sous le contrdle d’élément régulateur spécifique
SM22alpha. Ce croisement a permis d’obtenir la délétion constitutive de la vimentine (Vim'/ i
Syn™"), de la synemine (Vim”"Syn™) ou des deux génes vimentine et synemine (Vim™”Syn™)
dans les CMLV. Comme contrdles nous avons utilisé les souris floxées pour la vimentine
et/ou pour la synemine dans des CMLV qui n’ont pas le geéne 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 €lastiques
d’artéres par la méthode d’échotracking de 1’artére carotide ; 1’histologie (méthodes de
Weigert/Orcéine et de Rouge Sirius), et I’'immunohistologie par détection colorimétrique et
fluorescence et analyse confocale ; 1’ultrastructure de la paroi artérielle par microscopie
¢lectronique ; I’expression des protéines par la méthode du Western Blot et I’expression de

genes 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 a 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.
I1. Protocoles expérimentaux : modele de fibrose vasculaire induite I’Ang 11

Apres invalidation de la sous-unité o, les animaux ont été traités a 1’Ang II afin
d’induire une augmentation de la pression artérielle et une fibrose vasculaire. Les souris sont
anesthésiées par inhalation d’isoflurane a 3-3,5% sous un débit d’oxygene 1,5L/min. Une
mini-pompe osmotique sous-cutanée (Alzet 2004) est implantée pour diffusion d’angiotensine

SMKO

IT (Ang II) pendant 28 jours. Un groupe de souris (WT et a, ) a regu 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 contrdle a été réalisé avec une opération sans pose de mini-pompe (Figure 17).

Mesures :

Injection tamoxiféene * PAS: pléthysmographie

« échographie vasculaire et cardiaque

2 semaines (VisualSonics VEVO 770)
A la fin de traitement — isoflurane
groupe 1 groupe 2 groupe 3 anesthésia
PAS initiale PAS initiale

« échographie vasculaire et cardiaque

Echographie initiale (VisualSonics VEVO 770)

Echographie initiale

4

Opération minipompes Angll minipompes Angll

sham (0,3mg/kgl/jour) (1,5mg/kgljour)
4 semaines 4 semaines ‘
SMKO SMKO

« échotracking carotidien : pression-
diametre (distensibilité), élasticité
(Einc)

« Fixation d’animal sous la pression
physiologique (100 mmHg)

* Préléevements : cceurs, artéres
carotidiennes, aortes

* Mesures du MCSA et de I’epaisseur
vasculaire

* Myographe (carotides, aortes)

* Western blot, qPCR et microarray

Fig. 17. Schéma des manipulations : PAS — pression artérielle systolique; MCSA - media
cross-sectional area - la surface de coupe transversale médiale.
58



II1. Méthodes expérimentales

I11.1. Mesure de la pression artérielle chez ’animal conscient

Les mesures hémodynamiques réalisées in vivo chez I’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 boite de contention sur une plateforme chauffante (Hatteras Instruments,
Blood Pressure Analysis System, model SC-1000), afin de s’assurer de la bonne dilatation des
arteéres périphériques. La pression est mesurée sur ’artére caudale: la queue de I’animal est
passée a travers un manchon gonflable (ballonnet) qui comprime 1’artére caudale lorsque la
pression dans ce ballonnet augmente. Lorsque la pression du ballonnet est égale a la pression
systolique de D’artere, celle-ci est écrasée empéchant la circulation du sang. L’arrét de la
circulation du sang dans I’artére caudale est détecté par un capteur photoélectrique et est
interprété par D’enregistreur comme ¢étant la valeur de la pression systolique a 1’aide du

logiciel “SC 1000 BP analysis system” (Hatteras Instruments, Inc., NC, USA) (Figure 18).

Tous les animaux sont entrainés pendant 2-3 jours pour s’habituer a la procédure. Les
mesures obtenues apres quelques jours d’entrainement sont retenues comme reproductibles et
utilisées pour les analyses. Pour les animaux traités a I’Ang II les mesures ont été effectuées

avant d’implantation des minipompes et a 26-28 jours apres le traitement.

Systohea71
ARAR /

,LU 1\} TV vt
VYN

Manometre
a mercure

Fréquence
cardiaque

Manchon pneumatique || Capteurphoto ‘ E -0
électrique \L/_T——f—

Amplificateuret convercion du
signal analogique en numerique

Fig. 18. Schéma de la technique «tail-cuff» de mesure de la pression artérielle chez les
souris éveillées, a partir de ’artére caudale.
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I11.2. Mesures hémodynamiques in vivo chez I’animal anesthésié

111.2.1. Préparation d’animal

Les souris sont anesthésiées avec de I’isoflurane (3-3,5%, débit d’oxygene 1,5L). Un
cathéter de polyéthyléne (PE-5, longueur 2 cm, BioSeb, France) est introduit dans 1’artére
carotide gauche puis I’artére 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 Ul/ml).
111.2.2. Acquisition des signaux de pression intravasculaire

Les mesures des pressions systoliques (PAS) et diastolique (PAD) sont effectuées a
I’aide d’un systéme d’enregistrement de la pression (logiciel Ponemah P3Plus version 4.9).
Ces mesures nous permettent de déterminer la pression pulsée (PP, qui correspond a la
différence algébrique PAS-PAD) ainsi que la pression artérielle moyenne (PAM, qui
correspond a PAD+PP/3).

111.2.3. Echotracking d’artére carotide

Les paramétres mesurés sont les variations de pression et de diametre de 1’artére au
cours du cycle cardiaque. Ces variations systolo-diastoliques du diametre carotidien sont
mesurées in vivo chez I’animal par des techniques utilisant les ultrasons, dérivées de
I’échographie, complétées par des méthodes de poursuite d’échos (échotracking). Ces
techniques ont d¢ja été décrites et validées chez le rat (Labat ef 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
I’animal anesthésié¢ afin d’enregistrer les échos vibratoires des parois internes et externes de
I’artere, 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 diamétre et la surface de la lumiére artérielle in
vivo (Labat et al. 2001). Les variations pulsatiles du diamétre et de la pression sont mesurées
pendant trois périodes successives de 4 secondes. A ’aide de ces deux mesures simultanées,
la courbe pression-diamétre est reconstituée dans 1’intervalle de pression systolo-diastolique

selon une fonction arc-tangente décrite par trois parameétres indépendants a, 3, .
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Le calcul des paramétres mécaniques s’effectue comme suit :

Les modifications de la lumicre artérielle en fonction de la pression artérielle (courbe
pression-diamétre) sont calculées a partir de ces trois paramétres a, B, y selon le modéle décrit

par Langewouters (Tardy et al. 1991) :
LCSA = o [ /2 + tan™ (P-B)/ y]

ou LCSA (Lumen Cross Sectional Area) représente la surface sectionnelle de la lumiére

artérielle et P la pression.
La distensibilité est le rapport de la compliance circonférentielle a la surface de la lumiére :
Distensibilité = (1/LCSA) x (SLCSA/5P)

Le module ¢lastique incrémentiel (Einc) permet d’évaluer les propriétés mécaniques

intrinséques du matériau constituant la paroi, indépendamment de la géométrie de I’artere :
Einc = 3/ Distensibilité x (1 + LCSA-MCSA)

ou la MCSA (Media Cross Sectional Area) représente la surface sectionnelle de la média. Les
mesures de MCSA nécessaires au calcul du module ¢lastique sont déterminées in vitro par
méthode histomorphométrique aprés fixation au formol. La surface de la lumiére artérielle

ainsi que la distensibilité sont calculés in vivo a la PAM.

L’¢lasticité du matériau est évaluée a partir des courbes reliant la contrainte
circonférentielle subie par 1’artére au Einc. La contrainte circonférentielle WS (Wall Stress)
témoigne de I’impact de la pression sur la paroi du vaisseau. Elle se calcule a partir des

valeurs de LCSA et de MCSA pour différents niveaux de pression artérielle :

WS = (2 LCSA x P)/MCSA
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Mesure du diameétre
par la sonde
échographique

Mesure de la pressio
par le cathéter

Pression

Diamétre

Courbe intégrale pression-diamétre selon modéle Langewouters

Fig. 19. Schéma général d’obtention des courbes pression-diametre par la technique
d’échotracking d’artere carotidienne chez la souris.

IT1.3. Echographie vasculaire

111.3.1. Préparation d’animal

L’animal est pré-anesthésié par isoflurane (3-3,5%, débit d’oxygeéne 1,5L/min) puis
placé sur une platine chauffante lui permettant de rester a une température de 35°C pendant la
durée d’enregistrement. Le maintien de I’anesthésie s’effectue en décubitus dorsal avec 1,5-
2% d’isoflurane (débit d’oxygene 0,7 - 1L/min) par le masque attaché a la plaque chauffante.
Une sonde mécanique de 30 MHz est utilisée pour la visualisation des différentes vues

cardiaques et I’obtention des images ¢échographiques.
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111.4 Réactivité vasculaire

Nous avons réalisé 1’étude des effets du récepteur minéralocorticoide (MR) et de
I’intégrine a, sur la réactivité vasculaire (aortes thoraciques et abdominales) en utilisant la
méthode classique du myographe de Mulvany. Pour les souris controles ou mutées pour le
MR nous avons comparé¢ des anneaux aortiques avec endothélium intact (CTL+E,
MRSMKOLE) et endothélium endommagé aprés dénudation mécanique (CTL-E, MRSMXC-E),
Pour les souris avec invalidation de la sous-unité ay les réponses contractiles et relaxantes sont

SMKO

évaluées dans les carotides isolées de souris WT et o, non traitées et aprés 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; KCI1 3,7; MgSO4 1,2; KH,PO,4 1,2; CaCl, 1,6;
NaHCOj; 14,9 et glucose 11. Les arteres sont isolées et soigneusement nettoyées des maticres
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% Ny, 15% O, 5% CO,) maintenue a 37°C avec un pH de 7,5. Les anneaux sont laissés a
équilibrer pendant 30 minutes a 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™ 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 a partir des anneaux avec un endothélium intact. Pour
I’évaluation des phénomenes endothélium-non dépendants, I'endothélium a été enlevé des

anneaux aortiques en frottant doucement l'intérieur des anneaux sur un crochet de I’appareil.

Les réponses contractiles a la Phe, KCl et Ca*" et les réponses dilatatrices a I'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 a-adrénergique était évaluée via la dose-réponse a la Phe de
10” a 10™ mol/L. La contraction dépendante de l'activation des canaux calciques a été
déterminée en utilisant la dose-réponse au KCl de 10 a 80 mmol/L. La réponse contractile au
Ca®" extracellulaire en dose cumulative de 10™ & 107 mol/L a été évalué sur les anneaux
préincubés dans la solution sans Ca®" (80 mmol/L de KCI au lieu d'une quantité équimolaire

de NaCl avec 2 mmol/L d'EGTA), puis dans la solution sans Ca*" et sans EGTA.
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La relaxation endothélium dépendante est évaluée par la dose-réponse a 1’Ach avec
des anneaux précontractés a 10” mol/L de Phe, en présence ou en absence d’inhibiteur de NO-
synthéase endothéliale L-NNA (No-nitro-L-arginine) ou L-NAME (Nw-nitro-L-arginine
methyl ester) en 10 mol/L et en présence ou en absence d’inhibiteur de cyclo-oxygénase
indométacine (Indo) en 10° mol/L. La relaxation endothélium — non dépendante et la
sensibilit¢ des CMLV a la voie de cyclo-oxygénase est évaluée apreés la précontraction a la
Phe (10 mol/L) sur les anneaux avec endothélium intact ou endommagé par la dose-réponse
au SNP (de 10° a 10° mol/L) en présence ou en absence de 10° mol/L d’Indo ou au

tréprostinil (de 10 4 10™ mol/L).

La réponse maximale (Emax) et la concentration en agoniste provoquant 50% des
réponses maximales (EC50) ont été déduites a partir des courbes dose-réponses individuelles.

Le pD2 représente le logarithme négatif des valeurs d’ECS50.

I11.5 Etudes de la structure artérielle

111.5.1 Préparation des échantillons

Une fois les mesures d’échotracking effectuées la souris est mise a mort par
exsanguination. Le cathéter carotidien est connecté a un systéme de circulation extérieure par
des tuyaux reliés a un manometre. La pression du manometre est maintenue a 100 mmHg
correspondant a la PAM de 1’animal. Cela nous permet d’avoir une circulation constante du
fixateur (solution de formaline 10 %, Sigma Aldrich) dans I’arbre vasculaire et de préserver la
géométrie de I’artére. Aprés 2 heures de fixation sous la pression physiologique les vaisseaux
(aorte thoracique et abdominale, les arteéres 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 a 10% de formaline.

Pour les études biochimiques des vaisseaux sont prélevés sur la glace et conservés

dans I’azote liquide avant d’étre stockés a -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 a 4°C dans une solution de sucrose a 20%, puis inclus dans
I’0.C.T. (Embedding Matrix for Frozen Sections, CellPath) et congelés a la vapeur d’azote
liquide et stockés a -80°C. Les coupes d’aortes et de carotides a 7 um sont faites avec un

cryostat et déposées sur les lames Polysine et congelées a -80°C.
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111.5.2. Histomorphométrie carotidienne

Aprés 48h de conservation dans le formol, les carotides subissent une série de
bains d’alcool et de xyléne permettant leur déshydratation et leur inclusion dans la

paraffine :

- 3 bains de PBS de 1h

- Passage dans 1’éthanol 50° (les arteres peuvent étre 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 xyléne de 30 min

- Passage de 15-20 min en paraffine liquide (55°, dans 1’étuve)

- Laisser les prélévements 1 nuit en paraffine chaude (55°) avant d’inclure, ¢’est-a-dire placer
le prélévement dans la position voulue dans un moule en métal, et laisser se solidifier la

paraffine a 4° avant de démouler.

Les blocs de paraffine sont coupés en sections de 5 pm d'épaisseur avec un microtome.
Les coupes de carotides a 5 um sont déposées sur les lames Polysine puis déparaffinées (2
bains de xyléne 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).
111.5.3. 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 ¢galement effectuée.

- Orcéine selon Weigert (résorcine/fuchsine solution) 10min
- Eau courante 1 min

- Solution de Weigert 5 min

- Eau courante

- Eau distillée

- Picro-indigo carmin 10 min

- Eau courante

- Alcool 70° 5 min

- Alcool 95° 5 min

- Alcool 100° - 5 min

- Xyléne — 2 bains 5 min
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- Monter a I'Eukitt (Klinder GMBH Co)

Cette coloration permet la quantification de 1’épaisseur et de la MCSA qui est définie
manuellement entre la limitante élastique interne et la limitante élastique externe selon la

structure anatomique d’artere.
111.5.4. Méthode de Rouge Sirius

Le Rouge Sirius (Direct Red 80, Sigma Aldrich 3655 48-5G) colore toutes les fibres

de collagene :

- Solution de Rouge Sirius 0,1% dans acide picrique 1h 30 min
- Eau acétifiée a 0,5% - 2 bains 3 sec

- Eau distillée — 2 bains 1 min

- Sécher a I’air

- Alcool 70° - 5 min

- Alcool 90° - 5 min

- Alcool 100° - 5 min

- Xyléne — 2 bains 5 min

- Monter a 1'Eukitt

Les images sont obtenues par le microscope Nikon Diaphot 300. Les mesures de
surface de média et le contenu en collagéne ont été réalisés avec le logiciel NIS-Elements BR

3.2 (Nikon corp.).
111.5.5. Immunohistochimie

Les marquages ont été réalisés sur des coupes de Sum des aortes fixées au formol et

incluses en paraffine. Un démasquage des antigenes est réalisé avec la procédure suivante :
1 - Chauffage dans autoclave a 110°C pendant 10 min dans sodium citrate pH 6.1
2 - Refroidissement a la température ambiante

3 - Traitement par la trypsine dans du CaCl, (0,1g de trypsine (Sigma Aldrich) dans 100 ml
de CaCl, 0,4% dans un bain marine 37°C pendant 10-15 min)

4 - Lavage TBST 1X - 5 min

Les peroxydases endogenes sont détruites par incubation pendant 30 min dans une
solution a 1% de H»O,. Les réactions non spécifiques sont bloquées par I’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 a 4°C. Les AC primaires sont dilués dans du TBS - BSA 1% : anti-o,-
intégrine (sc-6617-R, Santa Cruz) 1:100 ; anti-collagéne 1A1 (sc-8784, Santa Cruz) 1:100 ;
anti-collagene 1A2 (sc-393573, Santa Cruz) 1:100 ; anti-collagene 3A1 (sc-28888, Santa
Cruz) 1:100 ; anti-TGF-B1 (sc-146, Santa Cruz) 1:100 ; anti-cellular fibronectine (sc-59826,
Santa Cruz) 1:50 et anti-SMMHC (ab125884, Abcam) 1:1000.

Apres le lavage avec du TBST 1X les coupes sont incubées 1 heure a 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 a température ambiante. La
révélation est effectuée par incubation de DAB (SK-4100, Vector). La réaction est stoppée
dans de I’eau distillée. Les lames sont déshydratées et montées dans le milieu Eukitt. Le
contenu de chaque antigéne est mesuré par le pourcentage de couleur définie qui a été
quantifié a I’intérieur de région d’intérét (ROI) de la média avec le logiciel NIS-Elements BR

3.2 (Nikon corp.).
111.5.6. Immunofluorescence

Les marquages ont ¢été réalisés sur des coupes de Sum des aortes fixées au
paraformaldéhyde incluses dans le I’OCT et conservées jusqu’a utilisation a -80°C. Les
coupes sont rincées avec du PBS. Les réactions non spécifiques sont bloquées par I’incubation
dans une solution de blocage (5% de sérum normal d’ane 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 a 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 a (ab125684, Abcam) 1:50 ; anti-E-cadherine
(10874-1-AP, ProteinTech) 1:50; anti-aSMA-Cy3 (C6198, Sigma Aldrich) 1:400 ; anti-
SMMHC (ab125884, Abcam) 1:300 et anti-smootheline (sc-28562, Santa Cruz) 1:100.

Apres trois lavages avec du PBS les coupes sont incubées pendant 1 heure dans une
chambre humide a température ambiante avec des AC secondaires (Invitrogen, Abcam) a une
dilution 1:500 dans la solution de PBST - BSA 1% et avec du DAPI (D8417, Sigma Aldrich)

en dilution 1pg/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).

1I1.5.7. Mesure du collagéne total par microscopie multiphotonique SHG
111.5.7.1. Fluorescence sous excitation biphotonique

Afin de confirmer nos résultats d’histologie et d’immunohistochimie et visualiser la
matrice de collagéne sur les échantillons non colorés nous avons utilis¢é la microscopie
multiphotonique de la génération seconde harmonique (SHG). La microscopie de
fluorescence (1PEF : single photon excitation fluorescence, Figure 20) est basée sur
I’absorption d’un photon dont 1’énergie va faire passer la molécule de fluorophore de son état
fondamental (S0) a un état électronique excité d’énergie supérieure (S1). Etant excitée, la
molécule se relaxe spontanément vers son niveau fondamental (SO) en passant par le plan
vibrationnel. Ce retour s’accompagne par I’émission d’un photon de fluorescence. L’intensité
de fluorescence est proportionnelle a I’intensité du faisceau excitateur et a 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 a la transition ¢électronique.
L’absorption biphotonique reste peu efficace par son faible rendement quantique, nécessite
une trés haute densité spatiale en photons et oblige a concentrer I’énergie temporellement,
pour augmenter I’intensité du signal en conservant une puissance moyenne biocompatible

avec les échantillons utilisés, pour éviter phototoxiciteé.
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Fig. 20. Schéma des différents processus de fluorescence et du genése 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 étre 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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111.5.7.2. Génération de seconde harmonique

La microscopie multiphotonique a SHG a émergé comme une modalité puissante pour
l'imagerie de collagéne fibrillaire dans une gamme variée de tissus (Werkmeister et al. 2010).
A la place d’étre 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 1’excitation biphotonique et sur le processus de diffusion généré par des
structures spécifiques. Elle permet la pénétration suffisante des tissus pour visualisation du
collageéne sans coloration ou marquage exogeéne (Zipfel ef al. 2003 ; Werkmeister et al. 2008)
et est tres sensible a la structure fibrillaire du collagéne et aux changements qui se produisent
dans la fibrose et maladies du tissu conjonctif. L’arrangement fibrillaire spécifique de
molécules du collagéne type I-11I, leurs domaines en triple hélice et liaisons peptidiques sur
toute la longueur de fibres sont a I’origine du signal SHG tres fort dans la MEC (Werkmeister
et al. 2007; Dumas et al. 2010). Le signal SHG n’a été jamais détecté du collagéne 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 collagéne fibrillaire
de type I-II1, la robustesse du signal par rapport a la diffusion et son caractére quantitatif sont

trés avantageux par rapport a la microscopie optique classique.
111.5.7.3. Matériel technique et montage expérimental

Dans nos études le signal SHG du collagene total a ét¢ mesuré sur les coupes
paraffines transversales non colorées d’artére carotidienne (épaisseur 16 pm) de souris WT et
a, "M non traitées et aprés 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 a 800 nm a la moitie de la longueur d’onde
d’excitation (42 = 400 nm) a I’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 512x512 pixels (1 pixel = 1,80701 pum) a la
fréquence de balayage 100 Hz. Le zoom numérique (déclaré au logiciel Leica LAS-AF) est
fixé a x16. 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 x red) + (0.587 x green) + (0.114 x blue). Au final, le

signal SHG quantifié¢ (moyen de gris par pixel), pour chaque pixel, sur 256 niveaux de gris.
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II1.6 Western Blot

Les protéines ont été obtenues par extraction dans un tampon de lyse [20 mmol/L
Tris—HCI (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 NasP,0; (sodium pyrophosphate) 1
mmol/L Naz;VO, (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 pg de protéines sont séparées par
¢lectrophorese en SDS-PAGE et transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,2 um (Bio-

Rad Trans-Blot® Turbo'™ Transfert Pack 170-4159).

Apres blocage des sites non spécifiques dans du TBST — BSA 5 % les membranes sont
incubées une nuit a 4°C sous agitation avec les AC primaires dilués dans du TBST — BSA 1%

(Tableau 1).

Apres lavages les membranes sont incubées 1h a température ambiante sous agitation
avec I’AC secondaire approprié couplé a la peroxydase a température ambiante et sous
agitation. L’activité de peroxydase est révélée par chimioluminescence avec le kit Bio-Rad
(Clarity™ 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 I’étude Western Blot

Antigéne Référence d’AC Fournisseur Dilution
pFAK Y576/Y577 CST 32818 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 46508 Cell Signaling 1:400
Vimentine ab92547 Abcam 1:200
Collagene type 1A1 sc-8784 Santa Cruz 1:300
Fibronectine cellulaire F3648 Sigma Aldrich 1:500
Laminine 7 0097 Dako 1:1000
Intégrine a, 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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I11.7. Quantification de I’expression de génes 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 hexaméres aléatoires pour générer des ADNc. L'analyse par
gPCR 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 ét¢ utilisée comme geéne de référence.

I11.8. Analyse statistique

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne =+ erreur standard de la moyenne (SEM).
Un ANOVA a deux facteurs ou a 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 ét¢ analysées en utilisant le T Test (Student) non-apparié. Un trend ANOVA a
été réalisé afin d’analyser I’effet dose de 1I’Angll. L'analyse statistique a été réalisée avec les
logiciels Microsoft Excel et NCSS. Les valeurs de P <0,05 ont ét¢ considérées comme

statistiquement significatives.
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RESULTATS
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I. Réle du récepteur minéralocorticoide des cellules du muscle lisse dans le

tonus vasculaire

Nous avons comparé les aortes thoraciques des souris contréles (CTL) et invalidées
pour le MR (MR*™¥9) dans les CMLVs avec endothélium intact (CTL+E, MRSMXO+E) et
aprés dé-endothélisation mécanique (CTL-E, MRSMKO_E),

Dans les anneaux avec I’endothélium intact, il n’y a pas de différence de contraction
induite & la Phe entre les souris CTL et MR®™¥C. L’absence d’endothélium conduit a une
augmentation des valeurs de Emax et pD2 en réponse a la Phe dans les deux phénotypes
(Figure 21A, Tableau 2). La dé-endothélialisation augmente la sensibilité a la Phe de manicre

similaire dans les deux genotypes de souris.

Pour tester la contraction agoniste-indépendant, nous avons analysé la réponse
contractile au KCI1 (Figure 1B) et au Ca®" (Figure 1C). En réponse au KCl, la contraction

maximale est plus faible chez les souris MRS™<C

par rapport aux souris CTL dans les anneaux
intacts. Cette différence est maintenue aprés suppression de 1’endothélium (Figure 21B,
Tableau 2).

. 2+ . . . . MK
En réponse au Ca®" la contraction maximale est plus faible chez les souris MRSMK©

par
rapport aux souris dans les anneaux avec endothelium intact ou déendothélialisés (Figure 21C,

Tableau 2).

La contraction induite par la caféine qui est liée a la liberation du Ca®" intracellulaire
sarcoplasmique est identique entre les souris CTL et MR®™X° : 5,02 + 0,46 chez les souris
CTL et 4,48 + 0,36 chez les MR®*C (Figure 21D) ce qui suggére que le Ca*" intracellulaire
n’est pas impliqué. Ces résultats nous permettent de proposer que 1’invalidation du MR est

.7 \ I3 . r 2+ 1
associée a une altération de la réponse au Ca™ extracellulaire.
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Fig. 21. Contraction vasculaire dans les aortes des souris CTL et MRSMKO .

A — courbes dose-réponse a la phényléphrine (Phe) chez les souris CTL+E (n = 17),
MR3MKOLE (n = 15), CTL-E (n = 5) et MR®™*O-E (n = 5) ; B - courbes dose-réponse au KCI
chez les souris CTLAE (n = 5), MR®M*O+E (n = 5), CTL-E (n = 5) et MR*™*°-E (n=5) ; C -
courbes dose-réponse au Ca®" chez les souris CTL+E (n = 10), MR®™*°+E (n = 10), CTL-E
(n = 5) et MR®*™¥C_E (n = 5) ; D — contraction induite par une dose unique de caféine (10 M)
chez les souris CTL (n = 5) et MR3M¥O (n = 5).

+E - endothélium intact, -E — sans endothélium, CTL souris controles, M
invalidées pour le MR dans les CMLVs.

Les valeurs sont exprimées en moyennes = SEM (t test non apparié).

SMKO .
R souris
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En présence d’endothélium intact, la relaxation aortique induite par I’ Ach est identique
dans les deux groupes de souris (Figure 22A).

Il n’y a pas de différence de relaxation induite par I’Ach en présence de I’inhibiteur de
la NO-synthase L-NNA entre les souris CTL et MR®™X® (Figure 22B). En revanche, la
vasodilatation NO-dépendante induite par I’Ach en présence d’indométhacine est
significativement diminuée chez les souris MR*™* par rapport aux souris CTL (Figure 22B,
Tableau 2).

En I’absence d’endothélium, la relaxation induite par le SNP (donneur du NO) est

significativement diminuée chez les souris MR®MK©

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 MR3™¥9) aprés I’utilisation de ’analogue de PGI2 tréprostinil (Figure 22C).
L’inhibition de la voie cyclo-oxygénase a démasqué la diminution de la relaxation.

Pour tester la sensibilit¢ des CMLVs au cGMP la relaxation NO-dépéndante induite
par un analogue synthétique de cGMP 8-Br-GMPc (Figure 22D) a ¢ét¢ étudiée avec les
anneaux aortiques dé-endothélialisés chez les souris CTL et MRSMXO. La relaxation est

similaire dans les deux génotypes.
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Fig. 22. Relaxation vasculaire dans les aortes des souris CTL et MR*™*?: A - courbes dose-
réponse a ’acétylcholine (Ach) chez les souris CTL (n = 13) et MRMKO (1 = 10); B - courbes
dose-réponse a I’acétylcholine, en présence d'indométhacine (Indo) chez les souris CTL + Indo
(n = 5) et MR®™*°+ Indo (n = 5) et en présence de L-NNA chez les souris CTL + L-NNA (n =
5) et MR®M*O+ L-NNA (n = 6) ; C — courbes dose-réponse au SNP chez les souris CTL-E (n =
5) et MR®™XO_E (n = 5) et courbes dose-réponse au tréprostinil chez les souris CTL-E (n = 6) et
MR3MKOE (n = 5) ; D - relaxation endothélium-indépendante en réponse au 8-bromo-cyclique
GMP (10™* mol/L) chez les souris CTL-E (n = 4) et MR®MXC-E (n =4).
+E - endothélium intact, -E — sans endothélium, CTL souris controles, M
pour le MR dans les CMLVs.

Les valeurs sont exprimées en moyennes = SEM (t test non apparié).

MK . c 1
RSMKO gouris invalidées
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Tableau 2. Réactivité vasculaire dans les aortes des souris CTL et MRSVKO

CTLAE + L- | MRSMKO4E
CTL+E MRSMKO g CTL-E MRSMKO g
NNA +L-NNA
Nb 17 15 5 5 - -
Emax 15,8 +
Phe 6+0,7 6,2+ 0,6 15,9 £ 1,1# - -
(mN) 1,7#
pD2 —6,7 £0,1 -6,7+0,0 | -7,2+0,0 | —=7,1+0,1 - -
Nb souris 5 5 5 5 - -
= Emax
£ | KCl 9,4+0,5 7,6 +0,5*% 9,606 | 7,9+0,4* - -
9 (mN)
I
‘g pD2 -1,6 £0,0 -1,6£00 | -1,6+0,0 | -1,6+0,0 - -
© Nb souris 10 10 5 5 - -
Emax
’ 14,8 +0,4 | 12,2+0,5% | 15,3+0,9 | 11,7 +0,9* - -
Ca (mN)
-3,2+ —3,1+0,02 -3+
pD2 —-3,2+0,02 - -
0,02* # 0,03*#
KO CTL+E+ | MRMXO4E+ | CTL+E+ L- | MRSMKO+E
CTL+E MR +E
Indo Indo NNA +L-NNA
Nb souris 13 10 5 5 5 6
Ach | Emax (%) 60+5 61+6 96 +2 83 +2° 24 + 6# 24 + 10#
g pD2 -7,7 £0,1 -7,7+0,1 | -74+0,1 | -7,2+0,1°| -74+02 | —7,4+0,2
E SNP Tréprostinil 8-Br-cGMP
% MRSMKO _ MRSMKO _ MRSMKO _
= CTL-E CTL-E CTL-E
E E 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 MR SMKO
avec Ach seule vs CTL ou MR®™X© avec Ach + Indo ou vs CTL ou MR®MX© avec Ach +L-
NNA); °P<0,05 vs souris CTL (t test non apparié).
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Conclusion

L’absence du récepteur minéralocorticoide dans les CMLVs induit une diminution de la

.. , + . .
vasoconstriction en réponse au Ca’ extracellulaire chez les souris MR®MK©

par rapport aux
souris CTL sans altération du stockage et du transport du Ca”" intracellulaire. La relaxation
induite par ’Ach en présence d’indométacine ou par le SNP est altérée, ce qui suggere 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 Ca’" extracellulaire entraine une diminution de activité
de MLCK qui effectue la phosphorylation de MLC. La diminution de la phosphorylation de

R™MXO il y a une

MLC induit une diminution de la contraction des CMLVs. Chez les souris M
diminution de I’expression des formes phosphorylées de MLC, de MLCK et de MYPT1 ce qui

peut expliquer I’altération du couplage contraction — relaxation.

La relaxation NO-dépéndante s’effectue par la production de cGMP qui participe a la
déphosphorylation de la MLC et se traduit par la relaxation de muscle. La réponse vasodilatatrice

SMKO 6n réponse a I’Ach 1ié a Ialtération de la voie du NO et a la

insuffisante chez les souris MR
réduction de sa biodisponibilité. Le NO est synthétisé par la eNOS, donc la diminution de la
vasorelaxation NO-dépendante induit une augmentation compensatoire de 1’activité d’eNOS :
I’expression de eNOS phosphorylée est augmentée avec une augmentation du ratio

peNOS/eNOS chez les souris MRSMXC.
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I1. Role de la sous-unité a, des intégrines dans la rigidité et la fibrose

vasculaire

I1.1. Invalidation de la sous-unité a, : souris aVSMKO

Nous avons confirmé, par immunofluorescence et par RT-qPCR, I’invalidation de la
sous-unité o, dans les CMLVs des souris aVSMKO males et femelles deux semaines apres
induction au tamoxiféne. La Figure 23A montre la présence de I’intégrine a, dans les trois
tuniques de la carotide chez les souris WT. Chez les souris aVSMKO la sous-unité o, reste présente
dans ’endothélium et 1’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 OLVSMKO.
o,/ DAPI 15, E@ WT(n=9) [] ¢, =9
WT < % )
E b 1.0'
©5 |
Y
o @ E ES
E g 0.5:
>
o
0.0-
Integrin a,,
A B

Fig. 23. Invalidation de la sous-unité a, dans des CMLYV chez les souris aVSMKO :

A — Marquage par immunofluorescence dans la carotide : les images ont été réalisées avec un
microscope (Leica SPS, France) rouge — intégrine ay, bleu - noyaux (objectif x40); B —
Expression relative par RT-qPCR des ARNmde I’intégrine av dans 1’aorte : les valeurs sont
calculées par rapport a I’expression de la GAPDH; n = nombre d’animaux. Les valeurs sont
exprimées en moyennes £ SEM ; *P<0,05 vs WT.

I1.2. Mesure de la pression artérielle des souris WT et avSMKO conscientes, avant et apres

traitement par I’Ang 11

La PAS a été mesurée chez les animaux conscients avant et apres traitement pendant
28 jours avec de I’Ang II a 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 a,”"<° et WT (103 £ 1
vs 106 £ 1 mmHg). Aprés 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 a,”*° 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 aVSMKO 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).

 WT
1504 [ o SMKO * %

SAP (mmHg)
g

[5,)
o
e

n=51 n=50 n=10 n=10 n=34 n=34
Angll Ang I

Control 4 3 mglkgld 1.5 mglkgld

Fig. 24. PAS des souris WT et o, M conscientes avant et aprés le traitement a I’Ang I1.
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 contrdles dans la méme souche ;
#P<0,05 (trend ANOVA).

L’Ang Il induit une augmentation de la PAS dose-dépendante et équivalente dans les

deux groupes de souris.

I1.3. Etude de la rigidité artérielle chez les souris WT et avSMKO

en absence et aprés
traitement a I’Ang 11
11.3.1. Mesures de I’épaisseur de la média et de la MCSA sur coupes fixées a pression
physiologique
L’épaisseur de la média et la MCSA ont été mesurées sur les carotides apres coloration
des lames ¢€lastiques a 1’orcéine (Tableau 3, Figure 25). En absence de traitement a I’Ang II il
n’y a pas de différence d’épaisseur de la média et de MCSA entre les souris WT et a,”V<°.
Apres traitement a 1’Ang II, nous avons mis en évidence une augmentation dose-
dépendante de 1’épaisseur de la média. Cette augmentation est significative aux deux doses
chez les souris WT et ne devient significative qu’a 1,5 mg/kg/jour d’Angll chez les souris

o, MO par rapport aux souris non traitées.
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Apres traitement a I’ Ang II, nous avons également mis en évidence une augmentation
dose-dépendante de la MSCA carotidienne. Cette augmentation est significative a 1,5
mg/kg/jour d’Angll chez les souris WT et o, <° sans différence entre les deux génotypes.

Au niveau des valeurs absolues cette augmentation est plus exprimée chez les souris WT que

chez les souris a,>™<° (Tableau 3).

WT

Elastic fibers (orcein)
Angll 0.3 baseline

Angll 1.5

Fig. 25. Structure de ’artére carotide chez les souris WT et a,"™*© 3 I’état basal et aprés
traitement a I’Ang I1.

Marquage des fibres €lastiques par coloration a 1’orcéine (objectif x40).

En absence de traitement a I’Angll la structure de la paroi artérielle des souris a,”"™

est identique a celle des souris WT (épaisseur de la média et MCSA identiques). Apres

traitement a I’Angll nous avons observé une hypertrophie de la paroi dose-dépendante chez

. . SMKO
les souris WT, et les chez les souris a, .

11.3.2. Etude des propriétés mécaniques artérielles : échotracking de I’artére carotide

SMKO

Les souris ay ont une distensibilité carotidienne a la PAM plus ¢élévée que les

souris WT (13,3 + 0,7 vs 10,3 + 0,6 mmHg™" .10” p=0,002 ; Tableau 3) sans modification de
la PA, du diamétre ou du module é€lastique.
Apres traitement a 1'Ang II, nous confirmons I’augmentation de PA chez les animaux

anesthésiés dans les deux groupes comparés aux souris sans traitement a I’Ang II (Tableau 3).

SMKO

Chez les souris ay traitées avec 0,3 mg/kg/jour d’Ang II, la PAD et la PAM sont

augmentées de maniere significative. Apres traitement a I'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 aVSMKO

par rapport aux souris WT (12,1 £0,2 vs 8,5 = 0,3 mmHg’
'.107) 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 diametre carotidien moyen (MDia) car dans cet intervalle nous
pouvons tracer des courbes et mesurer la distensibilité, et le diamétre pour toutes les 6
groupes de souris ¢étudiées. En revanche, la forte dose d’Ang II (1,5 mg/kg/jour) diminue la
distensibilit¢ dans les deux groupes de souris traitées comparée a 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
I’inverse, le déplacement de cette courbe vers le bas montre une rigidité augmentée.

Apres traitement a I’Ang II avec 0,3 mg/kg/jour nous avons observé une tendance a la

SMKO

diminution du module ¢élastique uniquement chez les souris oy . La courbe Einc-wall

SMKO traitées par rapport

stress est légerement décalée a droite (Figure 26C) chez les souris a,
aux souris non traitées. Le Wall stress moyen a ét¢ 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 ’augmentation du WSepo-g50 (32919 kPa vs 279+12 chez les oy MKO

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.

Apres traitement a I’Ang II avec 1,5 mg/kg/jour nous avons mis en évidence une

SMKO avec le

augmentation significative du module élastique chez les souris WT et ay
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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SMKO

Tableau 3 : Paramétres carotidiens mesurés chez les souris WT et a, anesthésiées
WT oy VRO ANOVA
n Ang 11 0,3 Ang II 1,5 A Ang 11 0,3 Ang II 1,5 Effet Effet Interacti
Controle mg/kg/j mg/kg/j Contrble mg/kg/j mg/kg/j gene Angll 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

Dlame(:::n 2; PAM 1 0.5140,01 | 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

Distensibilit a PAM 113, 6 | 107£1,0 | 4,6204%§ | 13320,7# | 124412 | 44204 | 0002 | <0,001 0,23

(mmHg " .10™)
Paramétres au range
commun
MDiag.g; (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
MDiStgo_gz (mmHg'
' 10%) 9,2+0,5 85+0,3 |[505+02*%§| 7,6£04 12,1 £0,2*% | 49+0,3*%§ 0,10 <0,001 <0,001

MWSg00-850 (kPa) 296+ 11 297+ 10 192 £ 15*§ 279+ 12 329 £ 17%* 181 £ 9*§ 0,91 <0,001 0,21

Epaisseur (um) 16,3+0,7 22+ 1,1*% | 279+1,9¥§ | 15,7+0,6 19,714 | 23,6 +1,5% 0,02 <0,001 0,24

MCSA a PAM (pm?) 2141 2342 35 + 3%§ 20+1 2342 29 4+ 2%§ 0,3 <0,001 0,24

Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM. MDia — diamétre moyen, MDist - distensibilit¢ moyenne, MWS — Wall Stress moyen : ces
parametres sont calculés en variation du range commun pour toutes les 6 groupes de souris. *P<0,05 vs controles dans la méme souche ; #P<0,05 vs
WT avec le méme traitement; §P<0,05 vs traitement a 0,3 mg/kg/j d’Angll dans la méme souche.
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Fig. 26. Distensibilité et module élastique (courbe Einc/WS) de I’artére carotide des

souris WT et a,>V%0 3

I’état basal et aprés traitement a I’Ang 11

A — B courbes distensibilité-pression : souris WT et o,”" < non traitées et aprés Angll : A -

0,3 mg/kg/jour d’Angll ; B - 1,5 mg/kg/jour d’Angll
C - D courbes Einc-Wall stress : souris WT et aVSMKO
mg/kg/jour d’Angll; B - 1,5 mg/kg/jour d’ Angll.

non traitées et apres Angll : A -0,3

n =nombre d’animaux ; Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM.

. . SMKO
Par rapport aux souris WT, les souris a,

ont le méme niveau basal de PA mais

elles presentent une distensibilité carotidienne a 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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. . . SMKO ’ \ »
(Einc) uniquement chez les souris o, . En revanche, en réponse a une forte dose d’Angll

(1,5 mg/kg/jour) les carotides des souris a,”"™° se comportent comme celles des WT avec une

diminution de la distensibilité et une augmentation de la rigidité (Einc).

I1.4. Etude de la fibrose dans la paroi artérielle des souris WT et aVSMKO a I’état basal ou
apres traitement a I’Ang 11

11.4.1. Mesure du collagéne total dans la média carotidienne
11.4.1.1. Mesure du collagene total par coloration au Rouge Sirius

Aucune différence significative de la densité de collagéne n’a été observée a I’état

basal entre les deux groupes de souris étudiés : 25,5 + 0,3 (WT) vs 26,3 + 0,4% (o, MKy,

Le traitement par 1’Angll induit une augmentation dose-dépendante de la densité de
collagéne 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
IT (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 a,"M*?; p=0.03). L'augmentation de la densité de collagéne en réponse au traitement
par I'Ang II avec 1,5 mg/kg/jour est moindre chez les souris o> ° (30,3 + 0,6% chez les

souris o, MK yg 35,5+ 0,6% chez les souris WT ; p<0.01; Fig. 27A-B).
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Fig. 27. Détection du collagéne total dans I’artére carotidienne des souris WT et o, "™

a I’état basal et aprés traitement a I’Ang 11 :

A — marquage des fibres du collageéne par coloration au Rouge Sirius (objectif x40) ;

B — ratio de la densité de collagéne par rapport a la surface totale de la média: N= nombre
d’animaux ; Les valeurs sont exprimées en moyennes £ SEM ; *P<(,05 vs animaux non
traités dans la méme souche ; #P<0,05 vs WT avec le méme traitement; §P<0,05 traitement a
0,3 vs 1,5 mg/kg/jour d’Ang II dans la méme souche.

11.4.1.2. Mesure du collagéne fibrillaire par microscopie multiphotonique a génération de

seconde harmonique (SHG)

Nous avons également utilisé la microscopie multiphotonique a génération de seconde
harmonique (SHG) pour mesurer la fluorescence intrinséque associée au collagéne total

(Figure 28A). Les résultats obtenus confirment ceux trouvés par coloration au Rouge Sirius :

SMKO

les souris o ont moins de collagene fibrillaire que les souris WT.

Ces mesures ont été faites en absence de traitement a I’Angll ou présence d’un

traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Angll. En absence de traitement il n’y a pas de différence de

SMKO

signal SHG par le collagéne dans la média carotidienne chez les souris a 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
SMKO

augmentation du signal SHG chez les souris WT et pas d’augmentation chez les ay

(Figure 28 A-B).

n=27 n=20 n=8 n=9 n=22 n=19
Ang Il Angli
0.3 mg/kg/d 1.5 mg/kg/d
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Fig. 28. Détection du collagéne total dans P’artére carotidienne des souris WT et o>~

a I’état basal et aprés traitement a I’Ang 11 :

A — signal SHG par le collagene total par la microscopie multiphoton SHG chez les souris
WT et a,,"™*° non traitées et aprés traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II ;

B — ratio du signal SHG par le collageéne par rapport a 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 méme souche.

11.4.1.3. Mesures dans des protéines associées a la fibrose la média carotidienne par

immunohistochimie

L’analyse des marqueurs de fibrose a été réalisée en immunohistochimie sur les

SMKO

carotides des souris WT et a, a I’état basal ou apres traitement par ’Ang II a 1,5

mg/kg/jour. Les résultats sont présentés dans le Tableau 4 et 1a Figure 29.

Le traitement par I’ Ang II induit une augmentation significative de I’expression de la

., . . MK
sous-unité a, chez les souris WT et chez les souris ocvs 0

SMKO

En absence de traitement par I’Angll les souris WT et ay ont des niveaux

similaires d’expression de différentes chaines de collagene (1A1, 1A2, 3A1), de fibronectine
et de TGFBI1. Apres traitement par 1’Ang Il nous avons mis en évidence, pour les chaines de
collagene étudiées (le collagéne 1A1, 1A2 et 3A1) ainsi que pour la fibronectine et le TGFp1,
une augmentation significative de ces protéines dans les carotides des souris WT et o, ™.
Concernant la fibronectine et le CollAl cette augmentation est a une tendance a étre plus

SMKO™ (Interaction : = 0.08 pour le

importante dans le groupe WT comparé aux souris oy
CollAl et 0.13 pour la fibronectine). Cette augmentation est significativement plus
importante pour le CollA2, le Col3A1 et le TGFB1 dans le groupe WT comparé aux souris

o, "M (interaction : = 0.02 pour le Col1A2 ; 0.03 pour le Col3A1 et 0.04 pour le TGFB1).
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Tableau 4 : Marqueurs de fibrose chez les souris WT et av>MKO

WT a, M0 ANOVA
Controle L SII?gl;lg(gI/Ijour Controle L SHL:gl;lg(gI/Ijour Effet géne Effet Ang Interaction
7 9 8 8

Col1Al 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 60,243,5% 31,4423 45,942 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 27,6+3,9 52,064* 25,142,5 39,341,8% # 0,03 <0,001 0,13
cellulaire

TGF-B 43,5+4 68,142,3* 31,242,4 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 o, 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 a la surface totale de la média. Les valeurs sont exprimées en moyennes £ SEM ; *P<0,05 vs controles

dans la méme souche ; #P<0,05 vs WT avec le méme traitement.
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Fig. 29. Immunohistochimie des marqueurs de fibrose dans P’artére carotide chez les

souris WT et a,”M%° a D’état basal et aprés traitement avec 1,5 mg/kg/jour d'Ang II
(objectif x40).

En absence de traitement par 1’ AnglI les CMLVs de souris a,>"<©

expriment moins la
SMMHC que celles des souris WT. Apres traitement a 1’Ang Il 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 o, " 0

(P<0.001)

comparée aux souris WT

: . 7o . MK .
En abscence de traitement a I’Angll les souris 0, MKO ot WT ont une expression

similaire des principales protéines matricielles (CollAl, CollA2, Col3Al, fibronectine). En
réponse a l’Ang I, nous avons montré par détection du collagene total (Rouge Sirius et SHG)
et également des 3 principaux types de collagenes vasculaires (CollAl, CollA2, Col3A1 par
immunomarquage), une réponse fibrotique significativement plus faible chez les souris a,>"<°

comparées aux souris WT. Cette diminution de la fibrose est aussi retrouvée pour la

fibronectine et le TGF-p.

IL5. Etude des voies de signalisation de I’intégrine o, chez les souris WT et a,”**°

I’état basal et aprés traitement a I’Ang I1

Nous avons ¢étudié par Western Blot les principales protéines (formes natives et
activées) impliquées dans les voies de signalisation de I’intégrine a : la taline (Figure 30), Src,
FAK et Akt (Figure 31) chez les souris WT et a,”M° a 1’état basal et aprés traitement par
I’AngllI avec 1,5 mg/kg/jour.

Les résultats obtenus montrent, qu’il n’y a pas de différence significative pour la taline,

SMKO

FAK, Src et Akt entre les deux groupes de souris WT et a, avec ou sans traitement a

I’Ang II (Figure 30 A-B, Figure 31 A-B).

Baseline Ang Il 1.5 mg/kg/d

% 1.5- BWT(n=7 [J ™ n=g % o.a-: M WT(n=7 [ «5"™°n=7
5 5

3 Q

o] [3)

5 0.5- o

g 2

T ] ©

i | 2 0. -
<00 Native Cleaved Native Cleaved
A B

MK .
SMKO au niveau de base

Fig. 30. Expression de taline dans les aortes des souris WT et ay
et apreés traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II :

A - B : Quantification des western blot : rapport protéine native ou clivée/protéine totale : A -
a I’état basal ; B - apres 1,5mg/kg/jour d’ Angll.

n =nombre d’animaux ; le taux d’expression de protéine totale chez les souris WT est mis a 1.
Les valeurs sont exprimées en moyennes = SEM.
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Fig. 31. Expression de Src, de FAK et d’Akt dans les aortes des souris WT et o, M50 ay
niveau de base et aprés traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Ang II :

A — B : Quantification des westerns blot : rapport protéines phosphorylées/protéines totales:
A - al’état basal; B - aprés 1,5mg/kg/jour d’ Angll.

n =nombre d’animaux. Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM.

IL.6. Etude de la réactivité vasculaire in vitro chez les souris WT et a,°"* a I’état basal
ou aprés traitement in vivo a ’Ang II avec 1,5 mg/kg/jour : contraction/relaxation des

carotides isolées.

En réponse a la Phe, nous observons une augmentation du Emax chez les souris

o, MO 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 sensibilit¢ (pD2). Le traitement avec 1’Ang II induit une

diminution significative de la contraction uniquement chez les souris a,”™~°, donc il n’y a

SMKO

plus de différence du Emax entre les souris WT et oy apres I’Ang II. Le traitement par

I’ Angll diminue égalemet la sensibilit¢ (pD2) a la Phe (ANOVA effet Angll ; p=0.04) de
facon 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 a 1I’Ang II (Figure 32B, Tableau 5).

SMKO

A T’¢tat basal la relaxation induite par I’Ach est similaire chez les ay et les souris

WT (Figure 32C, Tableau 6). Le traitement in vivo par I’Ang Il ne modifie pas la relaxation
induite par I’Ach chez les souris WT. En revanche, la relaxation induite par I’Ach est

SMKO

significativement diminuée chez les souris a (diminution du Emax et augemntation du

pD2 - Figure 32D, Tableau 6). La relaxation induite par I’Ach est trés fortement diminuée en
présence d'un inhibiteur de NO L-NAME 1(0* mol/L) dans les deux génotypes : Emax est
11,1 + 5% chez les WT et 6,8 + 2,7% chez les a,°™¥°. Des résultats similaires ont été obtenus
chez les souris traitées par I’Ang II sans diffé rence entre les souris WT et a,>™<°

32C-D).

(Figure
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Fig. 32. Réactivité vasculaire dans les carotides des souris WT et a,"™*° a I’
apreés I’Ang II avec 1,5 mg/kg/jour :

A — courbes dose-réponse a la Phe ; B - courbes dose-réponse au SNP en présence d’Indo ; C
- courbes dose-réponse a 1’Ach en absence et en présence de L-NAME ; D - courbes dose-
réponse a I’ Ach apres traitement in vivo a I’Ang II en absence et en présence de L-NAME.

n =nombre d’animaux. Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM.

état basal et
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Tableau 5 : Réactivité vasculaire dans les carotides des souris WT et a,

SMKO

en absence et aprés traitement avec 1,5 mg/kg/jour d’Angll

WT 0”0 ANOVA
Agoniste Controle Angll Controle Angll Fifet Effet Angll | Interaction
1.5mg/kg/jours 1.5mg/kg/jours gene
= Nb de souris 7 6 7 6
°§ Phe Emax (mN) 1,9+0,3 1,2+ 0,4 3,7+ 0,5# 1,3+£0,4%* 0,03 <0,001 0,06
E pD2 -6,1 £0,2 -5,8+0,2 -6,4+0,2 -5,9+0,2 0,23 0,04 0,65
Nb de souris 5 4 6 6
Ach Emax (%) 80,9 +7,2 71,7+ 11,6 93,9+7,1 58,0 £ 8,0* 0,96 0,01 0,12
g pD2 -7,7+0,3 -7,1+0,2 -7,8+0,1 -6,6 £0,2* 0,42 <0,001 0,28
% Nb de souris 5 4 6 5
= SNP Emax (%)) 1(14:)’31 - 95,6 £ 6,0 90,5+ 5,6 85,133 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 controles dans la méme souche ; #P<0,05 vs WT avec le méme traitement.
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Chez les souris aVSMKO dans les carotides sans traitement a I’Angll nous avons observé
une augmentation de la réponse contractile a la Phe. Aprés traitement par I’Ang II (1,5

SM

mg/kg/jour) la réponse contractile a la Phe diminue fortement chez les souris o, "< et revient

au méme niveau que chez les souris WT.

En présence d’un traitement a 1’Angll, la relaxation induite par 1’Ach dans les

SMKO

carotides des souris o est alterée (diminution de I’Emax et du PD2) par rapport aux WT.

Conclusion

L’invalidation de la sous-unité o, dans les CMLVs induit, au niveau carotidien, une
augmentation de la distensibilité in vivo et de la contractilié in vitro a la Phe. Dans le mod¢le
d’hypertension chronique et de fibrose artérielle induit par 1’administration d’Ang II nous
avons montré que l’invalidation de la sous-unité o, protége les vaisseaux contre le
développement de la fibrose : une méme augmentation de la PA en réponse a I’ Angll chez les

SMKO SMKO

souris WT et ay se traduit chez les souirs o, par une moindre réponse fibrotique de la

paroi artérielle.
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I11. Implication de la vimentine dans la rigidité artérielle

I11.1. Expression des protéines des filaments intermédiares dans I’artére carotide

Nous avons étudié I'expression de la vimentine dans les carotides de souris adultes en
Western blot et immunomarquage. Nous confirmons I’expression de la vimentine dans 1’aorte
et la carotide des souris CTL et son absence chez les souris invalidées pour la vimentine
(Vim'/ 7) (Figure 33 A-B). Nous avons réalis¢ des doubles marquages pour la vimentine et un
marqueur spécifique des CMLVs (a-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

controles (CTL) (Figure 33 C-D).

B CTL Vim -/-
vimentin
A o)
|_
Genotype: CcTL Vim -- 2
<
O
vimentin | == =
GAPDH

<
|_
x
(@]
<

C CAROTID D CAROTID

Fig. 33. Expression de la vimentine chez les souris controles (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 SPS,
France) (objectif x40). CTL : souris control, Vim™ : souris KO pour la vimentine ; C - triple
marquage : o-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 I'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 ef 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 I’absence de synémine dans les souris KO
pour la vimentine (Vim'/ ). En revanche, la vimentine est présente dans les souris synémine

KO (Syn™).

cTL Vim-/- Syn-/- Des-/-

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
SPS5, France), échelle = 25 pm. 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.

I11.2. L’invalidation de la vimentine induit une augmentation de la rigidité artérielle
1I1.2.1. 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'/’ etlesCTL: 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™".
1I1.2.2.Etude de la structure de la paroi artérielle chez les souris invalidées pour la
vimentine et la symémine dans des CMLV's

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'/ 232+ 1 vs 25 £ 2 pm? par rapport aux souris
CTL (Tableau 6).
1I1.2.3. Mesure des propriétés mécaniques artérielles : échotracking de I’artére carotide

Chez les souris Vim™ la courbe pression-distensibilité est décalée vers le bas par
rapport a la courbe de souris CTL (Figure 36A). La distensibilit¢ 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 méme 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 DI’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 role de vimentine dans le développement
de la rigidité artérielle. La diminution de la distensibilité¢ et du Wall Stress de la carotide se
traduisent par 1’augmentation de la rigidité artérielle chez les souris Vim™”. En revanche
I’absence de synémine ne modifie pas les propriétés mécaniques de 1’artére. Toutes les
analyses cellulaires et moléculaires suivantes ont été réalisées sur les souris Vim™ vs les

souris CTL.

Distensibility (mmHg'.107%)

400

20,0 - —-CTL(n=8) - CTL (n=38)
180 ] -0-Vim-/- (n = 6) 800 -o—Vim-/- (n = 6)
' -0-Syn-l-(n=7
16,0 ynel-(n = 1) -0-8yn-/-(n=7)
’ —— Vim-/-Syn-/- (n = 5) 700 -
140 —— Vim-/-Syn-/- (n = 5)
1207 & 600 -
10,0 - =3
e
8,0 1 ig 500 -
6,0 -
4,0 - 400 -
2,0 -
0,0 T T T T T 1 300 T T T T T T T 1
60 70 80 90 100 110 120 0 50 100 150 200 250 300 350
Arterial Pressure (mmHg) Wall Stress (kPa)
A

B

Fig. 35. Distensibilité et module elastique (courbe Einc/WS) de I’artere 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
Paramétres au
range commun
MDiagg.g; (um) 525+ 30 534+ 20 519+ 34 508 £42 0,95
MDistgy.o (10~
mmHg-1) 122+1,5 6,0 £0,3% 10,6 £ 1,8 6,4+ 0,9* 0,01
MW S400-300 (KPa) 256 +20 194 + 5* 220 + 26 194 + 22* 0,09
Histologie de la
carotide
MCSA mm’10” 25+2 24+ 1# 27+ 1 324 1% 0,03
Epaisseur, pm 21+2 21 +1 28 £2* 25+3 0,01
Contenu en
Slastine, % 52,7+1,6 493+ 1,3 52,8+2,5 48,5+1,8 0.47
Contenu en

27,2+0,6 25,7+0,9 27,6 +1,5 284 +1,5 0.23

collagene, %

Les valeurs sont exprimées en moyennes = SEM. *P<0,05 vs les souris CTL, # P<0,05 vs

Vim™”Syn™".

II1.3. Expression des composants de la membrane basale dans les souris Vim™,

Aucune différence significative de la densité de collagene 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 collagene totale et de 1’élastine dans I’artére carotide chez les souris
CTL et Vim™ : A - marquage des fibres ¢lastiques par coloration a I’orcéine (objectif x40) ;
B - ratio d’¢lastine par rapport a la surface totale de la média. C — marquage des fibres du
collagéne par coloration au Rouge Sirius (objectif x40) ; D — ratio du collagéne par rapport a
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 o2, a4 et B1 sans modification significative des ARNm des chaines 1A1, 3A1 et
8A1l du collagene, ainsi que de 1’¢lastine 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 collagéne 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 I’endothélium est
augmentée dans la carotide des souris Vim” comparées aux souris CTL (Figure 37C).
L’augmentation de I’expression de laminine est confirmée au niveau génique et protéique,

alors que I’expression de fibronectine a été détectée seulement au niveau protéique.
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Fig. 37. Expression des protéines de la MEC (le collagéne 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 genes codant pour des protéines de la MEC : les
valeurs sont calculées par rapport a I’expression de la GAPDH. B-C — Marquage par
immunofluorescence : les images ont été réalisées avec un microscope (Ziess SPS5, France)
(objectif x40), échelle = 25 um ; D - Western Blot ; E — quantifications de Western Blot :
I’expression relative des protein est calculé par repport a I’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 = lumiére vasculaire ; COL 1Al :
chaine al du collagene de type 1 ; COL 3Al : chaine a1 du collagéne de type 3 ; COL 8Al :
chaine al du collagene de type 8 ; LAMAZ2 : chaine a2 de la laminine ; LAMA4 : chaine o4
de la laminine ; LAMB?2 : chaine B2 de la laminine.

L’analyse en microscopie électronique (Figure 38) montre I’augmentation de la
densité de la membrane basale entre les CEs et la limitante élastique interne (indiqué par les
fléches bleues) chez les souris Vim™ par rapport aux souris CTL. Ceci pourrait correspondre a
l'augmentation des composants de la membrane basale. Chez les souris CTL, les CMLVs
présentent des projections « finger-like » (indiqué par les fléches blanches) ce qui permet
I’ancrage aux lames ¢lastiques (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 a 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 =
lumiére vasculaire. CTL : souris control, Vim-/- : souris KO pour la vimentine.

I11.4. Modification des protéines impliquées dans les adhésions focales et des récepteurs
membranaires de CMLVs des souris Vim™
1I1.4.1. Modification de I’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 minéralocorticoide (MR) est augmentée chez les souris Vim” par rapport aux
souris CTL. L’expression des geénes spécifiques des CMLs tels que I’a-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 I’expression d’a-SMA
entre les souris CTL et Vim™ (Figure 39B). Cependant, la quantification des ces molecules 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 génes codant pour des protéines les récepteurs
membranaires et les protéines contractiles des CMLV : les valeurs sont calculées par rapport a
I’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 : I’expression relative des protein est calculé par repport a I’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
minéralocorticoides ; ITGAV : intégrine a,, ITGBS : intégrine Bs. SMMHC : smooth muscle
myosin heavy chain.
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111.4.2. Augmentation de I’expression des protéines d’adhésions focales chez les souris Vim™

dans la paroi vasculaire

L'expression ARNm de sous-unités a, et Bs (ITGAV, ITGBS), est augmentée dans les
vaisseaux de souris Vim™ par rapport aux souris CTL (Figure 40A). L'expression des génes des
jonctions intercellulaires (ZO-1 - Zonula occludens-1 protéine, claudine, JAM1 - Junctional
adhesion molecule 1, CTNNB - B-catenine, VE-cadhérine) est augmentée dans les souris Vim™".
L’expression de génes 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 o, ont été
confirmées au niveau protéique par Western blot et analyse par immunomarquage (Figure 40B-

D).

Afin d’analyser si ’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 I’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 génes 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 a
I’expression de la GAPDH; B — Marquage par immunofluorescence : les images ont été
réalisées avec un microscope (Zeiss SPS5, France) (objectif x40) ; C - Western Blot ; D -
Quantification de Western Blot : ’expression relative des protein est calculé par repport a
I’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 a,, ITGBS :
intégrine Pg, FAK : focal adhesion kinase ; ZO-1 - Zonula occludens-1 prtoéine ; Cx37 —
connexine 37 ; JAMI : Junctional adhesion molecule 1 ; CTNNB : B-catenine.

111.4.3. 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 altére la
signalisation cellulaire, nous avons étudi¢ 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 41 A-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 '2; Src - Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase.

Conclusion

Ces résultats montrent I’importance de la vimentine dans ’augmentation de la rigidité
artérielle : ’invalidation de cette protéine induit une diminution de la distensibilité et une
augmentation de Einc chez les souris Vim™ par rapport a leurs controles. 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 ’augmentation de la rigidité artérielle
chez les souris Vim™”". L’absence de différence d’épaisseur vasculaire, de MCSA, ainsi que le
contenu en ¢€lastine et collagene dans la média carotidienne identique entre les souris Vim™ et

CTL montre que la rigidité acccrue n’est pas liée a I’hypertrophie ou au processus fibrosant.

L’invalidation de la vimentine induit une augmentation de 1’expression des protéines
adhésives de la MEC (fibronectine, laminine), du cytosquelette (taline) et de la sous-unité o
des intégrines qui participe a la formation d’adhésions focales. Ceci pourrait étre le
mécanisme compensatoire pour maintenir le tonus et 1’intégrit¢ vasculaire malgré la
perturbation de la formation des filaments inttermediaires cytosquelettiques liée a 1’absence
de la vimentine. Nous avons également mis en évidence une altération de la signalisation

cellulaire liée a une augmentation de la phospohorylation des protéines FAK, Src et ERK1/2
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chez les souris Vim™", protéines qui participent a la signalisation induisant la formation des

adhésions focales.

La diminution de ’expression des protéines de 1’appareil contractile des CMLV (la
SMMHC et la smootheline) induite par I’invalidation de la vimentine pourrait étre lie a la
diminution de la pression artérielle chez les souris Vim™”". Cela nous montre I’importance de la

vimentine pour I’intégrité de la paroi vasculaire et les interactions des CMLVs avec la MEC.

En conclusion, I’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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DISCUSSION
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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 1’inactivation des geénes
MR, de la sous-unité a, 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 1’hypertension et la fibrose
vasculaire qui dépendent également des intégrines membranaires des CMLV tels que
I’intégrine o, (Belmadani et al., 2008) et des interactions entre le MR et son ligand

I’aldostérone (Barrett ef al., 2013 ; Brown, 2013).

Dans la premiére partie de ce travail nous avons analysé le role MR des CMLV dans la
réactivité vasculaire. Chez des souris adultes, McCurley et al. (McCurley et al. 2012) ont
utilisé un modele d’inactivation conditionnelle du MR dans les CML induit par injections de
tamoxiféne : les souris ont été invalidées pour le MR pendant une durée de 2 mois avant
d’étre mise en mort. Dans ce modele, il a été¢ montré que la contraction a la Phe était identique

RSMKO

chez les souris M adultes (age 3-4 mois) comparées aux souris controles de méme age.

Parall¢lement ils ont montré une augmentation de la vasodilatation endothélium-dépendante

SMKO 4 dultes. En utilisant notre modéle d’inactivation constitutive du MR

chez les souris MR
dans les CMLV dés la naissance, nous ne confirmons pas les résultats sur la relaxation. Nos
données montrent que 1’invalidation constitutive du MR dans des CMLV affecte a la fois les
voies endothéliale en réponse a I’Ach et non-endothéliale en réponse au SNP. La relaxation
endothélium-dépendante a I’Ach implique le NO ou sa combinaison avec la voie des
prostanoides endogenes. Nous n’avons pas remarqué de différences de relaxation concernant
la voie des prostanoides entre les souris CTL et MR®™°. Nous avons trouvé que l'activité

eNOS est augmentée chez les souris MR SMKO

, suggérant un mécanisme compensatoire
possible pour contrecarrer 1’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
MR3MKO et CTL. La diminution de 1’activité de la guanylate cyclase peut expliquer la

diminution de la réponse au SNP.

Concernant la contraction, la réponse a la Phe a été independant d’endothélium et
similaire dans les deux études (sans différence entre les souris CTL et MR®MX9). Les réponses

2+ \ ror . . . ’ . MK
au KCl et Ca*" dans notre modéle 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 modéle inductible utilis¢ dans le travail de McCruley et al, les différences de
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réactivité sur la relaxation et contraction au KCl par rapport a notre modele pourraient étre la

conséquence d’un temps d’inactivation trop court car survenant a I’age adulte.

L’activation des canaux calciques voltage - dépendant contribue au tonus myogénique
tandis que les canaux potassiques activés par le Ca’" (BKCa) contre-régulent la constriction
myogénique. Dans nos ¢tudes, comme dans les travaux de McCurley et al., il existe une
diminution importante de la contraction des CMLV en réponse au Ca®" extracellulaire chez

RMKO par rapport aux souris CTL. Nous avons montré que la libération du Ca**

les souris M
sarcoplasmique n’a pas été modifiée. Cela nous a permis de postuler que le stockage du Ca*"
intracellulaire n’était pas impliqué dans la réponse altérée au Ca’" extracellulaire chez les
souris mutantes. L’ensemble de ces résultats confirment une altération du couplage

relaxation-contraction dans ce modéle 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 MR®™*° par
rapport aux souris CTL. Cela nous a permis de conclure que la présence du MR est
indispensable pour maintenir une activation tonique de 1’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 empéchent la phosphorylation de MLC et bloquent la contraction des
CML. L’inhibition de MLCK dans les CE diminue la relaxation endothélium-dépendante en
empéchant [’augmentation du Ca®" intracellulaire qui a son tour active la eNOS et la
production du NO (Watanabe ef al. 2001). Nos résultats sont en accord avec ces données
concernant la diminution de la contraction induite par le Ca®" chez les souris MRV

possiblement & cause de la diminution de la sensibilit¢ des CMLV au Ca*" et de la

phosphorylation de MLCK Ca2+—dépendante.

Selon des travaux précédents MYPT1 joue un rdole 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
modéle de souris MRS,

En utilisant le méme modele de souris MR S"X©

, recevant un traitement chronique par
I’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 contrdle 1’¢lasticité de la
paroi des artéres. Nous avions noté une moindre augmentation de I’expression des intégrines
(en particuliere de la sous-unité as) au niveau des CMLVce qui renforgait 1’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 a poursuivre notre travail sur les intégrines des CMLYV et fonction artérielle.

Dans la deuxieme partie nous avons étudié le role de la sous-unité a, des intégrines du
muscle lisse vasculaire dans le développement de la rigidité et de la fibrose artérielle. Nous
avons utilis€ un modele de souris invalidée de facon conditionnelle a I’age adulte pour cette
intégrine dans les CMLV. L’intégrine a,f; est associée a l'angiogenese, 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 aprés une angioplastie

(Kappert et al. 2001 ; Zhou et al. 2006 ; Li et al. 2009 ; Bunni et al. 2010).

Dans ce modele, nous avons démontré une diminution de la fibrose en réponse a
I’administration chronique d’Ang II et ce de fagon indépendante a 1’augmentation de pression
arétrielle. La sous-unité a, peut avoir plusieurs partenaires au niveau des CMLV : By, Bs, Bs, Bs
et Bs. Nous sommes été interessé en particulier a I’intégrine a,f3 car elle est la plus présente
sur les CMLYV et joue un role important dans la formation des adhésions focales des CMLV a

la MEC.

Différentes études ont montré que 1’augmentation de la PA chez les rats SHR est
accompagnée de la surexpression des intégrines asf; et ap; (Bézie et al. 1998 ; Intengan et
al., 1999) D’autres ¢études ont montré que I’invalidation d’intégrines o;f; et o, (en
particuliere o, et a,B3) ne modifie pas la PA chez les rongeurs (Louis ef al. 2007 ; Heerkens
et al. 2006 ). Dans nos ¢études nous n’avons également pas trouvé de différence de la PAS a

SMKO

I’état vigile chez les souris a comparées aux souris WT.

Qiu ef al. (2010) en utilisant des cultures de CMLV de singes (Macaca fascicularis)
ont rapporté que l'augmentation de la rigidit¢ des CMLV aortiques in vitro au cours du
vieillissement est attribuable non seulement a des changements de la MEC mais également a
I’augmentation de la rigidité intrinséque des CMLV. L’inactivation spécifique de la sous-
unité¢ a, dans les CMLV permet d’¢tudier le réle de la voie o,B; sur la différenciation
cellulaire et la rigidité artérielle in vivo. A I’état basal, nous avons constaté une augmentation
de la distensibilité artérielle (mesurée au niveau de la PAM) chez les souris o, "<° par

rapport aux souris WT sans modifications des contenus en élastine et collagéne. Les courbes

module élastique/contrainte circonférentielle sont identiques dans les 2 groupes.

Nous avons également étudié ’influence de la sous-unité a, sur la rigidité artérielle et
la fibrose dans un modele d’hypertension artérielle en réponse a 1’Ang II. La fibrose étant
définie comme une accumulation du collagéne dans la paroi artérielle notamment dans la

média. La fibrose vasculaire a été étudi¢e en réponse a 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
I’effet dose-dépendant d’Ang II sur les paramétres prinicpaux de la rigidité (la distensibilité et
le module ¢lastique) et I’implication de la sous-unité a, dans le développement de la rigidité
artérielle. L’ Ang II a entrainé une augmentation dose-dépendante du contenu en collagéne de

la média carotidienne dans le groupe WT qui n’est pas observée dans le groupe a,> "<

Apres traitement a I’Ang II a 0,3 mg/kg/jour nous avons constaté une augmentation de

. 1o s . SMKO
la distensibilité chez les souris o,

sans modification du module élastique par rapport aux
souris WT. Ceci montre une moindre rigidité artérielle des souris o>V ~°. Aprés traitement a
1,5 mg/kg/jour d’Ang II nous avons mis en évidence une diminution de distensibilité et une
augmentation du module ¢lastique identiques chez les deux génotypes. Cela pourrait étre
expliqué par la non-intervention de la sous-unité a, dans le développement de la rigidité

artérielle a cette dose d’Ang IL

Au plan mécanistique, le développement de la fibrose vasculaire dépend de la voie
Smad/TGF-B1 : nous avons constaté une moindre expression du TGF-1 et des chaines 1A1
et 1A2 du collagene de type I et de la chaine 3A1 du collagéne de type III chez les souris
o, MK Cette diminution de la quantité en collagéne 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 ¢lastique sont comparables dans les 2 génotypes.

Nos résultats sont en accord avec I’étude de Belmadani et al. (2008) qui ont rapporté
une augmentation du dépot du collagene de type I dans les artéres mésentériques chez les
souris hypertendues diabétiques, via ’activation de la voie Smad2. Cette activation est
dépendante de D’expression de I'intégrine o,fB3: en effet un antagoniste spécifique de
I’intégrine ayB3 (SB-223245) diminue la phosphorylation de Smad2 et I’expression du TGF-
B1 (Belmadani et al., 2008). Coleman et al. (1999) ont également montré que 1’invalidation de
I’intégrine o,Ps réduit I’expression de TGF-B1 au sein de la paroi vasculaire chez les lapins
avec hypercholestérolémie. D’autres études ont montré que 1’invalidation de I’intégrine a
(owPs et a,Ps) dans des fibroblastes et des myofibroblastes diminue I’activation du TGF-p1,
inhibe 1’expression de geénes profibrotiques (les genes du CollAl, Col3Al1 et du TGF-B1) 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 ef al., 2013).

Il a été montré que la stimulation a 1I’Ang II et/ou au TGF-1 augmente 1’expression de

la sous-unité a, sur les CMLV (Byzova et al. 1998 ) et sur les fibroblastes cardiaques

SMKO

(Kawano et al. 2000). Chez nos souris o apres I’invalidation conditionnelle il y a une
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expression residuelle de la sous-unité ay, dans les CMLV. Aprés 1,5 mg/kg/jour d’Ang Il nous
avons ¢également montré une augmentation de 1’expression d’intégrine a, dans la carotide

, . . .y . . MK
chez les deux génotypes, mais le taux d’expression a été moindre chez les souris o™,

SMKO

Cette moindre expression de la sous-unité o, chez les souris ay peut donc expliquer moins

de fibrose par rapport aux souris WT en réponse a I’Ang I1.

La voie TGF-B1 contrdle 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 I’'a-SMA, la SMMHC et la SM-calponine (Rensen et al. 2007 ; Pardali et al. 2010). A
I’état de base comme en réponse a 1’Ang II, I’expression de la SMMHC est plus faible chez

SMKO

les souris oy par rapport aux animaux contrdles. Ces changements phénotypiques des

CMLVs via la diminution de I’activation de la voie TGFB1 pourrait étre une explication a la

. . . . MK
diminution de la fibrose vasculaire chez la souris avs 0

Les études de réactivité vasculaire montrent que les intégrines jouent un rdle important
dans le maintien du tonus myogénique et de la vasoréactivité : 1’activation des intégrines ouf3,
et asP; induit le renforcement de I’influx de Ca*" 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 I’intégrine o,fs entraine une inhibition significative des flux
calciques dans les CMLV des artérioles, ce que suggere un lien avec des voies de
signalisation Ca*"-dépendantes (Wu ez al. 1998 ; Davis et al. 2001). L’invalidation de la sous-
unité o, pourrait dans ces conditions induire une vasoconstriction plus forte. Selon nos
résultats, I’invalidation de la sous-unité o, induit une augmentation de la contraction a la Phe
dans la carotide et une tendanse d’augmentation dans I’aorte chez les souris a,*V<°. Ce
résultat est en accord avec ces données bibliographiques. Le méme niveau de rigidité
artérielle en réponse a I’Ang II chez la souris o, ° malgré des contenus plus faibles en
collagene (CollAl, CollA2 et Col3A1) pourrait étre en rapport avec une augmentation du
tonus vasculaire a 1’état basal. La diminution des voies de la relaxation via la dysfonction

endothéliale pourrait également y contribuer.

Dans la troisiéme partie de ma theése, nous avons montré I’importance de la vimentine
et de la synemine dans I’organisation intracellulaire des CMLVs et des CEs et donc dans la
rigidité artérielle. Les protéines des filaments intermédiaires (IF) appartiennent a I'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
I’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 I’artére carotide. A I’inverse,
il a ét¢é montré que la synemine peut fonctionner comme une protéine d'ancrage pour la
protéine kinase A (PKA) et controler ses voies de signalisation (Russell ef al. 2006 ; Li et al.
2014) Les souris Syn” développent une hypertrophie du muscle squelettique (Li e 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

A e ++
controles Vim" Syn""".

Nos résultats montrent que 1’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) ou 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 controles (Eckes et al. 1998 ; Wang et
Stamenovic 2000 ; Brown ef al. 2001 ; Lu ef al. 2011). Son rdle est en fait complexe a
analyser, car Mendez ef al. en utilisant la microscopie a force atomique ont montré que la
vimentine protege la cellules des contraintes mécaniques et préserve en fait l'intégrité
mécanique des fibroblastes embryonnaires de souris (Mendez et al. 2014). Ce systeme de
protection assurée par la vimentine dépend aussi du substrat utilisé pour cultiver les cellules.
Ces résultats suggerent I’implication des complexes d’adhésion focale liant les cellules a leur
membrane basale (Ofek et al. 2009). Les CE, les CMLYV et les fibroblastes dans la paroi des
vaisseaux sont constamment exposé€s aux contraintes mécaniques pulsatiles liées au flux ou a
la pression sanguine. Nous avons formulé I’hypotheése que des changements structuraux des
membranes basales ou des adhésions focales des CE et des CMLVs pourraient contribuer a

I’augmentation de la rigidité artérielle.
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Chez les souris invalidées pour la vimentine, les quantités de collagéne et d’¢lastine
sont identiques 4 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 I’intégrine a., partie
prenante des adhésions focales, est aussi augmentée chez les souris Vim” et pourrait

participer a I’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 ou la vimentine et I'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
I’augmentation des composants de la membrane basale conduisant a un niveau de rigidité plus
¢levé du D’espace sous-endothélial. En retour, ces modifications entretiendraient une

activation endothéliale permanente et délétere.

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 ef al. 2001), des altérations trés 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 1’hypothése que la rigidité
excessive des souris Vim™ est due a la fois a des altérations importantes des CEs dans leur
environnement ou la vimentine est trés exprimée mais également a celles des CMLVs en

interactions avec les protéines matricielles et mettant en jeu les intégrines.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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La rigidité artérielle a une dépendance multi - factorielle : changements dans la MEC,
interactions cellules-matrice, caractéristiques intrinséques des CMLV et des CEs au niveau du

cytosquelette et des FAs (Sehgel ef 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 1’hypothése que ces mémes processus interviennent au
niveau de la macro-, et microcirculation bien qu’il soit plus difficile au niveau des artéres
musculaires de mesurer la rigidité artérielle. Les effets bénéfiques des antagonistes du MR
dans I’hypertension artérielle ou I’insuffisance cardiaque peuvent ainsi €tre réinterprétés par le
biais de leurs effets positifs au niveau périphérique artériel. Les effets profibrosants de
I’intégrine a,P; 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 I’angiogenese
et des phénomenes d’agrégation plaquettaire. L’inhibition conjointe des voies d’ o, et/ou de
TGF-B dans la fibrose pourrait aussi avoir des effets délétéres en particulier sur le
développement ou 1’aggravation des anévrysmes de 1’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 role
important dans la rigidité cellulaire bien qu’il soit encore trop tot pour faire le lien précis entre
rigidité cellulaire et rigidité tissulaire. En ce sens des recherches menées sur des CMLV de
patients ou générées a 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 diabéte, du vieillissement ou de maladies

vasculaires rares sont associées a des mutations de ces molécules.
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Abstract Identification of the mineralocorticoid receptor
(MR) in the vasculature (i.e., endothelial and smooth muscle
cells) raised the question of its role in vascular function and
blood pressure control. Using a mouse model with conditional
inactivation of MR in vascular smooth muscle cell (VSMC)
(MRSMK9) e have recently shown that the VSMC MR is
crucial for aldosterone-salt-induced carotid stiffening. In the
present study, we have investigated the specific contribution
of the VSMC MR in the regulation of vascular tone in large
vessels. In MRSMX© mice, contractions induced by potassium
chloride and calcium (Ca®") are decreased in the aorta, where-
as contraction is normal in response to phenylephrine and
caffeine. The difference in response to Ca>" suggests that
the VSMC-specific deficiency of the MR modifies VSM
Ca" signaling but without altering the intracellular Ca”"
store handling. The relaxation induced by acetylcholine is

Frédéric Jaisser and Guillaume Galmiche equally contributed to this
study.

Electronic supplementary material The online version of this article
(doi:10.1007/s00424-014-1616-x) contains supplementary material,
which is available to authorized users.

A. Tarjus + S. El Moghrabi - F. Jaisser (P<) + G. Galmiche

Centre de Recherche des Cordeliers, Inserm U1138 Team 1, 15 rue
de I'Ecole de Médecine, Paris Cedex 06 75270, France

e-mail: frederic.jaisser@inserm. fr

A. Tarjus - S. El Moghrabi - F. Jaisser * G. Galmiche
Université Pierre et Marie Curie, Paris, France

E. Belozertseva * H. Louis - C. Labat -« P. Lacolley
Faculté de Médecine, INSERM U961, 9 Avenue de la Foret de Haye,
Vandoeuvre-lés-Nancy 54500, France

F. Jaisser
Centre for Clinical Investigation, INSERM U9501, CHU Brabois,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France

not affected by the absence of MR. However, the relaxation
induced by Ach in the presence of indomethacin and the
relaxation induced by sodium nitroprussiate are significantly
reduced in MRS™¥© mice compared to controls. Since en-
dothelial nitric oxide synthase (eNOS) activity is increased
in mutant mice, their altered relaxation reflects impairment
of the nitric oxide (NO) signaling pathway. In addition to
altered NO and Ca®" signaling, the activity of myosin light
chain and its regulators, myosin light chain kinase (MLCK)
and myosin phosphatase (MLCP), is reduced. In conclusion,
MR expressed in VSMC is required for NO and Ca®*
signaling pathways and contractile protein activity leading
to an altered contraction/relaxation coupling.

Keywords Aldosterone - Aorta - Contractility - Relaxation -
Transgenic mice

Introduction

The mineralocorticoid receptor (MR) is known to participate
in blood pressure (BP) regulation through the control of renal
sodium homeostasis and extracellular volume [9]. Thereby,
MR antagonists (MRA) have been proved to be an effective
treatment for hypertension in experimental models [23] and in
patients [8, 23]. Recently, the mechanism of action of MR on
BP has been questioned. A meta-analysis of clinical trials
demonstrated that BP reduction with MR antagonist does
not correlate with changes in plasma electrolytes and, by
extension, with renal MR activation [14]. The results are
coherent with the growing evidence suggesting that BP
could be regulated via vascular tone and not only the kidney
[16]. Consistently with this new picture, it has been found
that, besides its classical expression in the aldosterone-
sensitive distal nephron (ASDN), MR is also expressed in
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the vasculature, both in the endothelium [19] and in vascular
smooth muscle cells (VSMC) [15].

These results raise the question of the implication of MR in
the vascular function and particularly in vascular tone and
arterial stiffness. Targeted inactivation of MR in VSM was
recently achieved using two animal models with conditional
MR inactivation in the VSMCs [11, 15]. VSM MR inactiva-
tion blunts the age-induced raise of BP [15], without affecting
sodium homeostasis in the kidney of adult mice [11]. More-
over, VSM MR inactivation underlined the critical role of MR
expressed in VSM for arterial stiffness: VSMC MR expres-
sion is necessary for increased arterial stiffness in response to
aldosterone and high salt by modulation of cell-matrix
attachment proteins independent of major vascular struc-
tural changes [11]. The role of VSM in vascular tone has
been explored in mesenteric arteries using inducible VSM
KO mice underlying a role of VSM MR in modulating
Ca>" channel expression. However, how VSM MR affects
the contractile machinery remains unknown. In the present
study, we investigated the mechanisms by which MR
expressed in SMC affects the vascular response, focusing
on endothelial-dependent and endothelial-independent path-
ways affecting relaxation-contraction coupling.

Methods
Generation of VSMC-specific MR inactivation

The generation of the MRSMX© (MR™™.SM22-Cre) allowing
VSMC-specific MR inactivation in the vasculature has been
described previously [11]. For all studies, males MRS™¥© and
their littermates, MR™"" mice (control mice, CTL), were
phenotyped at age 4-5 months. All animal breeding, housing,
and protocols were performed in accordance with the ethical
guidelines of INSERM for the care and use of laboratory
animals.

Vascular reactivity analysis

Vascular contractile and relaxing responses were assessed in
isolated abdominal aortas from male MR®™*© and CTL mice
as previously described [10]. Briefly, aortas were excised, cut
into 2.5-mm segments and mounted in a Mulvany-Halpern
wire myograph [17] (DMT, Aarhus, DK) in a 8-mL organ bath
containing physiological salt solution (PSS, pH 7.4) continu-
ously bubbled with carbogen (95 % O,, 5 % CO,) and
maintained at 37 °C. When required by the experimental
protocol, the endothelial layer was removed by gently rubbing
the intimal surface of the vessels with the myograph wires.
Rings were allowed to equilibrate for 30 min at a resting
tension of 1 g, with the bath medium changed every 10 min.
Administration of 10~> mol/L phenylephrine (PE) was used to

@ Springer

test arterial viability, and the presence of intact endothelium
was verified by a relaxing dose of acetylcholine (Ach,
10~* mol/L). The a-adrenergic pathway was assessed via the
contraction evoked by PE (10™° to 10~> mol/L), while the
response to calcium (Ca>") channel activation was determined
by direct depolarization of the cell membrane using potassium
chloride (KCIl) cumulative dose-response curves (10 to
80 mmol/L). In order to assess the extracellular calcium re-
sponse, aortic rings were first preincubated in Ca**-free solu-
tion (containing 80 mmol/L KCI instead of an equimolar
amount of NaCl) with 2 mmol/L EGTA added for 20 min
and then in Ca®*-free solution containing no EGTA. CaCl,
was then added from a stock solution to obtain the requested
concentrations (10_5 to 1072 mol/L), and the effect of each
Ca®" concentration was recorded. The calcium release from
sarcoplasmic reticulum via ryanodine receptor channels was
assessed by a bolus of caffeine (10_2 mol/L).

To evaluate endothelium-dependent relaxation, the dose-
response to Ach (10 to 10™° mol/L) was determined in intact
rings precontracted by 107> mol/L of PE. The endothelium-
dependent relaxation induced by endogenous prostacyclin
(PGI,) was assessed by the dose-response to Ach in the
presence of N,-nitro-L-arginine (10* mol/L, L-NNA), a nitric
oxide (NO) inhibitor, (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier,
France). The endothelium-dependent relaxation induced by
endogenous NO was assessed by the dose-response to Ach in
the presence of indomethacin (Indo, 10> mol/L), an inhibitor
of cyclooxygenase (COX) 1 and 2 enzymes. The VSMC
sensitivity (endothelium-independent relaxation) to NO and
PGI, pathways was also assessed in endothelium-denuded
rings precontracted with PE (10~ mol/L) by dose-responses
to a NO donor sodium nitroprussiate (SNP, 10~ to 107> mol/L)
and to treprostinil, a synthetic analog of PGI, (Trep, 10~ to
107 mol/L), respectively. VSMC sensitivity to cGMP was
assessed by a single dose of cGMP analog 8-Br-cGMP
(10~* mol/L) in endothelium-denuded rings precontracted with
PE (107 mol/L). The maximal response (Epay) and the con-
centration of agonist inducing 50 % of maximal responses
(ECsp) were interpolated from the individual concentration-
effect curves. These latter values were transformed into pD,
values, that is, negative logarithms of ECs, values.

Western blotting analysis

Western blot analysis was performed on protein collected
from the aorta from control and MR3™*° mice that were
immediately homogenized after dissection using a 1 % SDS
homogenization buffer with protease and phosphatase inhib-
itors (Roche Diagnostics, Meylan, France). Extracts were
centrifuged at 13,200 rpm for 20 min at 4 °C and supernatants
were frozen. Twenty micrograms of total proteins diluted with
Laemmli buffer (2%, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier,
France) and heated at 95 °C for 5 min were loaded on
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4-15 % Mini-PROTEAN® TGX™ precast polyacrylamide
gels (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) and then trans-
ferred to PVDF membranes. The antibodies are listed in
Online Resource 1 (Table S1).

RNA extraction and real-time PCR

Total RNA was extracted from aortic arteries by using the
TRIzol® reagent (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA), according to the manufacturer’s protocol. The
reverse transcription of messenger RNA (mRNA) (100 ng)
was performed with SuperScript IT Reverse Transcriptase KIT
(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Tran-
script levels of genes were analyzed by real-time PCR (fluo-
rescence detection of SYBR Green) in an iCycler iQ apparatus
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). For each sample,
mRNA levels normalized the geometric mean of the amount
of two housekeeping genes, 18s and hypoxanthine guanine
phosphoribosyltransferase (Hprt). The analyzed genes and
their specific primer sequences are listed in Online Resource
1 (Table S2).

Statistical analysis

Values are expressed as meanzstandard error of the mean
(SEM). mRNA and protein expressions were analyzed using
unpaired Student’s 7 test. Vascular reactivity experiments were
analyzed using one-way ANOVA, and the Fisher’s LSD post
hoc test was used for intergroup comparisons. An unpaired
Student’s ¢ test was used for the relaxations in response to
SNP, treprostinil, and Ach in the presence of indomethacin.
Differences were considered significant at values of P<(0.05.

Results

VSMC-specific inactivation of the MR affects Ca>* and NO
signaling in SMCs

PE-induced maximal contraction and sensitivity were similar
between MRSMKO and control intact rings (Fig. 1a, Table 1).
As expected, the absence of endothelium led to an increase in
Enax and pD; in response to PE in CTL mice. Similar result
was observed in MRSMX© mice (Fig. 1a, Table 1). Thus, the
de-endothelialization of aortas increased the sensitivity to PE
in a similar manner in both genotypes (Fig. 1a, Table 1). To
test agonist-independent VSMC contraction, we next ana-
lyzed the KCI and Ca®* responses. The maximal contractions
induced by KCl and Ca®" were significantly lower in
MRSMKO compared to CTL intact rings (Fig. 1b, ¢, Table 1).
This difference is maintained despite endothelium removal
(Fig. 1b, ¢, Table 1). Caffeine-induced contraction related to
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Fig. 1 Vascular responses to vasoconstrictors in MRSMX and control
(CTL) mice. a Contraction induced by different concentrations of PE in
intact and endothelium-denuded aortic rings from CTL (»=17 and 5,
respectively) and MR3MK© (5=15 and 5, respectively) mice. b Contraction
induced by different concentrations of KCI in intact and endothelium-
denuded aortic rings from CTL and MRSMX© mice (n=>5/group). ¢ Con-
traction induced by different concentrations of Ca*" in intact and
endothelium-denuded aortic rings from CTL (n=10 and 5, respectively)
and MRSMXO (3=10 and 5, respectively) mice. d Contraction induced by a
single dose of caffeine (107> M) in endothelium-denuded aortic rings from
CTL (n=5) and MRSMX® (4=5) mice. The error bars represent SEM

sarcoplasmic Ca®" release is similar between in MRSMX© and

CTL mice (4.48+0.36 and 5.02+0.46, respectively), suggest-
ing that intracellular Ca®>* store handling were not altered
(Fig. 1d). Taken together, this suggests that VSMC MR KO
is associated with altered response to extracellular Ca®".

The E,,.x and pD; in response to Ach-induced relaxation
were similar in aortic rings of the two groups (Fig. 2a, Table 1).
To specifically study the NO-mediated vasodilation in the
absence of the prostanoid pathway, Ach-mediated relaxation
was studied in the presence of indomethacin. Relaxation was
significantly lower in MR3? than CTL mice (Fig. 2b,
Table 1). The endothelium-dependent relaxation related to
endogenous PGI, was evaluated in the presence of a NO
inhibitor, L-NNA. In these conditions, the Ach-induced
relaxation was modest and similar between MRSM¥© and
CTL mice (Fig. 2b, Table 1).

The VSMC vasodilatory response to NO and PGI, was
assessed by the dose-response to the NO donor SNP and to the

@_ Springer
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Table 1 Contraction and relaxation responses in aortas of control and
MRSMKO mice

Contraction Number  E,., (mN) pD»
of mice
PE
CTL+E 17 06.00+0.66 —6.68+0.06
MRSMKO+E 15 06.16+0.64 —6.73+0.04
CTL-E ) 15.76=1.66### —7.18+0.04
MRSMKO-E 5 15.93+£1.05### —7.10+0.08
KCl
CTL+E 5 9.41+0.49 —1.60+0.01
MRSMKO+E 5 7.55+£0.48* —1.58+0.01
CTL-E 5 9.63+0.55 -1.62+0.01
MRSMKO-E 5 7.91+0.39* -1.62+0.01
Ca?t
CTL+E 10 14.84+0.41 —3.23+0.02
MRSMKO+E 10 12.22+0.45*** -3.15+0.02*
CTL-E 15.30+0.92 —3.08+0.02###
MRSMKO-E 5 11.73£0.94**  —2.96+0.03*###
Relaxation Number  Ej. (mN) pD>
of mice
ACh
Untreated CTL 13 60+5 —=7.66+0.09
Untreated MRSMKO 10 61+6 -7.69+0.14
CTL+Indo 5 96+2 —7.43+0.07
MRSMKO+indo 5 83+2°° —7.22+0.06°
CTL+L-NNA 5 246 -7.35+0.15
MRSMKO+L-NNA 6 24+ 10##H -7.40+0.17
SNP
CTL-E 5 97+1 =7.72+0.11
MRSMKO-E 5 86+4* -7.31+0.10*
Treprostinil
CTL-E 34+5 -7.19+0.32
MRSMKO-E 5 27+5 —-7.21+0.20
8-Br-cGMP
CTL-E 4 73+2 -
MRSMKO-E -4 77+3 -

Data are means+SEM

+E intact rings, —E de-endothelialized rings, E,,,, maximal efficiency,
pD; negative logarithms of the concentration required to produce 50 %
contraction or relaxation in response to pharmaceutical agents, PE
phenylephrine, Ca”* calcium ion, ACh acetylcholine, ndo indometha-
cin, SNP sodium nitroprussiate, 8-Br-cGMP 8-bromoadenosine 3',5'-
cyclic monophosphate

*P<0.05; **P<0.01 versus CTL mice; #P<0.05; ##P<0.01;
###P<0.001 versus +E or untreated condition; °°P<0.01 versus CTL
mice (Student’s ¢ test)

PGI, analog treprostinil, respectively. In MRSMX© aortic

rings, relaxation induced by SNP was reduced compared to
CTL (Fig. 2c, Table 1), while treprostinil induces a modest
and similar relaxation between two groups (Fig. 2c, Table 1).

@ Springer

Taken together, these results suggested that the altered re-
sponse to SNP may be related to altered cGMP production.
To bypass the cGMP production, we next tested the relaxation
induced by 8-Br-cGMP, a stable analog of cGMP. The relax-
ation induced by 8-Br-cGMP was similar in both MRSMX©
and CTL rings (Fig. 2d). Western blot analysis showed that the
eNOS activity (estimated by the phospho-eNOS/total-eNOS
ratio) was increased in the aorta from MR3™*° compared with
that from CTL mice (percent of control level; Fig. 3). Taken
together, this suggests that VSMC MR KO is associated with
altered NO-dependent relaxation related to altered VSMC NO
response associated with a compensatory eNOS activation. In
contrast, the endogenous PGI, synthesis and the sensitivity of
SMC to PGI, were not altered in MRSMX© mice.

VSMC MR is crucial for the tonic control of the activity
of the contractile apparatus

The loss of MR in VSMC does not alter the mRNA expression
of genes involved in the VSMC contraction such as the acto-
myosin complex [SM «-actin (Actg2), SM myosin heavy chain
(Myhl1), Myosin light polypeptide 9, regulatory (Myl9),
smoothelin (Smtnf), desmin (Des), and cofilin (Cf12)] or sig-
naling pathways such as ras homolog gene family (RhoA,
member A), protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit
14A (Ppplrl4a or CPI-17), guanylyl cyclase al (Gucala)], and
ion channels/transporters [ATPase, Ca®" transporting (Atp2a2),
calcium release-activated calcium modulator 2 (Orai2), Na'/
Ca”" exchanger (Ncx), L-type calcium channel (Cacnal or
Cav1.2), and transient receptor potential cation channel, subfam-
ily C, member 1 (Trpcl)], as shown in Online Resource 1,
Fig. S1. The expression of the proteins involved in the actomy-
osin complex such as smooth muscle x-actin (xSMA) and
myosin light chain 2 (MLC2) was similar in both groups, as
well as contraction regulators such as the myosin light chain
kinase (MLCK), the myosin phosphatase-targeting subunit 1
(MYPT1), a subunit of the myosin light chain phosphatase
(MLCP), the serine/threonine-protein kinase (PAK1), and cal-
modulin (CaM) (Fig. 3 and Online Resource 1, Fig. S2). How-
ever, the phosphorylation of MLCK at serine 1760 and MLC2 at
serine 19 was decreased (Fig. 3 and Online Resource 1, Fig. S2).
This led to a decrease in the ratio of phosphorylated protein over
total protein (p-MLCK/--MLCK and p-MLC2/+-MLC2) in
MRSMKO mice, whereas the p-PAK1/-PAK1 ratio was not
affected (Fig. 3). The p-MYPT1™®/MYPT!I ratio was also
decreased (Fig. 3).

Discussion

In the present study, we analyzed the role of VSMC MR in
endothelial-dependent and endothelial-independent pathways
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Fig. 2 Vascular responses to A
vasodilators in MR®™*© and
control (CTL) mice. a
Endothelium-dependent relaxa-
tion induced by different concen-
trations of acetylcholine (4Ch) in
intact aortic rings from CTL (n=
6) and MRSMX© (,=5) mice. b
Endothelium-dependent relaxa-
tion induced by different concen-
trations of Ach in the presence of
either an inhibitor of cyclooxy-
genase 1 and 2, indomethacin (fi//
line), or a NO inhibitor, L-NNA
(dotted line), in intact aortic rings
from CTL (=5 and 5, respec-
tively) and MRSMX© (5=5 and 6,
respectively) mice. ¢
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line), in endothelium-denuded
aortic rings from CTL (n=5 and
6, respectively) and MRSMK©
(n=5 and 5, respectively) mice.
d Endothelium-independent re-
laxation in response to 8-bromo-
cyclic GMP (10™* mol/L) in
endothelium-denuded aortic rings
from MRSMKC (,=4) and control
(n=4) mice. The error bars rep-
resent SEM. **P<0.01 versus
CTL mice
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affecting relaxation-contraction coupling. While PE-induced
vasoconstriction was not affected, the KCI and Ca>" response
was clearly blunted in MR®™*° mice. Moreover, NO-
dependent vasodilation induced by Ach (in the presence of
the eicosanoid inhibitor indomethacin) or the NO donor SNP
was also blunted. In contrast, the response to endogenous or
exogenous PGI, is not altered in MRSMX© mice. The basal
phosphorylation status of major VSMC contractile proteins
(commonly used as surrogate estimation of their activity) was
decreased in MRSMX© mice as compared to littermate controls
indicating that VSMC MR expression is required for tonic
activation of the VSMC contractile apparatus in vivo. The
implication of VSMC MR in the vasoactive response to PE
has been previously studied in conditional mouse model with
inducible MR inactivation in VSMC. Interestingly, abnormal
vasoactive response was observed only in aged mice, while
short-term MR inactivation for 2 months has no effects [15].
Using a non-inducible (constitutive) model, we do not confirm
these results despite a lag time of MR inactivation similar to

8-BR-cGMP (10*M)

the aged VSM KO mice used in the previous study [15]. The
vasoactive response to PE was independent of the endotheli-
um and similar to those previously observed in mutant mice
with a short-term MR inactivation [15]. These phenotypic
differences may be the consequences of a variable duration
of MR inactivation at a specific age or the influence of the
VSMC MR before its inactivation. McCurley et al. [15] re-
ported a blunted vasoconstrictive response to the Cavl.2
agonist BayK8644, suggesting a default in the Ca®>* channel
Cav1.2 expression/activity. Whether the Ca’" channel Cav1.2
is involved in the cascade as proposed by McCurley et al. [15]
is difficult to assess in the absence of patch clamp studies
analyzing Cavl.2 activity. While we do not confirm in our
model the decrease in mRNA expression of the Cav1.2 sub-
unit that was previously reported by these authors, we showed
that the vasoconstrictive response to an increase in external
Ca*" is blunted in constitutive MRS™© mice when compared
to control mice. Of note, the sarcoplasmic Ca’" release was
not modified: We showed that caffeine-induced contraction

@_ Springer
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Fig. 3 Smooth muscle-specific protein expression in MRS™X© aortas.
Western blot of phosphorylated and total protein of eNOS, myosin light
chain 2 (MLC2), and its regulators, the myosin light chain kinase (MLCK)
and the myosin phosphatase-targeting subunit 1 (MYPT1) as well serine/

was similar in both groups, suggesting that intracellular Ca®*
store handling was not involved in the altered extracellular
calcium response.

"eNOS MYPT1 MLCK MLC2

*%

PAK

threonine-protein kinase PAK1. Representative Western blot (upper
panel) and phosphorylated/total protein ratio (lower panel). Level of
CTL is set at 1. The error bars represent SEM. n=>5 mice in both two
groups. *P<0.05, **P<0.01 versus CTL mice

The presence of a blunted response to the NO donor
SNP clearly demonstrated a reduction of NO-dependent
relaxation at the level of VSMC. In our model, the Ach-

Arterial Stiffness: Reinforcements of
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Fig. 4 Potential role for smooth muscle cell (SMC) mineralocorticoid
receptors (MR) in vascular tone and stiffness (adapted of Barrett etal.) [2].
The SMC MR regulates vascular expression/activity of the LTCC
(Cavl.2) and integrins, thereby contributing to vascular tone and arterial
stiffness, particularly when ageing. SM myosin requires phosphorylation
at ser 19 of the MLC2 to reach significant levels of actin-activated myosin
ATPase activity. Contractile agonists, including phenylephrine (PE),
endothelin 1 (E7-1), and angiotensin II (4ngll), induce SMC contraction
by the phosphorylation of myosin (MLC2). The phosphorylation of
MLC?2 is controlled by MLCK that can be activated in a Ca®"/calmodu-
lin-dependent and Ca”*-independent manner. Phosphorylation of MLCK
at serine 1760 by PKA/PAK1 inhibits the actin-activated ATPase of
myosin by reducing its affinity for actin [13]. Nitric oxide synthetized
into the endothelium diffuses to SMC, where it activates soluble guanylyl
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cyclase (sGC) to produce cGMP, thereby facilitating myosin dephosphor-
ylation by the myosin light chain phosphatase (MLCP), resulting in SMC
relaxation. MLCP is composed of a catalytic subunit, pplc delta, a
regulatory subunit MYPTI1 and a small 20-kDa subunit of unknown
function [12]. MLCP activity can be regulated by the dual function
protein, MYPT], that functions either as an activator of MLCP by
targeting the MLCP complex to its substrate MLC2 [22], or as an MLCP
inhibitor when MYPT1 is phosphorylated on one or both of its two
phosphorylation sites (T696 and T853) [7]. Phosphorylation of
MYPTI at Thr853 by Rho-associated kinase (Rock) results in phospha-
tase (MLCP) inhibition enhancing the contractile response [3]. Another
MLCP inhibitor is CPI-17 that acts as an MLCP pseudosubstrate when
phosphorylated, thereby competing with MLC
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induced relaxation appears normal, while the inhibition of
the prostanoid pathways unmasked a blunted vasodilatory
response to Ach, suggesting an impairment of the NO
signaling pathway. In addition, we reported in the present
study that the activity of eNOS (as estimated by the p-
eNOS/total-eNOS ratio) was increased by twofold in
MRSMKO mice, suggesting a possible compensatory mech-
anism to escape the relative NO-insensitivity. The normal
response to endogenous PGI, (tested in the presence of L-
NNA) and to exogenous PGI, (tested in the presence of the
PGI, analog treprostinil) in MRS™X© mice indicated that
this compensatory mechanism is not linked to increased
prostanoid synthesis/action. Indomethacin alters the maxi-
mal contractile response to PE [1]. Consequently, it was not
possible to obtain the same preconstruction between control
and MR3™X© mice with the same concentration of PE in
both groups (data not shown). This effect by itself could
explain the larger Ach-induced relaxation seen in control
mice compared to MRSMX© mice. Note that the role of the
endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) has not
been assessed in this study. Indeed, it was demonstrated
that the endothelium-dependent relaxation to Ach involves
either NO or the combination of NO plus a product of
cyclooxygenase but not EDHF in mice aorta [4]. The
underlying mechanism of the altered response to NO is
unclear. Since the relaxation induced by a ¢cGMP analog
8-Br-cGMP was similar in both MRSM¥© and CTL rings, a
decreased guanylate cyclase expression at the protein level
(despite the unchanged mRNA expression) or activity may
explain the decreased response to the NO donor SNP.

The decreased activity of the downstream contractile ma-
chinery is also a consequence of VSM MR inactivation
(Fig. 4). Our results indicate that genes involved in contractile
machinery are not MR transcriptional targets, since mRNA or
protein levels of Actg2 (SMA), Myhll, Myl9 (MLC2),
Ppplrl4a (CPI-17), and Ppplrl2a (MYPT1) are normal in
MR3MKO mice, compared to CTL mice. However, the phos-
phorylation levels of MLCK, MLC2, and MYPT]1 are signif-
icantly altered in the mutant mice. The down activation of
MLCK and MYPT1 may therefore represent a mechanism
explaining the defective vascular response in the arteries of the
MRSMKO: The down activation of MYPTI results in a de-
crease in MLCP activation and thereby may reduce the relax-
ation, while the altered response to extracellular Ca®>* ob-
served in MRSMXO aortas lead to the decrease of the MLCK
activity and thus may contribute to impair contraction. These
regulatory pathways form a network that tightly regulates
MLC2 activity and therefore has a significant impact on the
balance between contraction and relaxation.

The role of MR in the VSMC clearly goes beyond the
control of vascular reactivity. We recently reported that
VSMC MR is mandatory for aldosterone-induced vascular
stiffness: Using the same mouse model with constitutive MR

inactivation in VSMC, we showed that MR inactivation spe-
cifically in VSMC leads to arterial stiffening by modulation of
cell-matrix attachment proteins independent of major vascular
structural changes (Fig. 4), providing mechanistic insights into
the beneficial effects of MR antagonism on vascular stiffness
[6, 18]. Within the past years, it became obvious that MR
activation exerts a variety of effects (remodeling, inflamma-
tion, endothelial dysfunction, vasoconstriction) in the vascu-
lature, which may contribute to its hypertensive action and,
more generally, to the pathophysiological consequences of
mineralocorticoid excess [20]. Pruthi et al. [21] reported that
VSMC MR is necessary for aldosterone-induced vascular
remodeling occurring after endothelial injury, which was as-
sociated to VSMC proliferation and vascular fibrosis. Both
endothelial and VSMC MR are involved in BP (in basal
conditions and in response to Angll infusion) [11, 15, 19] in
the absence of alteration of renal Na" homeostasis, pointing on
a specific role of MR expressed in the vasculature. Indeed,
MR expression can be increased in vessels in some patholog-
ical situations such as hypertension [5].

In conclusion, the present study using in vivo cell-specific
inactivation of MR in VSMC indicated that VSMC MR
modulates vasoreactivity and is crucial for the tonic control
of the activity of the contractile apparatus by modulating the
NO and Ca”* signaling pathways.
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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) I’influence du récepteur minéralocorticoide
(MR) sur la réactivité vasculaire, (ii) le role de I’intégrine a,p; dans le développement de la
rigidité artérielle et la fibrose vasculaire, et (iii) I’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’intérét. Résultats : 1’absence du MR diminue la réactivité
vasculaire en altérant le couplage contraction/relaxation des CMLVs via des mécanismes
Ca’’- et NO-dépendants (une diminution de la vasoconstriction en réponse au Ca’"
extracellulaire et une altération de la vasorelaxation endothélium-dépendante en réponse a
I’acétylcholine). L’invalidation de la sous-unit¢ o, prévient la fibrose en réponse a
I’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 étudi¢es influencent la fonction et la structure des artéres grace a des actions
spécifiques sur le tonus musculaire, la mécanotransduction et I’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 I’implication de ces protéines dans les maladies
CV liées au vieillissement.

Mots clés : intégrine a,, 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 a,bs integrin in the development of arterial stiffness and vascular fibrosis, and (ii1)
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 Ca*"- and NO-dependent mechanisms (a decrease of vasoconstriction in response to
extracellular Ca®" and impaired endothelium-dependent vasorelaxation in response to
acetylcholine). The invalidation of the a, 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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