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INTRODUCTION GENERALE

La pathologie artérielle est principalement représentée par deux mécanismes
diamétralement opposés avec d’un coté une forme de diminution du diametre de la
lumiére artérielle, voire une occlusion et I’autre une dilatation de la lumiére artérielle. Le
premier mécanisme représente [’athérome et le deuxiéme I’anévrysme. Ces deux
mécanismes ont en commun un déséquilibre du remodelage de la paroi artérielle entre la
destruction et la reconstruction. L’athérome est caractérisé par un épaississement de la
paroi artérielle. L’anévrysme aortique abdominal (AAA) est caractérisé par une altération
progressive de la matrice extracellulaire (MEC) dans la paroi aortique soumise a la
contrainte hémodynamique. Cette altération entraine la faiblesse et la dilatation de la
paroi, pouvant aboutir a une rupture d’aorte dont la mortalité est de 90%. Une fois formé
et sans traitement efficace, I’AAA va continuer de croitre jusqu’a la rupture. Le risque de
rupture est proportionnel au diameétre externe de I’AAA. Les AAA asymptomatiques d’un
diametre de moins de 50 mm sont surveillés par des méthodes d’imagerie médicale. Au-
dela de 50 mm de diamétre, un traitement de remplacement ou de renforcement de la
paroi des AAA est proposé, le risque annuel de rupture égalant alors le risque
périopératoire du traitement chirurgical. Actuellement, le principe du traitement des AAA
est de soustraire la paroi fragilisée de la contrainte hémodynamique, soit par un
remplacement aortique lors d’une intervention chirurgicale, soit en déployant une
prothése par voie endovasculaire (endoprothese). La chirurgie de I’ AAA s’accompagne

d’une morbi-motalité importante chez des patients souvent agés et porteurs de maladies
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associées, cardiovasculaires ou autres. La procédure de mise en place d’une endoprothése
a une mortalit¢ moindre que la chirurgie conventionnelle, mais son applicabilité et sa
durabilité sont moindres en raison de contraintes anatomiques, et de la possible ré-
exposition de la paroi anévrysmale a une contrainte hémodynamique forte, en raison
d’endofuites (circulation de sang sous pression entre I’endoprothése et la paroi
anévrysmale) ou d’endotensions (mise en pression du sac anévrysmal sans endofuite
décelable, par transmission de la contrainte hémodynamique a travers du thrombus au
niveau du collet ou a travers 1I’endoprothése). Ces inconvénients limitent 1’utilisation des
endoprotheses.

Les thérapeutiques biologiques pourraient €tre une solution alternative aux
traitements prothétiques des AAA. Au lieu de remplacer complétement la paroi
anévrysmale ou de la soustraire de la contrainte hémodynamique par endoprothése, une
thérapeutique biologique consisterait, via des agents biologiques (molécules, cellules,
médicaments etc...), & diminuer le processus de dégénérescence de la paroi anévrysmale
et/ou a promouvoir la réparation de la paroi aortique dégradée. Les thérapeutiques
biologiques seront issues de la connaissance de la physiopathologie des AAA. Du fait de
la possibilité d’utiliser les techniques endovasculaires pour délivrer les agents biologiques
au contact de la 1ésion aortique, les thérapeutiques biologiques devraient avoir un taux de
morbi-mortalit¢ moins important que la chirurgie, a [I’instar du traitement
endoprothétique. La thérapie génique et la thérapie cellulaire sont deux approches de
traitement ¢évaluées dans d’autres pathologies cardiovasculaires, mais pas dans les
anévrysmes. Le transfert de matériel vivant a la paroi malade devrait permettre une

évolution conjointe de la 1ésion anévrysmale et des génes ou des cellules, sans le conflit
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entre le vivant et le biomatériau que I’on observe avec les endoprothéses, et ainsi devrait
avoir une durabilité supérieure.

Le rdle physiologique de la MEC est d’assurer la solidité et 1’¢lasticité de la paroi
artérielle soumise a la contrainte hémodynamique artérielle. L’ infiltration par des cellules
inflammatoires, le déséquilibre de la balance protéases/anti-protéases vers la protéolyse,
et I’insuffisance des activités de réparation de la MEC altérée (cicatrisation) sont
responsables de la formation et sans doute de la progression des AAA. Le but des
thérapeutiques biologiques est d’inhiber le processus de destruction, d’augmenter la
réparation de la paroi.

Il n’existe pas a ce jour un modele animal idéal pour modéliser la formation et
I’évolution des AAA. Nous avons adapté a la thérapie cellulaire un modele d’AAA par
xénogreffe aortique chez le rat. Ce modele a plusieurs points physiopathologiques
communs avec les AAA chez I’humain. Il est trés reproductible contrairement au modele
a I’¢lastase, et la période de croissance du diameétre est suffisamment longue pour
programmer un geste interventionnel endovasculaire a visée thérapeutique. Ces
caractéristiques du modele ont permis son utilisation pour démontrer la faisabilité d’une
thérapeutique cellulaire endovasculaire. Ce travail a ¢ét¢ possible sur des AAA déja
constitués dans un but thérapeutique (stabiliser la dilatation continue de d’un AAA
formé), mais pas dans un but préventif (empécher une aorte saine de devenir
anévrysmale), comme cela avait été publi¢ dans tous les autres travaux expérimentaux
utilisant des modeles animaux. Cette modélisation de traitement d’une lésion déja

existante est indispensable au développement des concepts de biothérapie et a leur
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validation préclinique, car 1’efficacité du traitement est conditionnée par 1’environnement
cellulaire et moléculaire rencontré dans la paroi par le matériel biologique transféré.

Au cours d’un travail antéricur au sein de ’'UMR CNRS 7054, des AAA
expérimentaux ont été stabilisés et « cicatrisés » par I’ensemencement endoluminal de
cellules musculaires lisses (CML) autologues. Le choix des CML a été motivé en raison
de la diminution de 75% du nombre de CML dans la média des AAA chez I’humain. Il a
¢été observé dans les AAA stabilisés une inhibition de I’expression de métalloprotéases,
de Dinfiltrat inflammatoire, une induction de leurs inhibiteurs et de la synthése de
collageéne, de maniére paracrine, c'est-a-dire dans le tissu anévrysmal situé en périphérie
des cellules ensemencées.

En vue d’un transfert clinique de cette observation, le candidat cellulaire idéal
pour cette approche de biothérapie doit €tre autologue pour se soustraire aux problémes
de rejet immunologique et répondre a plusieurs critéres :

- prélevement et culture faciles

- disponibilité en quantité importante

Or les CML ne répondent pas a ces critéres car leur isolement est difficile et leur
nombre limité surtout chez des patients agés qui représentent la grande majorité des
patients porteurs d’un AAA.

Les Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) possédent I’ensemble de ces
caractéristiques car leurs prélévements et leur amplification in vitro sont de pratiques
courantes en clinique et ces cellules ont un caractére multipotent permettant leur
différentiation en de nombreux types cellulaires dont les CML. Nous avons donc testé

I’ensemencement endovasculaire des CSM sur 1’évolution de notre modéle de
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xénogreffe aortique et testé son impact sur la balance destruction/reconstruction de la
paroi aortique au niveau cellulaire et moléculaire.
Ces CSM ont introduit le concept de niche de différentiation faisant partie intégrante
du systeme de réparation de 1’organisme pour répondre a toute agression. On peut
donc extrapoler un nouvel aspect de la physiopathologie des anévrysmes ou la
maladie serait secondaire a un déficit des processus de cicatrisation. L’anévrysme
serait donc assimilé a une « plaie » aortique. Nous avons donc testé la présence des
CSM et leur altération fonctionnelle a partir de fragments de AAA humains.
Conscient que notre modele de xénogreffe ne peut étre assimilé aux AAA
athéroscléreux chez I’Homme, nous avons utilis¢ un systéme d’organoculture de
fragments de AAA d’origine humaine prélevés au bloc opératoire. Ce systéme nous a
permis de tester plusieurs types cellulaires dont les CML et les CSM sur la protéolyse, un
effecteur de la destruction inflammatoire de la paroi aortique dans le modé¢le et dans les
anévrysmes athérosclérotiques. Ces organocultures nous ont permis de nous rapprocher
de la maladie humaine.
A T’opposé, I’athérosclérose est caractérisée par une prolifération des CML au sein de la
média correspondant a [’hyperplasie myo-intimale. L’athérosclérose entraine un
rétrécissement de la lumiére artérielle pouvant aboutir a des symptomes cliniques en
fonction du territoire artériel atteint. Au maximum, cet athérome se complique d’une
thrombose compléte de la lumiére artérielle créant une ischémie tissulaire sous-jacente.
Une localisation carotidienne se manifeste par des accidents ischémiques artériels
régressifs ou non, avec ou sans séquelle. Une localisation coronarienne aboutit a une

angine de poitrine ou angor d’effort et sa thrombose se manifeste par un infarctus du
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myocarde. Une localisation aux membres inférieurs aboutit & une claudication
intermittente compliquée au stade ultime par une nécrose plus ou moins étendue du
membre inférieur. Parmi ces 3 localisations, [’atteinte coronarienne a connu une
remarquable évolution dans la compréhension de sa physiopathologie. L athérogénése est
percue comme le résultat d’une interaction complexe entre les cellules de la paroi
artérielle, le sang et les messages moléculaires échangés entre eux. L’inflammation
semble jouer un role essentiel a chaque étape de cette athérogénese. L’ensemble des
manifestations secondaires a la thrombose d’une artére coronaire est regroupé sous le
terme de Syndrome Coronarien Aigu (SCA). Les % des SCA semblent étre secondaires a
une rupture de la plaque athéromateuse mettant ainsi en contact le centre lipidique de la
plaque avec les éléments figurés du sang induisant ainsi la thrombose « in situ ». Cette
rupture de plaque est initiée par la rupture du collagéne interstitiel, I’¢lément le plus
solide de la Matrice Extra-Cellulaire (MEC). A ce jour, 3 collagénases interstitielles ont
été isolées et démontrées. Il s’agit de MMP-1, MMP-8 et MMP-13. Ces 3 enzymes
appartiennent a la super famille des métallo-protéases (MMPs) dont la structure
commune est la nécessité d’un ion métallique comme co-facteur au sein du site
catalytique. A I’heure actuelle, vingt-huit membres ont été¢ décrits. Parmi cette famille,
MMP-14 (ou MT1-MMP) est une MMP trans membranaire. Aucune étude in vivo n’avait
prouvé son activité collagénolytique malgré des preuves in vitro. Ainsi pour illustrer le
catabolisme de la paroi artérielle, nous nous sommes intéressés a [’activité
collagénolytique de MMP-14 dans un modéle in vivo d’athérome. Nous avons utilisé le
modele « classique » de 1’athérome correspondant a la souris mutante LdLr-KO. La

création de la souche murine LdLr-KO/MMP-14-KO a nécessité le passage par une étape
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de transplantation de moélle osseuse chez des souris irradiées. Nous avons élaboré
conjointement un test in vitro de D’activité collagénolytique utilisant un substrat

fluorescent.
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DONNEESDE LA LITTERATURE

| : Lesystémeartériel et lescaractéristiqguesdela paroi artérielle

.1 Lesystémeartériel

La paroi artérielle est un tissu composé de cellules et d’une Matrice ExtraCellulaire
(MEC) dont une partie est fibrillaire et assure la solidit¢ de la paroi. Stimulée par
différents types d’agressions, la paroi artérielle est capable de développer plusieurs types
de réponses, dont certaines sont a l’origine de manifestations pathologiques. La
composante fibrillaire hydrophobe et insoluble de la matrice extracellulaire assure la
fonction la plus élémentaire de la paroi artérielle qui est de contenir le sang dans la
lumiére vasculaire. Les anévrysmes, les dissections ou les ruptures artérielles
correspondent a des pertes partielles ou totales de la fonction de contention du sang, en
rapport avec une atteinte de cette composante de la MEC qui ne peut étre dégradée que

par des protéases et des forces mécaniques, ou I’association des deux.

I.2. Morphologie et composition cellulaire des paroisartérielles saines
[.2.1 Morphologiedel’artere saine (figure 1)
a) intima
L’intima est composée d’une monocouche de cellules endothéliales composant 1’interface
entre le sang et les vaisseaux et reposant sur une lame basale. La limite entre I’intima et la
média est marquée par la limitante ¢lastique interne (LEI). Dans des situations
d’adaptation au flux et dans des situations pathologiques de réponse a des stimuli
d’expansion cellulaire et d’accumulation de la MEC, I’intima peut devenir hyperplasique

et constituer une perturbation et/ou un obstacle a 1’écoulement sanguin.
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b) média
La média est composée des cellules musculaires lisses (CML) contenues dans une
matrice extracellulaire riche en collagenes fibrillaires de types I et III et en fibres
¢lastiques. Le nombre de lames élastiques est plus important dans ’aorte ascendante
(environ 56) et décroit tout le long de 1’aorte descendante pour arriver a environ 26 lames
dans 1’aorte abdominale. La média constitue un élément important rendant compte des
propriétés mécaniques de la paroi. La média artérielle est responsable des fonctions
vasomotrices, de contention du sang, d’amortissement des variations de pression

artérielle et de restitution de I’énergie en diastole.

c) adventice
L’adventice est la tunique la plus externe de la paroi artérielle. Elle est formée de
fibroblastes et de tissu conjonctif lache trés riche en collagenes fibrillaires qui conferent a
I’artére sa résistance a la rupture. L’adventice et la média sont séparées par une limitante

¢lastique externe (LEE).
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__ Couche subendothéliale

Intima Couche striée longitudinalement
= Limitante élastique
interne
Lames élastiques
Média fenétrées

Vasa-vasorum —==

—_—

=— — Limitante élastique
i -_— —_— e
Adventice SV —— exteriin

Vasa-vasorum

Figure 1: Structure de la paroi artérielle

[.2.2 Composition cellulaire del’artere saine
a) celluleendothédiale
Les cellules endothéliales forment une monocouche qui tapisse la face luminale
des artéres et exercent un role essentiel dans plusieurs fonctions physiologiques (Braquet
et al 1994, Beagehold 1998). Elles constituent une surface anti-thrombotique en inhibant
la coagulation et induisant la fibrinolyse : la synthése d'activateur tissulaire de
plasminogéne (t-PA), de thrombomoduline et de prostacycline (PGI2), qui est un puissant

inhibiteur de 1'aggrégation plaquettaire, lui confére ses propriétés anti-coagulantes.

b) cellule musculairelisse (CML)
Les CML sont multifonctionnelles. Elles controlent le tonus artériel (équilibre
vasoconstriction/vasodilatation). La régulation de ce tonus artériel s’effectue
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principalement selon deux modalités : signaux peptidiques (angiotensine II...) et nerveux
(systeme sympathique). D’autre part, les CML sont les principales cellules qui élaborent
la matrice extracellulaire (MEC) de la média et de l'intima (Schwartz et al 1995). Les
CML participent a la stabilisation et a I’adaptation de la paroi artérielle en réponse aux
contraintes et aux lésions mécaniques, par hypertrophie et par hyperplasie. Enfin, des
résultats accumulés dans I’'UMR 7054 suggerent que les CML jouent un role central dans
I’homéostasie de la paroi artérielle en la protégeant de I’inflammation et de la protéolyse.

Cet aspect sera largement développé dans notre travail.

c) fibroblaste
Les fibroblastes sont principalement localisés a 1’adventice de 1’artere. Leur rdle
primordial est la synthése des éléments de la MEC et notamment les collagenes et
I'¢lastine. Les fibroblastes expriment de manicre constitutive du Facteur Tissulaire, un
activateur de la voie extrinseque de la coagulation, limitant ainsi 1’extravasation sanguine

lors des ruptures de la paroi artérielle.

[.2.3 Lamatriceextracellulaire (MEC) dela paroi artérielle saine

La MEC assure aux tissus leurs propriétés mécaniques et physico-chimiques et
fournit un échafaudage pour l'ancrage et la migration des cellules, influence leur
phénotype et leur fonction et ainsi confére ou maintient la différenciation cellulaire. C'est
un réservoir des facteurs de croissance et autres morphogenes. La MEC est composée de
plusieurs ¢léments assurant chacun des fonctions spécifiques: les collagenes fibrillaires

assurent la résistance mécanique; I'¢lastine confere 1’¢lasticité aux tissus; les

23



protéoglycannes controlent I'hydratation, 1'équilibre hydroélectrique et fixent de
nombreuses cytokines; et les glycoprotéines de structure assurent la jonction entre les

cellules et la matrice extracellulaire.

a) Collagenes (Robins et al. 1995, Robert et al 1987)

Les collagénes de types I et II1, de structure fibrillaire, sont présents dans toute la
paroi vasculaire ou ils représentent environ 80-90% des collagénes totaux. Ils sont
synthétisés par les fibroblastes et les cellules musculaires lisses. Dans l'intima, les
cellules endothéliales synthétisent du collageéne de type III. Le collagéne de type I, le plus
abondant, assure le support structural du vaisseau, le collagéne de type III est impliqué
dans I'¢lasticité et l'extensibilité de la paroi. Une mutation sur le géne codant pour le
collagene de type I chez la souris est asssociée a des ruptures léthales des vaisseaux
(Lohler et al 1984). Le collagéne de type V est localisé autour des CML et pres des
membranes basales qui régulent la migration, la croissance et la différentiation cellulaire.
Le collagene de type IV est spécifique des membranes basales soutenant les cellules

endothéliales et entourant les CML des vaisseaux.

b) Elastine (Robins et al 1995, Robert et al 1987, Jacob 1993)

L'¢lastine est une protéine fibreuse formée essentiellement d'acides aminés
hydrophobes. Elle représente le composant majoritaire des fibres ¢€lastiques (70-90%) qui
jouent un réle primordial dans I'élasticité et 1'extensibilité de la paroi artérielle. La teneur
en ¢lastine dans les vaisseaux est directement proportionnelle aux forces de pression

exercées sur ces vaisseaux: les arteres proches du coeur sont riches en é¢lastine; a
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l'inverse, les vaisseaux soumis a des pressions plus faibles sont riches en collagénes.
L'¢lastine est synthétisée par les cellules endothéliales, les CML et les fibroblastes. Dans
les CML, les contraintes mécaniques, le GMPc (Guanosine monophosphate cyclique), les

glucocorticoides, le TGF-f3 augmentent la synthese d'élastine.

c) Lesprotéoglycannes (PGs) (Fosang et Hardingham 1996)

Les PGs controlent la perméabilité tissulaire et les mouvements des ions a cause de
leur forte charge électrostatique négative. Leur localisation a l'interface membrane
plasmique/MEC leur permet de contrdler I'intégrité structurale des tissus et d'influencer
de nombreuses fonctions cellulaires comme la croissance, la différenciation, 1'adhésion et
la migration. Enfin, de par leur aptitude a former des complexes avec les autres molécules
de la MEC, les PGs sont considérés comme essentiels pour le dépot de la matrice

synthétisée par les CML vasculaires.

d) Lesglycoprotéinesde structure (GPS)
Elles sont caractérisées par une grande insolubilité¢ et leur role est d'assurer la

cohésion entre les membranes cellulaires et la MEC.

|.3. Ladégradation dela matrice extracellulaire

L’hydrolyse des macromolécules de la MEC est impliquée au cours de nombreux
processus physiologiques et physiopathologiques tels que I’involution utérine du post-
partum, la morphogenése, la croissance, 1’angiogénése, la migration cellulaire, la

cicatrisation etc... La dégradation de la MEC peut étre accomplie par deux mécanismes
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distincts (Murphy et al 1992, Alexander et al. 1999): la sécrétion extracellulaire
d’enzymes protéolytiques actives a pH neutre et I’internalisation des ¢léments matriciels
et leur dégradation dans les lysosomes par I’intermédiaire des enzymes lysosomiales
fonctionnant a pH acide. Les principaux roles de la protéolyse extracellulaire, non
inflammatoire, appartiennent a la classe des protéases fonctionnant a pH neutre et sont
regroupés en deux grandes familles : les protéases a sérine (activateurs de plasminogene :
u-PA, t-PA) et les métalloprotéinases matricielles ("Matrix Metalloproteinases"ou MMP)
(Dollery et al 1995, Mignatti 1995). Les sérines-protéases sont les activateurs des MMP.
Les cystéines-protéases (cathepsines) sont une troisiéme famille de protéases

actives sur la MEC artérielle impliquée dans le remodelage vasculaire (Turk et al.1991).

[.3.1 Les métalloprotéinases matricielles(MMP)

Les MMP constituent une sous-famille des métalloprotéinases a zinc. Elles sont
synthétisées le plus souvent sous forme inactive par de nombreuses cellules
mésenchymateuses, cellules épithéliales, cellules hématopoiétiques dont les
monocytes/macrophages, lymphocytes et polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs).
Une faible quantit¢ de MMP est présente sous forme active dans les tissus sains. Elles ont
la capacité de dégrader la quasi-totalit¢ des composants de la matrice extracellulaire
(MEC) (Barro et al 1996, Nagase et Woessner 1999). Les MMP ont d’autres substrats
non matriciels qui en font des acteurs importants de la survie cellulaire et de processus
comme |’inflammation et la fibrinolyse. L’activité protéasique est régulée par le rapport

entre les protéases actives et leurs inhibiteurs.

a) Caractéristiques des métallopr otéases (MM P)
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On distingue 6 groupes de MMP classés selon leurs structures primaires et leurs
spécificités de substrats (Cuvelier et al 1997) :

1) Les collagénases : MMP-1, MMP-8 et MMP-13

2) Les gélatinases : MMP-2 et MMP-9
3) Les protéoglycannases : MMP-3, MMP-10, MMP-11
4) Les ¢lastases : MMP-7, MMP-12
5) Les métalloprotéinases membranaires : MT1-MMP, MT2-MMP, MTS3-
MMP, MT4-MMP, MT5-MMP, MT6-MMP

6) Autres

Les gélatinases sont caractérisées par leur capacité a dégrader les collagenes
dénaturés mais peuvent aussi cliver les collagenes natifs de types IV, V, VII, X et
I’élastine. La capacité élastolytique de la MMP-9 représente environ 30 % de celle de
1’¢lastase leucocytaire.

Les MT-MMP possédent un domaine transmembranaire, ne sont pas sécrétées
mais restent fixées a la surface cellulaire. MT1-MMP est la mieux étudiée et se comporte
comme un récepteur cellulaire de la MMP-2. TIMP-2 et TIMP-3 réguleraient 1’activité de
MTI1-MMP en inhibant de fagon compétitive sa liaison a la proMMP-2.

La plupart des MMP sont synthétisées sous forme de zymogeéne et nécessitent un
clivage protéolytique pour leur activation (Cuvelier et al 1997, Nagase 1997).
L’activation, in vivo des MMP ferait intervenir une cascade protéolytique impliquant des

sérine-protéases, dont la trypsine et la plasmine, ainsi que des MMP (Murphy et al 1992).

b) LesinhibiteursdesMMP
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L'activité catalytique des MMP est contrélée par les TIMP "Tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase". Quatre TIMPs (TIMP-1,2, 3 et 4) sont aujourd’hui connus
(Gomez et al 1997, Edwards et al 1996). TIMP-1 et TIMP-2 peuvent inhiber 1’activité de
toutes les MMP. En dehors de leur propriété inhibitrice, les TIMP sont de véritables
facteurs de croissance vis-a-vis de nombreuses cellules (Hayakawa et al 1992): le
TIMP-1 stimule, in vitro, la croissance des CML, fibroblastes et cellules endothéliales; le
TIMP-2 induit la croissance des fibroblastes (Hayakawa et al 1994). Ainsi, les TIMP
pourraient jouer un role non seulement en protégeant la dégradation de la matrice mais

¢galement en participant a la cicatrisation tissulaire aprés un endommagement.

c) Larégulation del'expression desMMP/TIMPs

La régulation de l'expression des MMP/TIMPs est modulée par les facteurs de
croissance, les hormones et les cytokines (Borden et Heller 1997). La plupart des MMP, a
l'exception de la MMP-2 et des MT-MMP ne sont pas exprimées de maniére constitutive
dans les tissus sains. Leur expression est fortement régulée par les interactions matrice-
cellule par I’intermédiaire d’intégrines, et cellule-cellule, par exemple par I’intermédiaire
du couple CD40 - CD40 L entre les lymphocytes T et les CML. Les cytokines jouant un
role dans la stimulation ou l'induction de la synthése des MMP sont: IL-1p, PDGF, TNF-
a... et les esters de phorbol (Galis et Muszynski et al 1994). A l'inverse, le TGFp1
(Edwards et al 1987), les corticostéroides et l'acide rétinoique ont un rdle plutot
inhibiteur. Les interleukines (IL-1B3, IL-6), les esters de phorbol, le TGFB1, les acides

rétinoiques, 'EGF et 1’oncostatine stimulent I'expression de TIMP-1.
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Ainsi, l'expression des MMP et de leurs inhibiteurs est modulée dans le contexte
du tissu pathologique, entrainant une dégradation de la MEC ou, a l'inverse, une
accumulation de MEC et de tissu. Toute cellule, capable d'exprimer des MMP, exprime
¢galement l'un ou l'autre des TIMPs. La protéolyse terminale dépend donc des types

cellulaires dans les tissus, et des stimulis qui déterminent leur phénotype.

1.3.2 Le systémed’ activation du plasminogene

Le systeme fibrinolytique se compose de plusieurs membres comportant des
enzymes protéolytiques appartenant a la classe des protéases a sérine: activateur du
plasminogéne de type urokinase (u-PA), activateur du plasminogene tissulaire (t-PA),
plasmine. Les inhibiteurs de ces enzymes sont les inhibiteurs des activateurs du
plasminogéne (PAI) et 1’a,-antiplasmine (Dollery et al 1995, Mignatti 1995, Vassalli et
al 1991). Lorsque le plasminogéne est activé en plasmine, celle-ci peut non seulement
dégrader la MEC telle que la fibrine, mais aussi activer les pro-MMP en MMP. Par
exemple, ces sérines protéases sont capables d’activer la proMMP-3 en MMP-3, qui peut
a son tour activer la proMMP-1 et la proMMP-9 (Newman et al 1994). Si les enzymes du
systéme d’activation du plasminogeéne ne sont pas actives directement sur la MEC, elles

modulent la protéolyse matricielle de fagon déterminante par ses activations sur les autres

protéases (Bobik et al 2003, Allaire et al. 1998).

[.3.3 Lescystéines-protéaseset leursinhibiteurs
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Les cystéines-protéases sont une autre famille de protéases, comprenant cathepsin B, L
and S. Leurs activités protéolytiques sont controlées par les inhibiteurs : stéfine,

cystatine et kininogene (Turk et Bode1991).

I : La formation et I’évolution de la plague athéromateuse chez
I”’homme

[1.1 Description et graduation de la maladie athéromateuse
La plaque d’athérome a été traditionnellement divisée en 3 catégories selon les
caractéristiques morphologiques et la chronologie de la 1ésion.

- la strielipidique correspond au stade précoce de la maladie : elle est présente dans
I’enfance. L’examen macroscopique montre des bandes jaunes a la surface de
I’intima au niveau de bifurcation artérielle. L’examen histologique montre des
lymphocytes T et des macrophages riches en lipide : les cellules spumeuses
(« foam cells »). (Stary 1989).

- Lalésion fibrolipidique est I’étape suivante. On retrouve a 1’examen histologique
une alternance de couches cellulaires de macrophages et lymphocytes T
intercalées avec des couches de CML. L’ensemble est entouré d’une Matrice
Extra Cellulaire riche en collagene, fibres élastiques et protéglycanes (Ross 1995).

- La plaque fibreuse est le stade avancé de la maladie. On retrouve a 1’examen
macroscopique une réduction du diamétre interne de I’artére provoquant des
symptomes cliniques. Il existe un « ceeur lipidique » entouré d’une coque fibreuse
composé€e d’un nombre plus ou moins important de CML et de tissu conjonctif

principalement représenté par le collagene. Les 1ésions avec une coque fibreuse
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épaisse et dense ont tendance a étre stables alors que les plaques ayant une coque
irréguliére et fine sont jugée instables. (Ross 1995)
En 1995, I’American Heart Association (AHA) a proposé une graduation des lésions
athéromateuses humaines basée sur les données histologiques et structurales des plaques
(Stary 1995)(fig. 2). Les Iésions de type I et II sont des stades précoces infra-clinique
observés dans I’enfance et chez I’adulte jeune.

- Lésions de type I: elles correspondent a une augmentation du nombre de
macrophages intimales et a 1’accumulation de lipides au sein des macrophages,
phase initiale de la formation des cellules spumeuses.

- Lésions de type II: elles incluent les « stries lipidiques » mais pas uniquement.
Elles sont caractérisées par une augmentation des cellules spumeuses et de
macrophages et la présence de CML riches en lipide. Des lymphocytes T et des
mastocytes sont aussi présents.

- Lésions de type III : elles sont intermédiaires entre les 1ésions de type II et de type
IV correspondant a 1’athérome mature. On retrouve les mémes caractéristiques
que les lésions de type II mais complétées de dépots extra cellulaires de lipide
désorganisant les couches de CML.

- Lésions de type IV ou athéroma: elles sont caractérisées par la présence d’un
« ceeur lipidique » au sein de la paroi due a la confluence des dépdts lipidiques
extra-cellulaires. On observe a ce stade un épaississement de la paroi artérielle

sans modification du diamétre de la lumiére artérielle.
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Lésions de type V: On observe a ce stade une coque fibreuse due a la
prolifération de tissu conjonctif. Elles apparaissent le plus fréquemment au cours
de la 4° décennie et peuvent provoquer des symptomes cliniques.

Lésions de type VI : ce sont les plaques compliquées. Elles sont responsables de
la morbi-mortalité imputable a 1’athérosclérose. Il existe une rupture de 1’intima
responsable au niveau macroscopique d’une ulcération et/ou hémorragie de la
plaque. Ce phénoméne peut étre la source de complications emboliques ou
thrombotiques, elles-mémes provoquant la plupart du temps une ischémie aigué.
Cette ischémie peut mettre en jeu le pronostic vital du patient ou son pronostic

fonctionnel en fonction du territoire atteint.

Coronary artery at
lesion-prone location Type |l lesion

7
#H—Macrophage
A foam cells

| Adaptive
thickening

(smooth muscle) |

¥<— Intima

Fig. 2 Classification des lésions athéromateuses
selon AHA 1995.

Les Iésions sont classées de I a VI en fonction des caractéristiques
histologiques et structurales des plaques athéromateuses

Type Il (preatheroma)

Core of
extracellular
lipid

Small pools of ||
extracellular
lipid /

Thrombus
Fissure and
hematoma
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[1.2 Eléments cellulaires au coursde |’ athér osclérose

- Les cellules endothéliales
La dysfonction des cellules endothéliales est un événement initial conduisant a la
formation de la plaque athéromateuse. Les cellules endothéliales ont plusieurs fonctions
incluant la régulation de la coagulation, le controle de la perméabilité et I’échange de
fluide et/ou molécules entre le plasma et la paroi artérielle. Le tonus vasculaire est
modulé par la production et la sécrétion d’oxyde nitrique (NO), prostacycline (PGL),
endothéline et d’angiotensine II par I’endothélium. Les cellules endothéliales produisent
et secrétent également un nombre important de facteurs de croissance et de cytokines.
La dysfonction endothéliale apparait précocement au cours de I’athérogénése malgré
I’absence de rupture de I’intégrité de 1’endothélium. Une de ces manifestations est
I’atteinte du transport du LDL-oxydé a travers [’endothélium aboutissant a
I’accumulation de LDL-oxyd¢ en sous-intimal. Ces LDL-oxydés altérent le métabolisme
du NO induisant une vasoconstriction anormale et une augmentation de 1’adhérence et de
I’aggrégation plaquettaire a la surface endoluminale de I’endothélium (Flavahan 1992).
Au stade précoce de 1’athérosclérose, on observe une production importante par les
cellules endothéliales de molécules d’adhésion inter cellulaire telles que ICAM-1,
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) et Platelet-Endothelial Cell Adhesion
Molecule (PECAM). Ces molécules favorisent 1’adhérence de cellules inflammatoires
telles que lymphocytes et monocytes, ainsi que les plaquettes a la surface de
I’endothélium (Springer 1990, Berliner et al. 1990).
Sous stimulation, les cellules endothéliales secrétent de nombreuses cytokines et facteurs

de croissance tels que Platelet-derived Growth Factor (PDGF), basic Fibroblast Growth
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Factor (FGF), Transforming Growth Factor-f (TGFp), Insulin-like Growth Factor-I
(IGF-1) et I’Interleukine 7 (IL7). L’ensemble aboutit a 1’attraction et a la prolifération de
CML et de cellules inflammatoires (Ross 1995).
- Les macrophages
Les macrophages sont observés au stade précoce de la maladie athéromateuse. Leur role
normal est la présentation anti génique aux lymphocytes T. Ils sont issus de 1’adhérence
des monocytes circulants du sang a la surface de 1I’endotélium puis a leur migration dans
I’espace sous endothélial ou ils se différencient en macrophages. En phagocytant le LDL-
oxydé, ils se transforment en cellules spumeuses (ou foam cells). Ainsi activées, elles
produisent des cytokines stimulant les cellules endothéliales a produire plus de chémo
attractant vis a vis des monocytes circulants du sang. L’ensemble aboutit & un rétro
controle positif. Parmi les facteurs de croissance et cytokines produites par les foam cells,
on retrouve Monocyte Colony-Stimulating Factor (M-CSF), Granulocyte-Monocyte CSF
(GM-CSF), PDGF, Epidermal Growth Factor (EGF), FGF, TGF-a, TGF-B, Vascular
Endothelial cell Growth Factor (VEGF), Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)
(Ross 1995).
- Les lymphocytes T

Malgré la présence de lymphocytes T au sein des plaques athéromateuses, leur role reste
non €lucidé. Ces cellules produisent des chémo-attractants et des cytokines, tels Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a), interféron-o (I NF-a), GM-CSF et 11-2, capables de stimuler
et d’activer les CML et les macrophages au sein de la plaque (Ross 1995). La présence
de lymphocytes polyclonales de type CD4 et CDS8 suggere une part immunologique dans

la génése de 1’athérosclérose ; ces lymphocytes T sont présentes sous forme activées car
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elles expriment un taux ¢levé de Récepteur a I’IL2 et IFN-a. (Hansson et al 1989). De
plus, Iinitiation et la progression de la maladie athéromateuse pourraient étre dues en
partie a I’activation du complément. Cette activation du complément se fait par la voie
classique, par dépot de complexe immun au sein de la paroi artérielle ou par création
d’un complexe anticorps-antigeéne, ou par une autre voie indépendante des anti-corps. Le
cholestérol est un activateur potentiel du complément (Torzewski et al 1997).

Cette activation du complément aboutit a la production de molécules pro-inflammatoires
telles que C5a et C3a, modifiant la perméabilité membranaire et activant le recrutement
des leucocytes, ainsi que la production de MAC (Membrane Attack Complex). Ce
dernier, dont la présence au sein de la coque fibreuse de la plaque a déja été démontrée
(Rus et al1986), stimule la production et la sécrétion de nombreux facteurs de croissance
tels que FGF, PDGF, MCP-1, de cytokines (TNF-a, IL-8) ou de molécules d’adhésion
(P-selectine, ICAM-1) par les CML et les cellules endothéliales (Torzewski et al 1997).

- Les Cellules Musculaires Lisses (CML)

Elles sont normalement localisées au niveau de la média. Au cours de ’athérogénése, il
existe une migration des CML dans I’intima provoquant un épaississement de celle-ci.
Cette migration est sous le controle d’au moins 20 différents chémo-attractants sécrétés
par les cellules endothéliales, les plaquettes, les macrophages et les CML eux-mémes
(Corson et Berk 1993). La prolifération des CML au sein de I’intima participe au
rétrécissement de la lumiere artérielle au cours de ’athérosclérose. On retrouve 2
phénotypes (Aaronson 1991). La forme « contractile » ou les cellules sont riches en
myofilaments dans le cytosol; elles régulent le tonus pariétal de 1’artére. Apres

stimulation, ces cellules peuvent se transformer en un phénotype « sécrétant », ou il
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existe une disparition des myofilaments au profit d’un important réticulum
endoplasmique et d’appareil de Golgi. Ce phénotype est capable de produire et de
sécréter une grande quantité de cytokines, de facteurs de croissance ainsi que des
¢léments de MEC dont le collagene.
- Les Plaquettes

L’adhésion et [D’aggrégation plaquettaire apparaissent au stade précoce de
I’athérosclérose. Outre la formation de thrombus directement responsable des
complications thrombo-emboliques au cours de [D’athérosclérose, les plaquettes
produisent des facteurs de croissance et des molécules vaso-actives telles que PDGEF,
TGF-a, TGF-b, EGF, IGF-1, Thromboxane A2, sérotonine et les P-sélectine (Ross 1995).
Ces molécules sont responsables du recrutement et de 1’activation des CML et des
leucocytes. L’importance des plaquettes au cours de la formation de I’athérosclérose a été
démontrée par des expérimentations in vivo. Des modéles expérimentaux chez le lapin et
le cochon ont montré que la création de thrombopénie ou la mutation du facteur von
Willebrand diminuaient la formation d’athérome aprés régime riche en cholestérol

(Moore et al 1976, Fuster et al 1978).

I1.3 Lesfacteursde croissance au coursde |’ athérosclérose

Ils influencent la différentiation et la prolifération cellulaires afin de maintenir la
croissance de 1’organisme. IlIs interviennent aussi dans les processus pathologiques telles
que D’athérosclérose en influencant le cycle cellulaire ainsi que la mobilité cellulaire,
principalement les CML (Zerwes et Risau 1987). Leur mécanisme est médi¢ par la liaison

a un récepteur spécifique au niveau de la membrane intercellulaire entrainant une cascade
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de réactions aboutissant a une modification de la différentiation, la prolifération, ou le
chémotactisme (Baird et Bohlen 1990, Zerwes et Risau 1987, Ross et al 1974).

- cycle cellulaire et role des facteurs de croissance.
La prolifération cellulaire impose le passage des cellules de la phase quiescente (Go) a la
phase G1 sous le contrdole de PDGF, FGF, et EGF. La progression dans cette phase
impose des facteurs tels que 1’insuline et IGF-1. Si la progression en phase G, stoppe, les
cellules retournent en phase Gy, sinon elles passent en phase S. La phase S implique la
duplication de ’ADN et la réplication chromosomique. La mitose interviendra a la phase
M apres le passage en phase G2. Certains facteurs de croissance tel que TGF-f peuvent
inhiber la progression des cellules dans la derniére partie du cycle cellulaire.

- Récepteurs des facteurs de croissance et signal de transduction.
Ces récepteurs appartiennent la famille des Récepteurs Tyrosine Kinases (RTK). Ces
récepteurs comportent une structure commune comportant un domaine extra-cellulaire
(ou se localise le site récepteur au facteur de croissance), un domaine trans membranaire
assurant 1’ancrage du récepteur a la membrane cellulaire, un domaine intra-cellulaire en
contact avec le cytoplasme de la cellule (fig 3). Ces récepteurs sont répartis en 3 classes
en fonction des sous unités présentes et de la présence ou non de zone riche en cystéine
(Yarden et Ulrich 1988) (fig. 4).
Le domaine intra cellulaire joue un réle crucial dans la transduction du signal (Brugge
1993). La fixation du facteur de croissance entraine la dimérisation ou la polymérisation
d’au moins 2 domaines intra-cellulaires. Lesquels sont activés par phosphorylation. Cette
phosphorylation entraine alors la fixation sur des sites spécifiques de molécules intra

cellulaires qui sont activées a leur tour par phosphorylation. Ces sites de reconnaissance
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intra cellulaire sont Src Homologue-2 et -3 (SH-2 et SH-3) (fig. 5). Ces molécules sont
spécifiques de voie de signalisation intra cellulaire. Des molécules telles que Guanosine
triphosphate-activating protein (GAP), Phospholipase-C (PLC), et Phosphatldylinositol-3
Kinase (PIK-3) sont concernées par la cascade d’activation des RTK. Les voies de
signalisation sont par exemple la voie Ras et Jak-STAT. La voie Ras comporte
I’activation par phosphorylation de la protéine Ras fixée a la face cytoplasmique de la
membrane cellulaire. Celle-ci active a son tour la protéine Raf-1 qui phosphoryle MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase). Une fois activée, MAPK stimule la phosphorylation
de facteur de transcription dans le noyau (Brugge 1993). La voie Jak-STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription) comporte 1’activation de STAT par les
enzymes kinases Jak (Schindler et al 1992, Zhong et al 1994). L’activation des génes
sous la dépendance des facteurs de transcription activés entraine 1’effet biologique du

facteur de croissance.
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Fig.3 : Structure générale des Récepteurs Tyrosine Kinase
Le segment N-terminal est extra cellulaire et le segment C-terminal est intra-cytoplasmique. (D’apres :
Sidway AN. Peptide growth factors and their role in the proliferative diseases of the vascular system. Dans
Sidway AN, Sumpio BE, DePalma RG : The Basic Science of Vascular Disease. Armonk, NY, Futura
Publishing, 1997, pp 127-149)
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Fig.4 : Les sous-classes de Récepteurs Tyrosine Kinase
La Sous-classe I est représentée par le récepteur a I’EGF composé de 2 domaines riches en cytéine (¢). La sous-classe II est représentée par les récepteurs a
I’insuline et a I'IGF-I. Elles est composée de 2 sous-unités a et 2 sous-unités P reliées entre elles par des ponts di sulfures. Les domaines riches en cystéine
sont localisés sur les sous-unités o.. La sous classe 11 est représentée par le récepteur au PDGF ou il n’existe aucun domaine riche en cytéine. (D’apres :
Sidway AN. Peptide growth factors and their role in the proliferative diseases of the vascular system. Dans Sidway AN, Sumpio BE, DePalma RG : The
Basic Science of Vascular Disease. Armonk, NY, Futura Publishing, 1997, pp 127-149)
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Fig. 5 : Mode de transduction intra cellulaire du signal
Apres fixation sur le domaine extra cellulaire, le domaine intra cellulaire interréagit avec les domaines SH-
2 et SH-3 au niveau de molécules intra cellulaire impliquées dans la cascade de transduction. Ces
molécules sont Guanosine triphosphate-Activating Protein (GAP, Phospholipase-C (PL-C) et
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI-3K) binding protein.
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- Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)
Initialement isolé a partir des plaquettes, ce facteur est secrété par de nombreux types
cellulaires incluant les CML vasculaire (CMLyv), les fibroblastes et les cellules
endothéliales (Dicorleto 1983, Seifert et al 1984). Ce facteur comporte 3 isoformes (AA,
BB et AB) et agit via un récepteur ayant 2 sous-unités o et 3 (Seifert et al 1989). Le
PDGF a un réle vaso constricteur dose-dépendant (Berk 1986). Son action principale est
de stimuler la différenciation et la prolifération des CMLv ; cette action semble étre
principalement par mode paracrine ou autocrine car sa durée de demi-vie, trés courte, est
de I’ordre de 2 min (Seifert et al 1984). Ce facteur joue aussi un role dans le remodelage
tissulaire en stimulant la sécrétion de collagéne mais aussi de collagénase par les
fibroblastes (Owen et al 1982, Bauer et al 1985). Enfin le PDGF a un effet chémotactique
sur les CMLv mais aussi les neutrophiles et les fibroblastes.

- Fibroblast Growth Factor (FGF)
Il existe plusieurs formes de ce facteur qui est secrété par de nombreux types cellulaires.
Son action principale est le remodelage de la MEC en stimulant la production de
collagéne (Saksela et al 1988). Il stimule aussi I’angiogénese en provoquant la
prolifération des cellules endothéliales et des CMLv dans un contexte de modele
d’athérome induite par traumatisme endoluminal (Linder et al 1990).

- Insuline et Insulin-like Growth Factors (IGF)
En dehors du role majeur de I’insuline dans la régulation de la glycémie, celle-ci ainsi
que les IGF ont un role mitogéne non négligeable. La sécrétion de I’insuline s’effectue
par le pancréas de facon discontinue alors que la sécrétion des IGF se fait par le foie et les

tissus de fagon continue. De plus, IGF circule dans le sang li¢ a une protéine de transport.
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Les structures des récepteurs a I’insuline et a I'IGF I sont assez proches (fig. 4). Le
récepteur a ’IGF-II se démarque par un large domaine extra cellulaire. Des études
expérimentales utilisant des anti-corps spécifiques anti R-IGF-I ont montré que 1’insuline,
IGF-I et IGF-II ont un réle pro-mitotique principalement via leur fixation sur R-IGF-I
(Avena et al 1999). L’action mitotique de I’insuline et des IGF se porte principalement
sur les cellules endothéliales et les VSMC.

- Epidermal Growth Factor (EGF) et Transforming Growth Factor-a. (TGF-a)
TGF-q est un analogue de EGF dont il partage la moitié de la structure en commun. De
plus, TGF-q a une haute affinité pour le récepteur a ’EGF qui est exprimé dans la plupart
des types cellulaires (Marquardt et al 1983). Outre la stimulation des cellules
¢épithéliales, ces facteurs stimulent la prolifération et la migration des cellules
endothéliales ainsi que leur organisation en tube, étape essentielle a la néo-angiogénése
(Sato Y 1993).

- Transforming Growth Factor-f (TGF-f3)

Initialement dénommé « sarcoma growth factor », ce facteur fut appelé Transforming
Growth Factor-f (TGF-P) a cause des modifications morphologiques observées chez les
cellules animales a son contact (Roberts et al 1980). Il y a au moins 5 membres composés
de 112 a 114 amino acides, dont I’action est médiée par 4 récepteurs spécifiques dont
leurs poids moléculaire est variable (Massague et al 1990). Le TGF-B1 a des effets
différents en fonction du type cellulaire et de son degré de différenciation. Ces effets sont
une stimulation de la prolifération cellulaire ainsi que sur la différenciation mais il
interfére aussi avec 1’effet proliférant d’autres facteurs de croissance, tel que I’insuline

pour laquelle TGF-B1 joue un rdle inhibiteur (Sporn et al 1987). Ce facteur joue surtout
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un réle important pour la sécrétion de nombreuses protéines extra cellulaires et leur
accumulation dont le collagéne et 1’¢lastine ( Centrella et al 1987).
- Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Ce peptide stimule la prolifération des cellules endothéliales ainsi que la prolifération de
néo-vaisseaux au sein du myocarde et de la circulation périphérique. Il augmente aussi la
perméabilité inter cellulaire au niveau de la peau; ce dernier effet crée un milieu riche en
fibrines qui peut servir de substrat pour la prolifération des cellules endothéliales (Senger
et al 1987). Son action est médi¢e par au moins deux types de récepteurs (Dvorak et al
1987). VEGF a été employé comme support de thérapie génique pour créer une néo
angiogénese dans des modeles murins d’ischémie aigu€ par ligature de 1’artére iliaque
primitive (Mack et al 1998) mais aussi chez des patients atteints d’ischémie critique
(Isner et al 1996) et d’ischémie myocardique (Lee et al 2002, Isner 2002). Le geéne codant
¢tait incorporé dans une séquence d’adénovirus. Les résultats furent encourageants avec
une amélioration du taux de sauvetage de membre et une amélioration de la fonction

cardiaque comparées au groupe contrdle.

I1.4: Lesfacteursderisque cardio-vasculaires
Le traumatisme de la cellule endothéliale joue un réle pivot dans le développement de la
maladie athéromateuse. L’ensemble des facteurs de risques cardio-vasculaires sont
intriqués dans la pathogénie de ces traumatismes.

Le tabac
Méme si le tabac est un facteur de risque indépendant indiscutable de I’athérosclérose,

son mode d’action reste obscur. La fumée de cigarette ainsi que la nicotine provoquent un
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gonflement des cellules endothéliales (CE) associé¢ a la formation de bulles, un cedéme
sous endothélial, un élargissement des jonctions entre les cellules endothéliales et un
¢épaississement de la membrane basale de I’endothélium (Asmusen et al 1975, Boutet et al
1980, Booyse et al 1981). La nicotine stimule 1’apoptose des cellules endothéliales avec
une diminution de la réplication. Outre son action directe sur I’endothélium, la nicotine
¢léve le taux plasmatique des lipoprotéines de facon réversible a I’arrét de I’intoxication,
stimule la production de prostaglandine qui crée un déséquilibre entre les prostacyclines
et le thromboxane A2 (Pittilo et al 1992). Ce déséquilibre stimule 1’agrégation et
I’adhérence plaquettaire a la surface de 1’endothélium. Le tabagisme inhibe aussi la
production de NO modifiant la vasomotricité, la prolifération des VCML et 1’adhésion
des plaquettes et des macrophages (Powell et Higman 1994).
Facteurs hémodynamiques : hypertension et force de cisaillement

L’analyse de I’endothélium des patients hypertendus montre un cedéme des CE, une
prolifération des CML, un épaississement de la membrane basale, une accumulation de
fibrine dans 1’espace sous-endothélial et une accumulation de fibronectine au niveau de la
MEC (Takasaki et al 1991). Il existe aussi une augmentation des taux de PDGF et de
TGF-p favorisant ainsi la prolifération des CML (Dzau et al 1993) et une altération du
métabolisme du NO probablement liée a une insensiblit¢ des CE des patients hypertendus
a I’acétylcholine. De plus la sévérité de la dysfonction des CE semble lié¢e au degré de la
pression artérielle et cette dysfonction est le résultat de 1’hypertension et non la cause
(Luscher 1994). L’athérosclérose s’observe spécifiquement dans les vaisseaux
directement soumis a la pression artérielle, et ainsi ne s’observe dans les veines que

lorsque celles-ci sont « artérialisées » au cours de la réalisation des pontages artériels. De
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plus, I’athérome s’observe plus spécifiquement au niveau des bifurcations artérielles ainsi
que sur les plicatures suggérant que les forces hémodynamiques ont un effet direct sur
I’athérogénése. Les zones a faible force de cisaillement telles que la bifurcation
carotidienne sont des zones de prédilection pour le développement des plaques
d’athérome (Boyle et al 1997). Le mécanisme exact de 1’action de ces forces sur
I’athérosclérose reste mal connu.
Hyperlipidémie
L’action délétere des lipoprotéines se fait par 1’oxydation du LDL cholestérol apres sa
capture par les CE. La forme oxydée du LDL cholestérol inhibe la sécrétion de NO et
stimule la production de cytokines et de facteurs de croissance (Boyle et al 1997). De
plus, cette forme est chémo-attractante pour les monocytes et stimule leur adhésion a la
surface des CE.
Diabéte

Une étude a montré la mauvaise relaxation des artéres de patients diabétiques (Avena et
Curry 1998). 11 existe une augmentation de 1’endothéline et de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine, vasoconstricteurs reconnus, chez ces patients (Takahashi et al 1990,
Schernthaner et al 1984). Les mécanismes en jeu sont variés. L’insuline et le glucose sont
deux facteurs indépendants de croissance des CML, or leurs taux sont €levés chez les
diabétiques de type II (Avena et Mitchell 1998). Il a été montré aussi qu’un taux ¢levé de
glucose stimule la production de collagéne de type IV et de fibronectine et des enzymes
impliquées dans 1’anabolisme du collagene par les CE (Hseuh et Anderson 1992). Ce

mécanisme contribue a 1’épaississement de la membrane basale et a 1’excés de MEC
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observés au cours de [D’athérosclérose. De forte dose de glucose provoque une

accélération de 1’apoptose cellulaire et une baisse de la réplication sur les CE in vitro.

[1.5 Physiopathologie dela paroi artérielle au cours dela maladie athéromateuse
La paroi artérielle est soumise a des micro traumatismes et a des variations de débit
perpétuels; ainsi elle doit s’adapter continuellement. Il est donc logique de bien
comprendre la réponse adaptative physiologique avant d’entrevoir la physiopathologie de
cette réponse qui est inadaptée en cas d’athérosclérose. La réponse adaptative repose sur
I’épaisseur de la paroi et le diamétre luminal de I’artére.
[1.5.1 Laréponse adaptative

- Epaisseur de la paroi artérielle
La composition et I’épaisseur sont directement corrélées a la tension tangentielle exercée
sur ’artére. Une augmentation de cette tension entraine une augmentation des unités
lamellaires de la média (unité fonctionnelle composé de CML dans un réseau organisé
d’¢lastine et de collagéne) et une augmentation de 1’épaisseur de la paroi par
accumulation de fibres dans la MEC (Wolinsky et Glagov 1967). L’adaptation se fait par
une synthése accrue des fibres de la MEC sans modification du nombre de CML au sein
de la média (Leung et al 1977). Dans un contexte d’hypertension, la paroi artérielle va
s’épaissir pour résister a 1’élévation de pression pour maintenir une tension tangentielle
normale ; dans ce cas, on constate principalement une augmentation de la composition de

la paroi artérielle en collagéne (Wolinsky 1972).
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- Le diameétre luminal
Le diameétre luminal dépend directement du flux auquel sont soumis les vaisseaux. Par
exemple, au cours de ’embryogénése, les vaisseaux soumis a des flux importants vont
s’¢largir et se développer alors que ceux soumis a de faibles flux vont s’atrophier. Dans la
période post natale, les vaisseaux vont poursuivre cette adaptation en s’élargissant dans le
cas de fistule artério-veineuse ou en s’atrophiant si le membre vascularisé est amputé
(Holman 1949). Le shear stress semble jouer un role important dans cette adaptation.
Une étude expérimentale utilisant un modéle de fistule artério-veineuse a montré que le
segment artériel se dilate suffisamment pour maintenir un shear stress constant malgré
I’augmentation du flux (Masuda et al 1989). Cette réponse adaptative dépend de la
présence d’un endothélium intact et est médiée par le NO (Miller et Burnett 1992).
L’inhibition de la synthése de NO par une administration chronique de NO synthase
inhibitor N-omega-notro-L-arginine-methyl ester (L-NAME) inhibe 1’¢largissement des
artéres induit par le flux (Guzman et al 1997). Au cours de 1’athérosclérose, les arteres
sont capables de s’élargir sous 1’augmentation du flux et du shear stress mais ces
mécanismes sont limités (Glagov et al 1987).
[1.5.2 caractéristiques histologiques de I’ athér osclér ose
La caractéristique principale de I’athérome est la présence de lipides au sein de I’intima.
- Epaississement de 1’intima

Cet épaississement peut apparaitre comme un processus adaptatif secondaire a une
augmentation de la force tangentielle. Il n’existe pas de preuve directe que cet
¢paississement déclenche le dépdt de lipide au sein de la paroi et le début de

I’athérosclérose, toutefois ces 2 mécanismes co-existent sur les mémes lieus et cet
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¢paississement est important au niveau des arteres les plus sensibles a I’athérome (Movat
et al 1958).
- Les stries lipidiques (fatty streaks)
Ce sont des stries jaunatres sous forme de lignes ou de pastilles visibles sur la face
endoluminale des artéres. Elles correspondent a 1’accumulation de cellules spumeuses
dans I’intima. Elles sont visibles des 1’age de 3 ans puis augmentent en nombre entre § et
18 ans. Apres cette période, elles disparaissent. Ces stries lipidiques en tant que telles ne
provoquent pas de rétrécissement de la lumicre ou des ulcéres athéromateux (McGill et al
2002). Des ¢tudes expérimentales, utilisant des modeles sensibles aux régimes riches en
cholestérol, ont montré que ces stries lipidiques étaient composées de cellules spumeuses
recouvertes d’un endothélium intact. Toutefois, ces CE sont altérées avec une tendance a
la déconnexion et a la stimulation de I’agrégation plaquettaire. Toutefois, aucune étude
n’a montré de lien direct entre les stries lipidiques et la formation de la plaque fibreuse
(Taylor et al 1989).
- La plaque fibreuse (fibrous plaques)

Elle correspond a la constitution de I’athérome. Elle peut apparaitre dés la deuxiéme
décennie de la vie mais ces manifestations cliniques n’apparaissent qu’a partir de la 4°
décennie. Il existe une grande variation de composition et de configuration de la plaque,
toutefois elles comportent quelques points communs. La région sous endothéliale est
constituée de couches de CML avec du tissu conjonctif appelé fibrous cap (fig. 6). Cette
partie a une €paisseur variable et peut servir a isoler les débris thrombogéniques contenus
dans le noyau lipidique (necrotic core). Ce noyau occupe la partie la plus profonde de la

plaque et est riche en cristal de cholestérol. On retrouve aussi des macrophages et des
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CML dans ce noyau (Stary 1995). Ces plaques ont des poussées évolutives avec
constitution de thrombus due a une ulcération intimale puis a I’incorporation du thrombus
et a la cicatrisation de 1’ulcére. On retrouve aussi un développement de vasa vasorum a
partir de 1’adventice. La média entourant la plaque est amincie et riche en fibres de la
MEC. Certaines Iésions trés avancées sont peu cellularisées mais riches en tissu fibreux et
sont surtout calcifiées. Ces calcifications touchent toute la profondeur de la paroi

artérielle (Miller-Zabel et al 2003).

Fig. 6. Coupe d’une plaque fibreuse humaine
Fibrous cap (F) est composé de CML organisées au sein d’une MEC dense et sépare le noyau
lipidique (necrotic core) (N) de la lumiere (L). La média entourant cette plaque est atrophique

=)

- Morphologie de la plaque
La perception classique d’une plaque d’athérome montre des lésions faisant protrusion a
I’intérieur de la lumiére artérielle et créant ainsi un rétrécissement. Toutefois, cet examen

se fait dans des conditions avec absence de flux et de pression interne. L’examen en
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condition « physiologique » en soumettant la lumiére interne a une pression montre une
protrusion de la plaque plutot vers I’extérieur de celle-ci avec un aspect interne assez lisse
et sans incidence sur le calibre de la lumicre interne (Glagov et al 1963). Ainsi la
protrusion de la plaque en face interne réveéle une complication de cette plaque a type
d’ulcération, d’hémorragie, de dissection ou de thrombose.

- Elargissement de la plaque athéromateuse
Pour éviter un rétrécissement de la lumiére, 1’élargissement de la plaque est associ¢ a un
¢largissement du diameétre externe de 1’artére avec un aspect ovalaire en section (fig.7).
Ce mécanisme adaptatif a été montré sur des modeles expérimentaux d’athérosclérose
(Holvoet et al 1998), mais aussi sur les plaques humaines localisées au niveau des
coronaires (Losordo et al 1994), des carotides (Crouse et al 1996), de 1’artere fémorale
superficielle (Pasterkamp et al 1996) et de 1’aorte abdominale (Zarins et al 1993). Ce
mécanisme d’adaptation permet de maintenir stable le shear stress. La protrusion vers
I’extérieur pourrait expliquer ainsi I’amincissement observé dans le média au cours de
I’athérosclérose.
Au cours de la maladie coronarienne, ce mécanisme permet de compenser la progression
de la plaque jusqu’a ce que la plaque occupe 40% de 1’aire contenue par la Limitante
Elastique Interne (LEI). A partir de ce point, le remodelage est dépassé et une sténose de
la lumiere s’observe (Glagov et al 1987)(fig.8).
Les artéres répondent différemment a la formation de plaque et certaines artéres peuvent
s’¢largir plus vite que I’¢élargissement de la plaque entrainant une augmentation relative
du diametre de Partére (Zarins et al 1988). Il existe aussi des variations inter individus

(Wong 1997).
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Fig.7. coupe d’une plaque athéromateuse humaine illustrant le remodelage adaptatif
Malgré une plaque importante (Le), la lumiere demeure constante (Lu). On observe une
forme ovalaire a la coupe (—) (Glagov S, Weisenberg E, et al. New Eng J Med
1987 ;316 :1371)

Ainsi, une sténose de la lumicre, une lumicere normale ou un ¢élargissement de la lumiere

résulte du rapport entre la croissance de plaque et 1’¢largissement de 1’artére.

~40%
stenosis

Fig.8. Evolution du remodelage adpatatif

Lorsque la plaque occupe 40% de 1’aire totale de la paroi artérielle, une
sténose luminale apparait. (Glagov S, Weisenberg E, et al. New Eng J Med
1987 ;316 :1371)

I1.5.3 Localisation del’ athérosclérose

Les études épidémiologiques ont montré que certaines régions de 1’arbre artériel sont plus

sensibles que d’autres a la formation de plaque athéromateuse. Les plaques ont une
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localisation préférentielle aux bifurcations suggérant I’importance de la perturbation du
flux pour la formation de la plaque.
a)Considérations hémodynamiques
Shear stress de la paroi
Il est directement proportionnel au flux sanguin et a la viscosité sanguine et inversement
proportionnel au rayon de [I’artére; une faible variation du rayon entraine une
modification importante du shear stress (Stone et al 2003). Une élévation du shear stress
est associée a la formation de plaque que si il existe une Iésion intimale et une
prolifération des CML. Une élévation transitoire du shear stress peut provoquer une
Iésion intimale mais pas si elle chronique (Bassiouny et al 1988). Il semble évident a
I’heure actuelle que les zones a faible shear stress soient préférentiellement exposées a la
formation de plaque athéromateuse a travers d’études hémodynamiques comparant le
profil hémodynamique de région artérielle telles que la bifurcation carotidienne et
aortique, et la localisation des athéromes (Ku et al 1985, Friedman 1998). On peut retenir
comme mécanisme qu’un faible shear stress peut stimuler 1’accumulation de lipide en
diminuant leur lavage a la surface de ’endothélium (Caro et al 1971). Il peut altérer la
fonction de I’endotéhlium (Paravicini et al 2002) et stimuler I’hyperplasie intimale
(Zhuang YG 1998).
Séparation desflux et stase

Au niveau des bifurcations, le flux est ralenti et donc I’exposition entre les particules
athérogenes telles que le cholestérol et la paroi artérielle est plus longue. L’agrégation et
I’adhésion des cellules inflammatoires sont aussi favorisées (Gerrity et al 1985) ainsi que

I’adhésion des plaquettes (Parmentier et al 1981).
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Oscillation des flux
La vitesse du flux varie au cours du cycle cardiaque. Une étude a montré qu’au niveau de
la face externe de la bifurcation carotidienne, on retrouvait une inversion de flux au cours
du cycle cardiaque alors que ce flux restait unidirectionnel sur la face interne (Ku et al
1985). Cette variation de flux diminue 1’adhérence inter-CE ainsi que I’orientation des
CE (Fry et al 1992). De méme, une oscillation de shear stress modifie I’expression de
NO par les CE et I’expression des molécules d’adhérence inter-cellulaires (Chappell et al
1998).

Turbulence du flux
Méme si les turbulences sont pressenties pour favoriser la plaque d’athérome, aucune
preuve directe n’a été rapportée pour I’instant. Une étude hémodynamique sur la
bifurcation carotidienne a échoué pour prouver la présence de turbulence a ce niveau
(fig.9) (Bharadvaj et al 1982). Ces données ont €té¢ confirmées par une étude doppler sur
I’homme (Ku et Giddens 1983). Ainsi les turbulences ne semblent pas initier la formation

mais pourraient favoriser la rupture de plaque.

Fig 9. Modéle in vitro de flux au niveau de la

bifurcation carotidienne
On observe des perturbations complexes de flux au niveau de ce modele
de bifurcation carotidienne mais une absence de vraie turbulence.
(Bharadvaj BK, Mabon RF, et al. J Biomech 1982 ;15 :349-62)
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Hypertension
L’hypertension (HTA) a été reconnue comme facteur de risque de complications de
I’athérosclérose telles que les infarctus du myocarde et les Accidents Vasculaires
Cérébraux (AVC) (Kannel et al 1969). Mais les études expérimentales utilisant un
modele de coarctation chez le lapin ont montré que c’est 1’association de HTA avec la
dyslipidémie qui provoque 1’accumulation de cellules spumeuses dans I’intima. (Xu et al
2000). De plus, ’'HTA inhibe la régression de la plaque en cas de correction de
I’hypercholestérolémie (Xu et al 1991).
b) Notion de cinétique de la paroi artérielle
Une étude expérimentale limitant les mouvements de la paroi aortique en 1’encerclant
dans un tube rigide a montré la franche déposition des plaques au niveau du segment
immobilisé (Tropea et al 2000). Cette observation est en accord avec une constatation
clinique bien connue montrant que les segments artériels en aval d’une occlusion ou
d’une sténose sont « protégés » de I’athérosclérose. La correction d’une 1ésion chronique
aortique montre la présence d’une athérosclérose en aval comparable au contrdle apres 3
mois. Ainsi la correction de 1’obstacle a stimulé 1’athérome a un niveau normal dans le
segment d’aval mais ne I’a pas accéléré (Lyon et al 1987).
c) Effets de I’exercice physique

L’exercice physique accélére le débit cardiaque, la fréquence cardiaque et diminue les
résistances périphériques. Ainsi ces modifications hémodynamiques peuvent influencer le
shear stress et la vélocité du flux au niveau de I’arbre artériel. Des études utilisant une
quantification du flux artériel par IRM a comparé¢ les flux a différents niveaux de 1’aorte

et au repos et apres exercice physique (Taylor et al 2002, Cheng et al 2003). Au repos,
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I’aorte sous rénale a des vortex plus importants associés a des flux multi directionnels et
un shear stress plus faible que 1’aorte supra coeliaque. Ces zones sont principalement
localisées au mur postérieur de 1’aorte sous rénale qui est une zone réputée « sensible » a
I’athérosclérose. L’exercice supprime cette zone. Ainsi un exercice physique quotidien
aurait un effet protecteur vis a vis de I’athérosclérose.
d) Localisations préférentielles
Carotides
La bifurcation carotidienne est une zone trés sensible a I’athérosclérose alors que la
carotide interne distale et la carotide commune proximale sont épargnées. La géométrie
de cette bifurcation est un ¢lément essentiel pour expliquer la formation de plaque. La
surface de la bifurcation est environ le double de la surface de I’artére carotide interne
sus-jacente. Cet ¢lément associé a I’angle de division crée une zone de faible shear stress
oscillante surtout au niveau de la paroi externe. Au cours de I’élargissement et de la
progression de la plaque, il existe une modification de flux favorisant le développement
de cette plaque a la face interne de la bifurcation. Ainsi, au stade le plus avancé, la 1ésion
touche toute la circonférence de la bifurcation (Bassiouny et al 1989).
Coronaires

Outre le fait que les coronaires ont un faible shear stress, des bifurcations et des
oscillations de flux, certaines autres caractéristiques peuvent expliquer la localisation
préférentielle de 1’athérosclérose au niveau des coronaires. Elles ont une configuration
complexe d’angulation et trés variable au cours du cycle cardiaque. De plus, elles
subissent deux flux systoliques différents au cours du cycle cardiaque (Granata et al

1965).
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Aorte abdominale
L’athérosclérose au niveau de ’aorte thoracique est rarement symptomatique alors que
I’athérome au niveau de 1’aorte sous-rénale est souvent symptomatique. Cette différence
peut s’expliquer par une différence de : 1) micro-architecture ; 2) vasa vasorum ; 3) flux.
L’aorte thoracique a un diametre plus important que 1’aorte abdominale sous rénale et
comporte plus d’unités lamellaires. Elle est composée de plus de fibre élastique que
I’aorte abdominale. La composition plus élevée en collagéne de I’aorte abdominale lui
confere une plus grande rigidité. L aorte abdominale est dépourvue de vasa vasorum dans
la média contrairement a I’aorte thoracique. Ainsi la formation de la plaque pourrait créer
une barriere nutritive rendant 1’aorte plus sensible a 1’ischémie pariétale et a 1’atrophie.
Enfin, le flux est moins important au niveau de 1’aorte abdominale sous rénale qu’au
niveau de I’aorte thoracique. Les artéres rénales prennent 25% du débit cardiaque, ainsi le
flux de 1’aorte sous rénale est dépendant de 1’activité musculaire des membres inférieurs
(Moore et al 1994). De plus, ce faible flux relatif est aggravé par 1’élargissement en
diametre de I’aorte sous rénale avec 1’age. L’ensemble de ces facteurs contribuent a
augmenter le temps d’exposition des particules athérogeénes au niveau de 1’aorte sous
rénale.
Artére fémorale superficielle (AFS)

Pour un calibre équivalent, AFS est plus sensible a 1’athérosclérose que des artéres du
membre supérieur. Elle est soumise a une pression hydrostatique plus importante mais est
surtout soumise a des variations de flux trés importantes en fonction de 1’activité

physique.
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Le tabac et le diabéte sont les deux principaux facteurs de risque associés a
I’athérosclérose de AFS (Gordon et Kannel 1972). La nicotine pourrait stimuler le tonus

des CML au niveau de AFS (Winniford et al 1986).

[1.5.4 Evolution del’ athér osclér ose

L’évolution inexorable de la plaque vers les complications cliniques n’est pas la régle.

a) Initiation de la plaque
Plusieurs mécanismes ont été évoqués. Les mécanismes les plus étudiés sont une
altération de la fonction endothéliale conduisant a une augmentation de la perméabilité,
une altération de I’oxydation et une augmentation de la colonisation par les macrophages
(Ross 1986). D’autres mécanismes sont en jeu tels que des stimuli de la prolifération des
CML (Benditt et al 1983), la présence de fractions spécifiques du cholestérol (Ross
1976). Toutefois, aucun de ces mécanismes n’a prouvé son rdle primordial dans
I’initiation de la plaque. D’un autre c6té, il est établi que 1’examen anatomopathologique
de personnes agées indemnes de manifestations cliniques de 1’athérosclérose révele la
présence de plaques évoluées sur 1’arbre artériel. Ainsi, la longévité de ces personnes ne
s’explique pas par une prévention de I’initiation ou de la formation de la plaque mais par
la stabilité de la plaque, le contrdle de sa progression, une adaptation adéquate des arteres
et la prévention des complications de ces plaques.

b) Progression de la plaque
Elle correspond a une augmentation de volume de la plaque pour aboutir au
rétrécissement de la lumiere et/ou a son occlusion. Elle implique :

1. La migration, la prolifération et la différenciation cellulaires
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2. L’accumulation intra et extra-cellulaire de lipides

3. L’accumulation de MEC

4. Lanécrose et la dégénérescence cellulaire.
A coté de ces modifications, la paroi artérielle va connaitre un remodelage par création
d’une coque fibreuse pour séquestrer les débris nécrotiques et dégénératifs associé a
I’¢largissement de la paroi artérielle pour maintenir le diameétre luminal. Ces mécanismes
sont donc des processus de cicatrisation. C’est la balance entre les processus de
cicatrisation et les phénomenes constituant la plaque qui détermine si une plaque
progressera vers les complications ou si elle restera asymptomatique (fig.10).
Les modifications hémodynamiques jouent aussi un role puisque I’augmentation du shear
stress peut inhiber la progression de la plaque mais aussi favoriser I’érosion de la coque

fibreuse et I’ulcération de la plaque (Cozzi et al 1988).

Fig. 10. Différentes évolutions de la plaque athéromateuse

A. Iésion aortique avec une plaque bien organisée (P) et une média (M) quasi normale. L’¢élastine est en noir et la LEI est indiquée
par des fléches. B. Iésion aortique avec large plaque (P) et un amincissement de la média (M). La LEI (IEL) est partiellement
détruite et on constate une érosion de la média (—). Xu C, Zarins CK, Glagov S J Vasc Surg 2001 ;31 :91-6
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C) Régression de la plaque
Elle peut étre due a : résorption des lipides ou de la MEC
Mort cellulaire
Une migration cellulaire en dehors de la plaque
Cette régression a pu étre observée sur de nombreux modeles animaux d’athérosclérose
par modification du régime en lipide ou I’administration de drogue réduisant le
cholestérol (Malinow 1983, Stary 1979). Toutefois, la sensibilité de la plaque pourrait
dépendre de nombreux facteurs dont sa localisation. Par exemple, la plaque carotidienne
ne régresse pas alors que les 1€sions aortiques et coronariennes régressent dans un modele
d’athérosclérose chez le singe (Clarkson et al 1984). Mais la transition a la pathologie
humaine est difficile. De plus, les perturbations hémodynamiques d’une sténose altérent
la régression de la plaque en aval de la Iésion.
d) Plaque stable et compliquée
La complication des plaques s’effectue sous forme de rupture de plaque ou d’ulcération.
Cela aboutit a une thrombose in Situ ou a une embolie. La composition et la structure des
plaques semblent étre des facteurs prédisposants importants pour la survenue de
complications. Ainsi, des coques fibreuses fines exposent le contact du « cceur » lipidique
avec les constituants du sang (Felton et al 1997). Les conditions hémodynamiques jouent

aussi un role dans la survenue de telles complications.
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[Il1. Formation et de I’évolution de I’anévrysme d’aorte abdominale

(AAA) chezI’homme

La définition courante d'un anévrysme est la dilatation du diametre de plus de 50% par
rapport au diametre normal, avec une perte du parallélisme des bords (Ernst 1993).
Plusieurs cadres nosologiques sont associés a la formation d’anévrysmes artériels. Nous
ne retiendrons ici que I’athérosclérose, de loin I’affection la plus représentée dans les
pays industrialisés. La maladie anévrysmale associée a [’athérosclérose affecte
I’ensemble du systéme artériel. L’atteinte la plus fréquente se produit au niveau de 1’aorte
abdominale sous-rénale. 95 % des anévrysmes de ’aorte se situent dans la partie sous

rénale (Ernst 1993), et notre exposé sera restreint a cette localisation.

[11.1. Incidence

La mortalité imputable aux AAA représente 1 a 2 % des déces en Europe. Les
AAA représentent le 10°™ rang des causes de décés des hommes de plus de 65 ans dans
les pays industrialisés, et la troisiéme cause de décés d’origine cardiovasculaire.

L’incidence des AAA de plus de 40 mm de diametre dans la population générale
se situerait autour de 1,4% dans les pays industrialisés. L’incidence varie beaucoup en
fonction de la définition que I’on donne, et en fonction de la population considérée. Dans
les études autopsiques, 1’incidence des AAA varie de 1.8 a 6.6 % (Carlsson et al 1964,
Turk 1965), mais il s’agit dans toutes ces séries d’une population sélectionnée. Les études
de populations par échographie donnent une « image » intéressante de la prévalence, car
elles représentent les populations accessibles a un dépistage. Ces études retrouvent une
incidence de 1.5 a 3 % chez des hommes et des femmes de la sixiéme a la huitiéme
décennie de la vie (Castleden et al 1985, Allen et al 1987).
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Plusieurs facteurs influent la prévalence de la maladie. Une caractéristique
remarquable des AAA est la prédominance masculine. Le sexe ratio est de trois hommes
pour une femme aux Etats-Unis, et de 8 a 9 hommes pour une femme dans les pays
européens (Turk 1965, Bickerstaff et al 1984). Le différentiel entre hommes et femmes
diminue avec 1’age. Le tabagisme est le second facteur le plus influent, avec un risque
relatif de 5,5. Cette influence du tabac est d’autant plus importante qu’un tabagisme est
relevé chez 90% des patients recrutés dans le Small Aneurysm UK trial. Le facteur
familial est important, le risque relatif étant de 2 a 4 dans la fratrie, mais seuls 5% des
patients avec un AAA ont des membres de leurs fratrie porteurs de la maladie. L’age
influence aussi de facon significative I’incidence des AAA, avec un risque relatif de 2.
L’age moyen des patients porteurs d’'un AAA inclus dans le Small Aneurysm UK trial est
de 69,2 ans. Melton et coll. ont montré que chez les hommes agés de 50 a 59 ans,
I’incidence était de 83,2/100.000 (Melton et al 1984). Ce taux augmente rapidement avec
I’age pour atteindre 499/100.000 chez les hommes au dessus de 80 ans. D’autres facteurs
ont une influence sur la prévalence variablement observée selon les études. En revanche
I’existence d’un diabéte semble protecteur contre la maladie, la prévalence du diabéte
étant de 3% dans le Small Aneurysm UK trial, ce que confirme toutes les séries cliniques.

Une étude de la Mayo clinic a montré que 1’incidence des AAA a tripl¢ durant les
trois derni¢res décennies (Bickerstaff et al 1984). La mortalité par rupture d’AAA est en
augmentation dans des régions a forte prévalence de 1’athérosclérose comme 1’Ecosse,
alors que la population générale est en diminution. Cette augmentation semble ne pas étre

due seulement au vieillissement de la population.
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I11.2. Histoire naturelle desAAA

Une fois formés, les AAA continuent a se dilater jusqu’a la rupture dont la
mortalité¢ avoisine 90 % (Ernst 1993). Le risque de rupture dépend en premier lieu du
diametre externe de I’AAA. Lederle (Lederle et al 2002) a observé un taux de rupture
annuel de 9.4% pour les AAA de diametre entre 5.5 et 5.9 cm, a 10.2% pour un diameétre
entre 6.0 et 6.9 cm, et a 32 .5% pour un diametre de plus de 7 cm. A diamétre égal, le
risque de rupture est accru en cas d’AAA douloureux, chez les femmes (taille plus petite
de I’aorte normale), les fumeurs et en présence d’une hypertension artérielle.

La vitesse moyenne d’accroissement du diametre est de S mm / an pour les AAA
de 35 a 50 mm, de 8 mm / an pour les AAA de 50 a 60 mm. En dehors du diamétre initial,
les facteurs de risque d’accroissement du diametre sont 1’age, le tabagisme, I’insuffisance
cardiaque, la prise de corticostéroides.

Aprés un traitement chirurgical de I’AAA, les patients opérés ont une
mortalité supérieure a la mortalité de la population témoin. Les causes de surmortalité
sont essentiellement coronariennes et cérébrovasculaires. 65% des patients porteurs d’un
AAA exploré avant la chirurgie ont des lésions coronariennes significatives a la

coronarographie, et 15 a 20% ont des sténoses carotidiennes de plus de 65%.

[11.3. Physiopathologie de la maladie anévrysmale

La paroi d’un anévrysme artériel est fragile et la composition de la média est
considérablement remaniée: on note une réduction du nombre et une fragmentation des
fibres élastiques et une fragmentation des fibres de collagéne. Les modifications de ces
protéines fibreuses altérent les propriétés mécaniques de D’artére qui perd

progressivement sa capacité a lutter contre la distension. La paroi artérielle exerce
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normalement une force de rétraction égale et opposée a la force de distension: la tension
pariétale. Selon le loi de Laplace, la force de distension (F) est égale au produit de la
pression artérielle (P) par le rayon du vaisseau (r): F=P x r. Au fur et a mesure que
I’artére se laisse distendre, la force de distension augmente puisque le rayon du vaisseau
augmente. Cette augmentation de la contrainte exercée sur la paroi artérielle accélere la
dégradation des protéines fibreuses et diminue la résistance de cette paroi a la distension.
Ainsi, la présence d’un anévrysme induit un cercle vicieux qui aboutit inéluctablement a
son augmentation de diametre. Lorsque la force de distension devient supérieure a la
force de cohésion des fibres de la paroi, I’anévrysme se rompt.

Les anévrysmes associent six anomalies de la paroi artérielle (Ernst 1993, Anidjar

1992, Holmes et al 1996) :

1) forte diminution des CML de la média. L’apoptose et le remodelage de la paroi

aortique sont présents avec une pénurie des CML dans la média;

2) néoangiogénése dans la paroi;

3) formation de thrombus luminal sans cellules endothéliales;

4) infiltration de la paroi artérielle par des macrophages, des lymphocytes T et B et
des dépdts d'immunoglobuline. L’activité des molécules d’adhésion jouant le
role de recrutement, I’inflammation est augmentée dans la paroi anévrysmale
(Davis et al 1993);

5) augmentation d’activité des enzymes protéolytiques, en particulier de

métalloprotéinases matricielles (MMP) et du tPA (tissular activator of
plasminogeéne) et uPA (urokinase);

6) lyse de I'¢lastine de la média lors de la dilatation et lyse du collagéne lors de la
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rupture (MacSweeney et al 1994).

La conséquence de la dégradation de la matrice extracellulaire dans la maladie
anévrysmale est une réponse inadaptée a la contrainte radiale, qui s’exprime par la
dilatation et la rupture de la paroi artérielle.

Les expérimentations chez les animaux ont montré 1’importance de la balance
protéases/anti-protéases dans 1I’évolution des AAA. L’augmentation locale de I’activité
des enzymes protéolytiques peut dégrader les artére in vitro (Dobrin et al 1984) ou former
des AAA in vivo (Anidjar et al 1990). Les cellules inflammatoires semblent étre la source
principale de ces protéases (Anidjar et al 1992). L’expression d’ARNm et de protéine
MMP-9 est élevée dans AAA et celle de son inhibiteur, TIMP-1, est trouvée diminuée ou
inchangée (Thompson 1996, Tamarina et al 1997). L’administration d’un inhibiteur des
MMP, doxycycline, a permis de diminuer ’expression de MMP-9 dans la paroi
anévrysmale humaine (Curci et al 2000). L’invalidation du géne codant pour MMP-9 a
inhibé la dégénérescence d’AAA chez I’animal (Pyo et al 2000). L’expression de MMP-1
et de MMP-3 est ¢galement augmentée dans la maladie anévrysmale par rapport a la
maladie occlusive d’athérosclérose (Vine 1991). Dans les AAA non rompus, un
accroissement des activateurs du plasminogene, tPA et uPA, et de la plasmine a été
observé (Jean Claude et al 1994, Quax et al 1990).

L’AAA est souvent associé a des Ilésions d’athérosclérose, coronaires et
carotidiennes. A quelques nuances pres, les facteurs de risque des AAA sont ceux des
Iésions sténosantes d’athérosclérose. Classiquement les anévrysmes sont considérés
comme les résultats de la dégénérescence athérosclérotique de la paroi artérielle. Il

pourrait exister une pathogénie commune des deux lésions, dont I’expression serait
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modulée par des facteurs locaux. Cependant la plupart des malades atteints
d’athérosclérose développent des Iésions sténosantes et non pas anévrysmales. Dans les
années 80, plusieurs auteurs ont contesté ce concept en montrant la présence de multiples
particularités biochimiques, génétiques et épidémiologiques chez les malades ayant un
AAA (Martin 1978, Tilson 1980). Une différence remarquable entre ces deux pathologies
est la nette décroissance des CML dans la média de la paroi anévrysmale tandis que les
CML sont abondantes au niveau intimal de la paroi d’athérosclérose, indiquant le role
important de celles-ci dans le remodelage artériel. La raréfaction des CML dans la média
pourrait rendre I’AAA plus vulnérable a I’inflammation et a la protéolyse (Losy et al
2003).

La surface luminale des AAA est souvent recouverte d’un thrombus, d’épaisseur
variable, parfois absent. Ce thrombus est dépourvu de cellules endothéliales, de CML ou
de fibroblastes, mais envahi par des polynucléaires neutrophiles (PMN). Une étude de
Fontaine (Fontaine et al 2004) a montré un rapport MMP-9/MMP-2 plus élevé dans le
thrombus anévrysmal par rapport a celui des 1ésions occlusives et que les PMN sont une
source importante de MMP-9. Les auteurs ont aussi montré que la lame liquidienne
présente a l’interface entre le thrombus et la paroi anévrysmale pourrait étre le lieu
d’activation du plasminogeéne en plasmine. La surface luminale du thrombus est un
endroit hostile au développement des CML et des cellules endothéliales, un lieu de
recrutement des PMN qui délivrent des protéases activées en diffusant vers la paroi
artérielle, provoquant la dégradation de la MEC de celle-ci. De cette maniére, des agents
thérapeutiques pourraient également étre délivrés d’abord dans le thrombus pour

empécher la destruction de la paroi.
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[11.4 Contrdledelaformation d’ AAA expérimentaux
Dans le modéle de perfusion d’¢lastase, l’administration de Rapamycine, un
immunosuppresseur, diminue la dégénérescence anévrysmale, diminue la formation de
NF-kappaB et de MMP-9 (Diaz et al 2004). La Rapamycine a pour récepteur
FK506/BP12 associée aux domaines intracytoplasmiques des récepteurs de haute affinité

du TGFp.

IV: MMP-14 (MT1-MMP) dans la paroi artérielle et les lésions
d’athérome et d’anévrysme

Les métalloprotéases (MMPs) ont depuis longtemps ¢été attractives pour leurs
implications dans des processus physiologiques et pathologiques nécessitant un
remodelage tissulaire. Elles sont intéressantes car elles ont une spécificité assez large
pour les molécules de la MEC. La premiére métalloprotéase décrite fut une enzyme
collagénolytique dépendante de la thyroide (MMP-1) dont le substrat était le collagéne de
type I (Gross 1962). Le nombre des enzymes appartenant a ce groupe a tres vite grandi et
il est apparu que le collagéne n’était pas leur unique substrat.

V.1 Généralitéssur lesMMPs

Les MMPs appartiennent a la superfamille des endopeptidases metzincines liées au zinc
(Gomis-Ruth 2003). Elle présente un motif strictement conservé histidine (H/D)
HEXXHXXGXX. Ce motif crée 3 résidus histidines qui chélatent le site actif au zinc. On
retrouve aussi un résidu méthionine a la fin de ce domaine histidine qui compose le bout

C-terminal. Ce résidu méthionine crée une conformation 1,4-b-turn qui se glisse sous le
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domaine catalytique li¢ au zinc. Cette conformation crée ainsi un sol hydrophobique. La
famille metzincine est composée de 4 sous-familles :

- Séralysines

- Astacines

- Adamlysines (ADAMs : enzyme avec un domaine MMP et disintégrine)

et ADAM-TS (comporte un motif thrombospondine)

- Métalloprotéinases
La famille des MMPs est composée de 24 membres ayant en commun plusieurs domaines
de fonction (fig. 11). Leurs dénominations font souvent appel aux substrats préférentiels.
On trouve ainsi les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) et les collagénases (MMP-1, -8, -13,-
14, -18). Ces dernieres sont les seules enzymes issues des mammiferes capables de lyser
la triple hélice de collagene fibrillaire en fragment % et 4 (Nagase 1999).
Ces MMPs sont capables de cliver de nombreux composants de la MEC (collagene,
laminine, fibronectine, vitronectine, aggrecan, énactine, versican, perlecan, ténascine,
¢lastine entre autres) ainsi que des facteurs de croissance, des cytokines et des récepteurs
d’adhésion inter-cellulaires. Du fait de leur grande activité et de 1’effet important sur le
micro environnement cellulaire, elles sont secrétées en petite quantité et leur localisation
et sécrétion sont finement contrélées au niveau transcriptionnel et post transcriptionnel.
Cette régulation est faite par des cytokines (IL-1, IL-4 et I1-6), des facteurs de croissance
(EGF, Hepatocyte Growth Factor HGF, TGF-f3) et le TNF-a. Par rétro contrdle, des

MMPs sont activées ou désactivées par d’autres (McQuibban et al 2000).
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Fig. 11. Structures des MMPs

On retrouve : 1) peptide signal en rapport avec la sécrétion, 2) un pro-domaine dans la forme latente, 3) un site catalytique avec son
site actif 1ié au zinc, 4) un domaine hémopexine en relation avec le site catalytique pour reconnaitre ses substrats, 5) un domaine de
liaison (hinge domain) reliant le domaine hémopexine et catalytique ; il confere une flexibilité a I’ensemble. Les MMPs
transmembranaire ont, en plus, un domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique ou un lien glycosylphosphatidyl (GPI)
(MMP-17 et -25). MMP-2, -9 contiennent un domaine fibronectine. (Strongin A. Biochem Biophys Acta 2010 ;1803 :133-41)

Les MMPs sont secrétées sous forme inactive. Elles nécessitent une activation
protéolytique pour libérer le domaine N-term et exposer ainsi le site catalytique. Cette
activation peut étre intra ou extra cellulaire (Van Wart 1990, Pei 1995). Certaines MMPs
(MMP-11, -28 et MT-MMPs), ayant le motif spécifique des furines RXK/RR sont

activées dans les corps de Golgi par les sérines protéases telles que les furines et des
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enzymes de la famille des Pro Convertases. Les MMPs secrétées en extra-cellulaire sont
souvent activées par les sérines protéases dont les plasmines, les MMPs
transmembranaires (MT-MMPs) ou d’autres MMPs solubles.

A D’exception de MMP-7 et -26 qui n’ont que le domaine catalytique, les autres MMPs
ont un domaine hémopexine C-terminal. Il régule D’activité et la spécificité du site
catalytique. Les deux domaines sont séparés par un domaine de liaison (hinge domain).
Les MT-MMPs (MMP-14/MT1-MMP, MMP-15/MT2-MMP, MMP-16/MT3-MMP et
MMP-24/MT5-MMP) ont en plus un domaine transmembranaire et une queue
cytoplasmique. Pour MMP-17/MT4-MMP et MMP-25/MT6-MMP, cette queue

cytoplasmique est remplacée par une ancre inositol glycosylphosphatidyl (GPI).

IV.2. Structurede MM P-14/MT1-MMP (fig. 12)
Elle appartient a la famille des MMPs transmembranaires et se distingue des MMPs
solubles par la présence d’un domaine transmembranaire (Eglebad 2002). Sur le génome

humain, son geéne se situe sur le chromosome 14. On compte donc 7 domaines

111

comprenant un pro peptide (M'-R''"), un domaine catalytique nécessitant une liaison

112 285 286 1318
-G -1

spécifique au zinc (Y ), un domaine de liaison (E ), un domaine hémopexine

319 508 - 509 o358 - . 539 562
(C7-C™™), une région fine (P”"-S™°"), un domaine transmembranaire (A”"-F

), et une
queue cytoplasmique (R’*-V>*?). L’enzyme est exprimée sous forme de zymogéne
inactif (pro-MMP-14) contenant un site de reconnaissance spécifique aux furines (R'*-
R'"'") entre le pro-peptide et le site catalytique. L activation nécessite donc la libération de

ce pro-peptide par des convertases telles que les furines pour obtenir une forme active de

55-60 kDa (Sato et al 1996, Yana 2000). Cette forme active est une étape essentielle pour
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le mouvement membranaire des protéases (Remacle et al 2005). L’activation géneére aussi
une forme liée a la membrane sans site catalytique de 44-45 kDa. Cette forme pourrait
jouer un role dans la régulation de I’activité de I’enzyme mature (sorte d’auto-controle)

(Lafleur et al 1986, Tam et al 2004).

¢

proMMP-2

i . TIMP-2 )
Monomeric MT1-MMP Active MMP-2

-

Fig.12. Structure de MMP-14

(a) forme mature active comprenant le site catalytique. (b) aprés autolyse, génération d’une forme li¢e a la
membrane dépourvue de site catalytique mais comprenant le domaine hémopexine. Cette forme régule 1’activité de
I’enzyme mature. (c) La forme active mature se dimérise pour former un tri-complexe MMP-14/pro-MMP-2/TIMP-
2. Ce tri complexe permet ’activation de MMP-2. (Bardolina M, Stack M. Semin Cell Dev Biol 2008 ;19 :24-33)

IV.3. Fonction de MMP-14/MT1-MMP
Cette enzyme est exprimée dans de nombreux types cellulaires. Son expression et son

activité sont trés élevées dans les cellules tumorales et elles sont corrélées directement
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avec une augmentation des capacités migratoires des cellules. C’est pourquoi, cette
enzyme est considérée comme pro-invasive et pro-tumérogene. De facon plus générale,
elle joue une fonction importante dans la protéolyse péricellulaire.

a) collagénase interstitielle
Rapidement apres sa découverte, des €tudes in vitro ont montré la capacité de la forme
active de MMP-14 a hydrolyser le collagene interstitiel de type I, II et III en 2 fragments
% et Y4, caractéristique des collagénases interstitielles des mammiferes (d’Ortho et al
1997). Plus récemment, la transfection de cellules tumorales par des MMPs suivie de
stimulation par des facteurs de croissance a montré la nécessité de MMP-14 pour bien
positionner 1’activité collagénase a la surface cellulaire (Hotary et al 2000). Des tests
d’invasion ont confirmé la nécessit¢ de MMP-14 pour stimuler 1’invasion d’un gel de
collageéne 3D par des cellules carcinomateuses (Tam et al 2002). De plus, le collagene
type I semble stimuler 1’expression et 1’activit¢ de surface de MMP-14 via une voie
dépendante des intégrines (Barbolina et al 2007,Haas et al 1999). Ces données confirment
le r6le de MMP-14 dans I’homéostasie du collageéne.

b) Clivage des glycoprotéines et du protéoglycans de la MEC
MMP-14 est impliquée dans le clivage de nombreux autres composants de la MEC dont
la laminine, qui a ét¢ la plus étudiée. Il a ét€¢ montré que MMP-14 est impliquée dans le
clivage de la sous-unité 5y2, 5B3 de la laminine et améliore la migration cellulaire
(Udayakumar et al 2003). Ces données confirment donc que MMP-14 joue un rdle
important dans les invasions tissulaires par les cellules cancéreuses.
A T1’aide d’un modele de souris plasminogene et/ou activateur du plasminogéne-KO, il a

¢té montré que I’invasion de la fibrine et la néo angiogénése nécessite la présence de
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MMP-14 (Hiraoka et al 1998). Des études biochimiques ont confirmé que MMP-14
pouvait lyser le réseau de fibrines (Bini et al 1999), cliver le fibrinogéne et inactiver le
facteur XII (Hiller et al 2000). L’ensemble de ces données montre que MMP-14 pourrait
participer a une voie alternative de la fibrinolyse.
MMP-14 est aussi capable de cliver les protéoglycanes tels que 1’héparin sulfate
syndecan-1 (Endo et al 2003), I’aggrécane, perlécane et le lumicane (Li et al 2004) et
confirme ainsi son role prépondérant dans 1’invasion cellulaire.

c¢) Clivage de protéines solubles
Des études récentes ont montré que MMP-14 pouvait s’accumuler en intra-cellulaire dans
le centrosome, catalyser la péri centrine et stimuler ainsi des aberrations mitotiques
(Golubkov et al 2005, 2006). Par ce mécanisme, MMP-14 pourrait donc participer a la
transformation maligne des cellules.
Des études in vitro ont montré que MMP-14 est un activateur de pro-MMP-2 en utilisant
des clonages de c-DNA du domaine transmembranaire et une sur-expression du site
catalytique (fig.12). La purification d’extraits de membrane plasmatique a montré que
cette activation se faisait via un complexe tri-mérique MMP-14/TIMP-2/pro-MMP-2
(Strongin et al 1995). Depuis il a ét¢ montré que MMP-14 était capable d’activer pro-
MMP-13 (Knauper et al 2002) et pro-MMP-8 (Holopainen et al 2003). Ces 2 dernicres
sont des collagénases interstitielles. Ainsi, MMP-14 participe au turn-over du collageéne
de facon directe mais aussi de fagon indirecte en régulant 1’activité d’autres collagénases.
MMP-14 peut aussi activer TGFP (Karsdal et al 2002) et participer ainsi a la régulation

des facteurs de croissance influencant la sécrétion des composants de la MEC.
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MMP-14 est capable de cliver Stromal Cell-Derived factor (SDF-1) aboutissant a la perte
du récepteur a CXCR-4; il en résulte une perte de 1’activité chémo-attractante pour les
cellules hématopoiétiques CD34(+) (McQuibban et al 2001). Elle est aussi capable de
cliver Monocyte Chemoattractant Protein-3 (MCP-3) aboutissant a 1’incapacité de
répondre a son activation apres liaison avec son récepteur (McQuibban et al 2002). Ces 2
actions illustrent la participation de MMP-14 a la modulation des réponses
inflammatoires et immunitaires.
d) Clivage de molécules de surface cellulaire (fig. 13)

MMP-14 est capable de s’autolyser pour générer une forme inactive sans site catalytique
mais liée a la membrane (fig.12). Cette forme est capable d’inhiber D’activité
collagénolytique, I’invasion cellulaire et la formation tumorale (Nonaka et al 2005).

Les intégrines sont une famille de récepteur transmembranaire pour des ligands de la
MEC. Elles sont impliqués dans 1’adhésion cellulaire et dans de nombreux processus
incluant I’embryogéneése, I’hémostase, la réparation tissulaire, la réponse immunitaire, la
motilité cellulaire et I’invasion métastatique des cellules tumorales. MMP-14 est capable
de cliver la sous-unité pro-ov pour générer un fragment riche en ponts disulfures et un
fragment de chaine légere (Ratnikov et al 2002). Ce clivage semble faciliter la migration
cellulaire par activation de la voie dépendante de o33 (Deryugina et al 2002). La sous-
unité pro-a5 est sensible 8 MMP-14 alors que pro-a.2 est résistante. De plus, I’addition de
MMP-14 stimule 1’adhésion au collagene via ’activation de a2f31. L’ensemble de ces

données suggere que MMP-14 régule la communication entre les intégrines (Baciu et al

2003).
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Les cadhérines font partie de la famille des caténines. Elles sont impliquées dans
I’interaction inter-cellulaire, la polarité cellulaire et 1’organisation du cytosquelette. A
I’aide d’un modele d’ischémie rénale, il a été montré que 1’augmentation d’expression de
MMP-14 est corrélée avec I’activation de E- et N-cadhérine. Cette activation est annulée
par l'utilisation d’anti-corps anti-MMP-14 et I’emploi de shRNA contre MMP-14
(Covington et al 2006). Ces données suggerent I’implication de MMP-14 dans
I’insuffisance rénale aigué post ischémie-reperfusion.

MMP-14 est aussi capable de cliver I’ectodomaine de CD44 (un récepteur a
I’hyaluronane) et d’améliorer la mobilité de lignée cellulaire cancéreuse (Kajita et al
2001). MMP-14 pourrait aussi jouer un role dans la régulation de la clairance des
protéinases via le clivage de la protéine associé¢ au récepteur au LDL-cholestérol (LRP).
Ce récepteur est impliqué dans les phénoménes d’endocytose et sa concentration est
régulée par I’activit¢ MMP-14 (Rozanov et al 2004).

MMP-14 semble avoir de nombreux autres subtrats responsables de nombreux
phénomenes physiopathologiques. On peut citer son role dans 1’ostéoclastogénése . Ce
mécanisme semble étre 1ié¢ a I’inhibition par MMP-14 de RANKL (Récepteur au ligand

NF-kB) par clivage (Hikita et al 2006).
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Fig.13. Clivage par MMP-14 des substrats a la surface cellulaire
MMP-14 est capable de cliver de nombreuses molécules de surface cellulaire et participer a de nombreux
mécanismes dépendant du micro-environnement de la cellule. (Barbolina M, Stack M. Semin Cell Dev Biol 2008)

IV.4. Régulation del’activité de MM P-14/MT1-MMP
L’¢étape essentielle de I’activation de MMP-14 est 1’activation par les furines. Toutefois la
régulation est beaucoup plus complexe pour permettre une régulation spatiale et
temporelle permettant une fonction normale de I’ensemble de la cellule. Cette régulation
comprend I’activation par les furines, I’inhibition par les TIMPs et 1’auto-protéolyse, le
transfert du compartiment intra-cellulaire vers la membrane cellulaire, 1’internalisation et

le retour vers le compartiment intra-cellulaire.
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L’internalisation s’effectue via des invaginations recouvertes de clathrine et interférant
avec la queue cytoplasmique de MMP-14 (Jiang et al 2001).

L’activit¢ de MMP-14 peut étre inhibé par TIMP-2/TIMP-3 et TIMP-4 ou par autolyse
(Osenkowski et al 2004). En contre partie, 1’activation de MMP-14 se fait en 2 étapes. 11
existe une premiere étape de libération du pro-domaine par les furines puis un mécanisme
d’autolyse permettant I’exposition complete du site actif (Golubkov et al 2007). 11 faut
noter que TIMP-2 joue un réle d’inhibiteur mais aussi un role d’activateur en formant un
complexe avec MMP-14. Ce complexe MMP-14/TIMP-2 active la voie intra-cellulaire
Ras-Raf-ERK (D’Alessio et al 2008) et nécessite la queue cytoplasmique C-terminal de

MMP-14.

IV.5. MMP-14, athérome et anévrysme artériel
Vu le role important de collagénase joué¢ par MMP-14 et son role pivot pour la protéolyse
péri-cellulaire, il est logique de penser que MMP-14 pourrait étre impliqué dans les
mécanismes pathologiques liés a un remodelage tissulaire comme on peut 1’observer au
cours de la maladie athéromateuse et anévrysmale. Une étude a déja mise en évidence la
présence de MMP-14 au sein de plaques athéromateuses humaines par immuno-
histochimie (Rajavashisth et al 1999). Une étude immunohistochimique réalisée au sein
de notre institution a confirmé ces données (fig. 14). Une étude in vitro a déja montré la
nécessité de MMP-14 pour permettre I’invasion d’un gel 3D par des CML humaines.
L’inhibition de MMP-2, de MMP-9, de la plasmine et des cathepsines L, S ou K ne
modifiait pas I’invasion cellulaire (Filippov et al 2005). Ces résultats suggerent le rdle

important de MMP-14 pour la formation de 1ésion néo-intimale par prolifération de CML
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et migration de ceux-ci au niveau de la néo intima. Une étude expérimentale (utilisant un
modele d’infarctus chez le mouton) a montré que le taux de MMP-14 augmentait dans la
zone de transition et dans la zone infarcie aprés un infarctus du myocarde alors que les
expressions de MMP-1 et MMP-9 ¢taient inchangées (Wilson et al 2003). De plus
I’augmentation d’expression de MMP-14 était corrélée avec I’extension de la surface
infarcie. Ces résultats confirment le r6le de MMP-14 au cours des processus pathologique
liés a un remodelage ou au cours de la cicatrisation qui nécessite aussi un remodelage
tissulaire. De plus, une étude histologique clinique a montré que MMP-14 était co-
localisé avec les CML et les macrophages au sein de la plaque d’athérome (Rajavashisth
et al 1999). Cette étude a aussi montré que 1’expression de MMP-14 était augmentée a
I’état basal ou apres stimulation aussi bien au niveau ARN que protéique au sein des
CML et des macrophages isolées a partir de plaques athéromateuse humaines et
comparées a des tissus contrdles. Une étude in vitro a aussi montré que les CE humaines
exprimaient MMP-14 au niveau RNA et protéique. Cette expression était augmentée
apres stimulation par addition LDL-oxydé, TNF-a, IL-1a et IL-1p. L’addition de LDL
natif ne modifiait pas I’expression de MMP-14 (Rajavashisth et al 1999). Cette étude
suggére donc que les cytokines et le LDL-oxydé pourraient influencer le remodelage
artériel via MMP-14. 1l est a noter que I’ensemble des cellules constituant la paroi

artérielle et impliquées dans 1’athérogénése sont capables d’exprimer MMP-14.
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A

Fig.14. Expression de MMP-14 au sein d’une plaque d’athérome de carotide chez I’'Homme
A : Marquage immuno histochimique de macrophage. B : Marquage immuno histochimique de MMP-14 co-localisée avec les macrophages. C :
marquage immuno histochimique de MMP-14 au sein de vasa vasorum montrant 1’expression de MMP-14 au niveau de ’endothélium. (Don de
Sukhova G.)

Aucune donnée ne prouve I’implication de MMP-14 au cours de la maladie anévrysmale
humaine au niveau de 1’aorte abdominale pour I’instant méme si il est licite de penser un
role au cours des processus de remodelage de la paroi aortique observés au cours de

I’évolution de la maladie anévrysmale.

V: Les Cellules Souches M ésenchymateuses (CSMs)

Friedenstein fut le premier a mettre en évidence des cellules non-hématopoiétiques
capables de se différentier en ostéoblastes et tissu fibreux (Friedenstein et al 1976) au
sein de la Moélle Osseuse (MO). Il observa une population cellulaire, qui une fois mise
en culture a faible densité, était capable de former des colonies de cellules adhérentes au
plastique et dont la forme allongée ressemblait aux fibroblastes. Le terme de Colony-
Forming Unit-Fibroblasts (CFU-F) fut initialement employé pour décrire le caractére

monoclonal de ces colonies cellulaires. La greffe sous-cutanée de CFU-F était capable de
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reconstituer I’environnement hématopoiétique en donnant naissance a du tissu fibreux, de
I’0s contenant ou non de la moélle. Plusieurs autres travaux confirmerent ces données et
démontrerent le caractére multipotent de ces cellules par leur capacité a se différentier en
ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes (Pittinger et al 1999, Bianco et al 2008). Caplan
fut le premier auteur a utilisé le terme de Mesenchymal Stem Cells ou Cellules Souches
Mésenchymateuses (MSCs) pour dénommer ces cellules (Caplan 1991). Devant les
critiques de certains auteurs remettant en cause le caractére de cellule souche, la Société
Internationale pour la Thérapie Cellulaire proposa le terme de Cellules Stromales
Multipotentes (Multipotents Stromal Cells) (Horwitz et al 2005). Les propriétés
obligatoires d’une cellule pour étre qualifiée de cellule souche sont la multipotence et
I’auto-renouvellement. Or les démonstrations de multipotence ont principalement été
faites dans des conditions in vitro qui ne restituent pas forcément les interactions in vivo
et exposent les cellules a des stimuli artificiels (Bianco et al 2010). Mais un travail récent
isola une population sous endothéliale de MSCs exprimant CD146 (MCAM melanoma-
associated cell adhesion). L’explantation de ces cellules et leur réimplantation
hétérotopique apreés culture ex vivo générérent de 1’os, des adipocytes et du stroma
médullaire, mais surtout des cellules identiques aux cellules initiales (Sachetti et al 2007).
Ce fut le premier travail prouvant 1’auto-renouvellement des MSCs. Cette observation fut
confirmée par un autre travail utilisant des MSCs isolées en périphérie de I’adventice
chez la souris. Ces cellules étaient positives pour récepteur du PDGF (PDGFR-a) et stem-
cell Antigéne 1 (sca-1) mais négatives pour CD45 et TER119. L’injection de ces cellules
dans une souris receveuse irradiée sans phase de culture ex vivo généra les mémes

cellules initiales mais aussi des ostéoblastes et adipocytes (Morikawa et al 2009).
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Ces données semblent rendre 1égitime le terme de cellules souches attribué¢ aux MSCs.
V.1. Caractéristiques in vitro et in vivo des CSM-MO (Cellules Souches
M ésenchymateusesissues de la M oélle Osseuse)
Leurs caractéristiques principales sont leur isolement basé sur leur capacité a adhérer au
plastique, leur immunophénotype et leur capacit¢ a se différentier en ostéoblastes,
chondrocytes et adipocytes in vitro (Chamberlain et al 2007). Mais il est admis
maintenant que les CSMs sont capables de se différentier en CML (Galmiche et al 1993,
Delorme et al 2009).
L’immunophénotype de ces cellules est résumé dans le Tableau I. En culture, elles
expriment des marqueurs non-spécifiques tels que CD44, CD73, CD90, CD146 mais
n’expriment pas des marqueurs hématopoiétiques tels que CD11b, CD14, CD45 et CD34
(Pontikoglou et al 2011). Elles expriment des marqueurs plus spécifiques tels que Stro-1,
GD2, SSEA4, CD49a, CD105, CD146, CD200 et CD271. Méme si ces cellules en
culture ont 1’air homogeéne par leur morphotype, elles sont en fait trés hétérogenes par
leur expression d’anti-génes membranaires tels que CD146 et CD200 (Delorme et al
2008) et leur multipotence. Un tiers seulement des cellules en culture sont multipotentes
(Pittinger et al 1999). Aprés un temps de latence, elles sont capables de se dupliquer tres
rapidement et il a été décrit des cultures ex vivo viables jusqu’a 50 passages (Pittinger et
al 1999). 1l a été¢ montré que des CSMs pouvaient exister au sein de niche vasculaire et
étre isolées en dehors de MO. C’est le cas des péricytes qui se trouvent a 1’opposé de la
lumiére artérielle en contact avec les cellules endothéliales. 11 a déja été montré que ces
péricytes avaient le phénotype CSMs et la capacité a se différentier en ostéoblastes,

chondrocytes et adipocytes (Crisan et al 2008), et ce quelque soit leur tissu d’origine.
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Toutefois, la preuve que ces péricytes soient identiques aux CSMs isolées a partir de la

moélle osseuse reste a établir.

Marker Property Culored MSCs  Mative M5Cs
Stro-1 Unknown antigen + +
GD2 Gang lioside

SSEA4 Stage-specific embryonic antigen + +
CD11b ITGAM (integrin ocM) - -
CDl4 LPS receptor -

CD29 Integrin B, chain T

CD34 Sialoportein = +
CD44 Hyaluronan receptor +

D45 Pan-lenkocyte antigen - dim/~
CD4%a Integrin o, chain + +
CD49b Integrin oy chain +

CD49%¢ Integrin oty chain +

CD4%d Integrin oy chain -

CD4% Integrin o5 chain +

CD51 Integrin aV chain +

CD73 Ecto 5 endonulease + +
CD90 Thy-1 + +
CD1o05 TGF-BRIN (ransforming growth factor-P receptor I00) + I
CD106 VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) + I
CD133 ACT133 (prominin) - +
CD140b  PDGE-RP (platelet-derived growth factor receptor-f) + +
CDl46 Mel-CAM (melanoma-cell adhesion molecule) + I
CDl66 ALCAM (activated lymphocyte cell adhesion molecule)  + +
CD200 0X-2 + +
D271 NGFR (neural growth factor receptor) - +

Tableau I. Immunophénotypes des CSMs in vitro et in vivo

(Pontikolou C, Deschaseaux F, Sensebé L, Papadaki H. Sem Cell Rev end Rep 2011 ;7 :569-89)
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V.2 L’immunomodulation desCSMs

Une des caractéristiques principales de ces cellules est leur capacité a éviter leur
reconnaissance immunitaire et a inhiber différentes fonctions de I’immunité. Ce manque
d’immunogénicité pourrait s’expliquer par une faible expression du complexe majeur
d’histocomptabilité de classe I (CMH I) et un manque d’expression du CMH II associés a
une absence de molécules stimulantes telles que CD40 et CD80 (Nauta 2007, Uccelli et
al 2007, Siegel et al 2009). Toutefois de récents travaux ont tempéré cette action peu
immunogene en montrant un rejet partiel apres perfusion de CSMs dans des souris
allogéniques en mismatch pour CMH (Nauta et al 2006).

L’immunomodulation des CSMs s’effectue principalement par une influence sur
I’ensemble des cellules impliquées dans la réponse immunitaire.

Cet effet est médié par I’inhibition des sous populations CD3", CD4" et CD8" des
lymphocytes T par les CSMs (Krampera et al 2003). Ce caracteére semble étre important
puisqu’il est conservé méme apres croisement inter especes par xénogreffe (Djouad et al
2003). Les CSMs agissent en stoppant la division cellulaire en phase GO-G1 par
inhibition de I’expression de cycline D2 (Glennie et al 2005). Ainsi, CSMs ne stimulent
pas I’apoptose lymphocytaire mais favorisent la survie des lymphocytes quiescents. Cette
action de maintenir la survie des lymphocytes T est accentuée par 1’inhibition de facteur
apoptique telle que récepteur Fas et le ligand Fas (Benvenuto et al 2007). Certains
travaux suggerent que CSMs stimulent le passage d’une réponse pro-inflammatoire vers
une réponse anti-inflammatoire en inhibant la sécrétion de IFNy par les Th-1 (T-helper 1)
conjointement a une augmentation de sécrétion d’IL-4 par Th-2 (Aggarwal 2005). La

derniére action sur la population des lymphocytes T semble étre une suppression de leur
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cytotoxicité. Les mécanismes moléculaires de cette modulation sur les lymphocytes T
restent peu clairs. Ils semblent comporter une interaction directe inter-cellulaire mais
aussi une action paracrine via TGF-B1, HGF, indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), NO,
PGE2, la forme soluble HLA-G et les Toll-Like Recepteurs (TLRs) (Siegel et al 2009,
Opitz et al 2009).

De méme, les CSMs semblent stopper la prolifération des lymphocytes B in vitro
(Augello et al 2005). Mais les CSMs pourraient agir aussi en inhibant la maturation des
lymphocytes B et la sécrétion d’anticorps et en modulant leur chémotatisme via une
inhibition de l’expression de récepteurs aux chémokines CXCR4, CXCR5, CXCR7
(Corcione et al 2006).

Les MSCs ont aussi une action sur les Cellules Dendritiques (CD) tendant vers un
phénotype tolérant. Les mécanismes impliqués sont multiples et comprennent une
inhibition de 1’activation des cellules-T par les CD (Jiang et al 2006), 1’orientation vers
une réponse Th-2 par sécrétion de IL-10 au dépend de TNF-a (Aggarwal et al 2005). Ces
mécanismes pourraient se faire via la secrétion de PGE2 pour inhiber la production de
cytokines par les CD, mais aussi via IL-6, MCS-F et une interaction directe inter
cellulaire (Aggarwal et al 2005, Zhao et al 2010).

CSMs influencent aussi la fonction des macrophages et des neutrophiles en inhibant la
production de TNFa, IL-12, en stimulant IL-6 et IL-10 et en augmentant ’activité
phagocytaire des macrophages (Kim et Hematti 2009). Les CSMs semblent avoir aussi
une activité anti-apoptoique sur les neutrophiles médiée par IL-6 (Raffaghello et al

2008). Enfin les CSMs semblent exercer une modulation de la réponse immunitaire en
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inhibant la prolifération, la cytotoxicité et la production de cytokines par les cellules
Natural Killer (NK) (Spaggiari et al 2008).

A coté de ces effets immunosuppresseurs, les MSCs sont capables d’induire une réponse
par les lymphocytes T CD8 en présentant des anti-genes par le CMH I (Francois et al
2009).

V.3. Réle des CSM s dans|’hématopoiése

L’observation de Friedenstein (Friedenstein et al 1976) fut la premiére a montrer
I’importance des CSMs comme cellules de soutien et de régulation des Cellules Souches
Hématopoiétiques (CSH). Les CSMs semblent jouer un rdle trés important pour
maintenir une hématopoiese d’apres des expérimentations de déplétion et culture in vitro
sur de longues périodes (Charbord et al 1996). L’¢tude de Mugumura montra que les
CSM-MO jouaient un role important pour la repopulation des CSH et la prise de greffe
(Mugumura et al 2006). Il pratiqua une transplantation de CSM-MO humaines expandues
ex vivo dans la MO de souris immunodéficitaires et retrouva des cellules issues du
donneur dans la MO du receveur et ces cellules ont acquis des phénotypes variés
reconstituant D’intégralit¢ du micro environnement médullaire. Ces phénotypes
comprenaient des péricytes, myofibroblastes, des cellules réticulaires, des ostéocytes et
ostéoblastes et des cellules endothéliales. Il est intéressant de noter que la méme
expérience effectuée par un mode d’administration par perfusion dans le sang
périphérique aboutit & un échec confirmant 1’élimination des CSMs circulantes par les
poumons (Barbash et al 2003). Le mécanisme incriminé est une interaction avec les CSH
par I’expression de N-cadhérine et la production de SDF-1. Les CSMs interagissent avec

les CSH par des mécanismes paracrines impliquant des cytokines (telles que TGFf1, IL-
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6,-7, -8, -11, -12, -14 et -15, le M-et GM-CSF), des molécules d’adhésion inter-cellulaire
(V-CAM1) (Majumdar et al 2000, Prockop 1997). Cette régulation illustre ainsi

I’importance de la niche et du micro environnement dans la fonction des CSMs.

V.4LesMSCsau sein des systemes deréparation tissulaire
Le fait de montrer que des MSCs chez I’adulte étaient capables de multipotence a
profondément modifier le concept des cellules souches. Il a été alors possible de
provoquer des différentiations cellulaires par stimuli. Ce mécanisme, appelé trans
différentiation, a permis le développement de projet de thérapie cellulaire. La trans
différentiation est difficile a mettre en évidence car 1’acquisition de marqueurs cellulaires
n’est pas synonyme de 1’acquisition de la fonction cellulaire. De plus il a ét¢ montré que
les CSMs amélioraient leur plasticité apres altération de leur caryotype suggérant une
acquisition de la multipotence par altération génétique (Jiang et al 2002). Ainsi,
I’exposition prolongée de CSMs au 5-bromo-2’-deoxyuridine, un agent chimique
hautement mutageéne, améliore leur plasticité (Qu et al 2004). L’ensemble de ces données
suggere la plus grande prudence lors de I'utilisation de ce type de cellules en pratique
clinique et suggéere 1’exclusion des cultures cellulaires prolongées pour les applications
cliniques. De nombreuses publications ont voulu démontrer le role bénéfique des CSMs
dans la réparation tissulaire en réponse a un traumatisme ou une maladie. La premiére
fonction réparatrice étudiée fut au niveau de la réparation du squelette aprés mutation
expérimentale ou chez des patients atteints de défaut d’ostéogénese ou de mutation du
collagene I (Horwitz et al 2002). Mais, I’'implication des CSMs dans des réparations

tissulaires variées a ét¢ testée. La perfusion de CSMs a permis d’améliorer la réparation
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tissulaire pulmonaire dans un mod¢le de traumatisme pulmonaire par administration de
bléomycine. Ces cellules se trans différentiaient en pneumocytes de type II (Ortiz et al
2003). Les CSMs ont été utilisées avec succeés comme thérapie dans des modeles
animaux de glomérulonéphrites (Kunter et al 2006), de diabéte (Lee et al 2006), maladie
du greffon contre 1’hote (Ringden et al 2006), d’infarctus du myocarde (Minguell et
Erices 2006). Les mécanismes sont en cours d’exploration.

Toutefois, il a été observé dans une étude clinique que les patients traités bénéficiaient
d’une amélioration de la croissance osseuse, de la densité osseuse malgré un taux tres
faible (<1%) de cellules du donneur au sein des tissus du receveur (Horwitz et al 2002).
La méme observation fut constatée apres perfusion de CSMs humaines dans un modele
d’infarctus du myocarde chez la souris immunodéficitaire ; aucune cellule du donneur ne
fut détectée chez le receveur apreés 3 semaines malgré 1’amélioration de la fonction
cardiaque et du remodelage ventriculaire (Iso et al 2007). Ces données suggerent que les
CSMs pourraient agir principalement par un mode paracrine et I’on sait que les CSMs
sont capables de secréter un large spectre de cytokines. Il pourrait influencer la réparation
tissulaire par de nombreux mécanismes comprenant la stimulation de la prolifération et
de la survie des populations cellulaires endogénes, la stimulation de 1’angiogénése,
I’inhibition de I’inflammation et de la réponse immunitaire, la réduction de 1’apoptose

(Phinney et Prockop 2007).
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VI : Lestraitements actuelsdela maladie artérielle chez I’homme

V1.1. Concept actuel de la plaque athéromateuse: role de I'inflammation et
ses conséquences thérapeutiques
a) 'inflammation dans 1’athérogénése

Alors que les premiers travaux se focalisaient sur le rétrécissement artériel, il est
apparu que les complications de 1’athérome étaient principalement dues a
I’inflammation et a son interaction avec I’accumulation de cholestérol au sein de la

plaque.

- Inflammation et I'initiation de |’ athérogénese.

L’expérimentation animale utilisant des régimes riches en cholestérol a montré qu’une
adhésion de leucocytes a la surface de 1’endothélium apparaissait précocement au cours
de I’athérogénese (Poole et Florey 1958). Une molécule d’adhésion leucocytaire a
émergé comme un acteur essentiel de cette étape, il s’agit de Vascular Cell Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1). En effet, outre sa sélectivit¢ pour les leucocytes, elle est
exprimée par les cellules endothéliales en réponse au régime hypercholestérolémique
dans les zones d’athérome (Cybulsky et Gimbrone 1991). De plus, sa réduction
d’expression dans un modéle de souris induit une réduction de 1’athérome (Li et al 1993).
Associé a VCAM-1, E- et P-selectine interviennent aussi (Dong et al 1998). Le
mécanisme d’induction de ’expression de VCAM-1 semblerait faire intervenir une
activation transcriptionnelle par la voie NF-kB due a des lipoprotéines oxydées et a des
cytokines telles que IL-1B et TNF-a (Collins 2001). De plus, les zones a shear stress

laminaire ont peu d’athérome. Il a été montré qu’un shear stress laminaire stimulait
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I’expression de la NO synthase au sein des CE qui est un inhibiteur de VCAM-1 (De
Caterina et al 1995). Cela suggére que I’inhibition de VCAM-1 pourrait étre un
mécanisme d’athéroprotection.
Apres leur fixation sur I’endothélium, les leucocytes franchissent I’endotéhlium par
diapédése entre les jonctions inter-cellulaires. Ce mécanisme est stimulé par divers
facteurs dont MCP-1. Des études, inhibant I’expression de MCP-1 et de son récepteur
CCR2 dans un modéle murin d’athérome, ont montré une diminution de la formation des
plaques chez les souris mutées (Boring et al 1998). Il en est de méme pour IL-8 qui est
chémo-attractant pour les leucocytes (Boisvert et al 1998).
Une fois intégrés a la paroi artérielle, les leucocytes vont subir une activation pour se
transformer en macrophages. Au cours de cette transformation, les cellules vont exprimer
des récepteurs aux lipoprotéines tels que Scavenger Receptor A (SRA) et CD36. Cette
transformation implique la contribution de facteurs solubles tels que M-CSF. Ce facteur
active I’expression de SRA et CD36 et est exprimé en grande quantit¢ au sein des
athéromes humains et expérimentaux (Clinton et al 1992). L’inhibition d’expression de
M-CSF dans un mode¢le d’athérome chez la souris montre un retard de développement de
la plaque et une baisse du nombre de macrophages (Smith et al 1995). De méme, GM-
CSF a montré son role en améliorant la survie des macrophages et la production de
my¢lopéroxydase qui est une enzyme favorisant I’inflammation via une activation du
stress oxydatif (Sugiyama et al 2001).

- Inflammation dans la progression et les complications de I’ athérome (fig.15)
La vue classique de I’athérome décrivait un rétrécissement progressif de la lumiere

artérielle aboutissant aux ischémies tissulaires. Cette évolution était inéluctable et
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linéaire. La prolifération de CML dans la néo intima favorisée par les macrophages était
la principale explication. Mais des études cliniques utilisant des séries angiographiques
ont montré la rareté de ces sténoses et leur caractere fulgurant (Yokoya et al 1999).

Des ¢études histologiques ont alors montré des ruptures de plaque provoquant la
thrombose in situ et pouvant expliquer ces €volutions par a coups (Davies 1996). Trois
mécanismes ont été¢ évoqués :

- La desquamation de 1’endothélium provoque 1’agrégation plaquettaire et la thrombose.
Au cours de ce mécanisme, une production de médiateurs de 1’inflammation par des
lymphocytes-T pourrait induire I’apoptose des cellules endothéliales et stimuler la
production de MMPs qui lyserait la membrane basale, élément essentiel a 1’organisation
de I’endothélium (Rajavashisth et al 1999).

- La formation de micro vaisseaux peut étre responsable d’hémorragie intra-plaque. Il a
été¢ montré que les cellules inflammatoires secrétent un certain nombre de facteurs pro-
angiogéniques dont le VEGF (Ramos et al 1998). De plus, 1’administration d’anti-
angiogéniques dans un modele expérimental inhibe la formation de micro vaisseaux et
I’évolution des plaques (Moulton et al 1999). Ce point souléve la possibilité d’effet
pervers par stimulation de rupture de plaque lors de I’utilisation des thérapies pro-
angiogéniques.

- Le troisieme a été le plus étudié, c’est la fracture de la coque fibreuse. L’élément
essentiel conférant la stabilité de cette coque est le collagene interstitiel. Il a été montré
que IFN-y inhibait la synthése de collagene par les CML au sein de la média. De plus, les
3 collagénases interstitielles MMP-1, -8, -13 sont fortement exprimées au cours de

I’athérome (Gallis et al 1994, Herman et al 2001). Une fois le clivage initial effectué¢ du
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collagene interstitiel, le catabolisme du collagéne est poursuivi par les gélatinases MMP-
2 et -9 dont la production en grande quantité a ¢été objectivée dans les plaques
athéromateuses (Gallis et al 1994). Des études in vitro ont montré que des cytokines (IL-
1B, TNF-a, CD40L) stimulent la production des MMPs par les macrophages, CE et CML
(Kovanen et al 1995). Ainsi I’augmentation de la collagénolyse au sein de la coque
fibreuse amincirait celle-ci et la rendrait plus fragile au stress hémodynamique. Ceci est
en accord avec le concept de 2 types de plaque, celle qui est stable composée d’une coque

fibreuse épaisse et celle qui est instable composée d’une fine coque.
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Fig.15. Shéma de I’histoire naturelle de la plaque athéromateuse coronarienne
A partir de la paroi normale de I’artére, I’athérogénése évolue par la constitution d’un cceur lipidique associé a la constitution d’une coque fibreuse. Celle-ci
peut étre stable et caractérisée par une coque fibreuse avec une lumiére intacte ou vulnérable et composée d’une fine coque et nombreuses cellules
inflammatoires. Cette plaque vulnérable peut se rompre et provoquer une thrombose se manifestant par une ischémie tissulaire puis cicatriser avec un
rétrécissement luminal séquellaire. Elle peut évoluer vers un stade stable avec ré épaississement de la coque. (Libby P. Nature 2002 ;420 :868-74)
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b) Conséquences de I’inflammation sur la thérapeutique

- Controle des facteurs de risque
Le traitement visant a diminuer le cholestérol a été I’évolution la plus marquante au cours
de ces 50 derniéres années. Mais le controle strict de I’hypercholestérolémie n’est pas
suffisant. D’autres facteurs de risque atypique pourraient étre importants.
On peut citer I’homocystéine, des germes intra-cellulaires tels que Chlamydia
Pneumoniae et le stress oxydatif lié¢ a 1’angiotensine II.
Le syndrome métabolique qui associe obésité, diabéte et hypercholestérolémie est un des
principaux facteurs de risque de 1’athérome. Le tissu adipeux induit I’inflammation et
I’augmentation des triglycérides est accompagnée d’une baisse du HDL-cholestérol. Or
ce dernier stimule la sécrétion d’anti-oxydants tels que la paraoxonase et platelet-
activating factor acetyl hydrolase (Navab et al 1998).

- L’inflammation comme cible thérapeutique
Il est admis de tous que les inhibiteurs de I’hydroxymethylglutaryl Coenzyme A (statines)
ont un rdéle hypolipémiant et non hypolipémiant et donc un effet pleiotrope sur
I’athérome. Ce dernier pourrait €tre principalement anti-inflammatoire par inhibition de
I’adhésion leucocytaire, par inhibition des macrophages, par inhibition des MMPs et du
Facteur Tissulaire (FT) (Aikawa et al 2001). Les statines stimulent aussi ’activit¢ NO
synthase des CE (Laufs et al 1998). Toutefois, 1’effet anti-inflammatoire prépondérant est
controversé. Par exemple, la pravastatine a démontré son effet protecteur vis-a-vis de
I’athérome malgré un effet in vitro nul sur I’inflammation due a sa relative hydrophobie.
D’un autre coté, les statines diminuent les marqueurs de 1’inflammation telle que la CRP

de fagon disproportionnée par rapport a la baisse du cholestérol suggérant un effet anti-
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inflammatoire majeur (Ridker et al 1998). De plus, les statines semblent avoir un effet
pro fibrinolytique direct in vitro sur les CE en inhibant la synthése d’inhibiteur type 1 de
I’activateur du plasminogéne et une stimulation de la syntheése de D’activateur du
plasminogéne. L’ensemble aboutit & une lyse du thrombus éventuel (Bourcier et Libby
2000). En contre partie, un régime hypolipémiant seul aboutit aux mémes résultats dans
un modele d’athérome chez le lapin (Aikawa et al 2002).

De méme, leffet bénéfique des inhibiteurs de [’angiotensine II semble é&tre
principalement du a leurs activité anti-inflammatoire et non a la baisse de pression
artérielle. Ils inhibent la production de VCAM-1 et MCP-1 par les CE et inhibent la
production de IL-6 par les CML (Yusuf et al 2000).

Les agonistes de PPAR-a, utilisés initialement pour diminuer les triglycérides, ont aussi
un role anti-inflammatoire en réduisant I’expression de VCAM-1 et du FT mais aussi en
favorisant I’expression apoAl, principal apoprotéine du HDL (Libby 2001). Cette action
pourrait liée a leur interférence avec NF-kB.

Ces exemples illustrent I’activité anti-inflammatoire prépondérante que jouent certains

traitements athéroprotecteurs.

V1.2. traitements chirurgicaux ou endoprothéses: avantages de |I'approche
endovasculaire

Les traitements actuels des AAA ont pour principe de soustraire la paroi fragilisée
de la contrainte hémodynamique, soit par un remplacement aortique lors d’une
intervention chirurgicale, soit en déployant une prothése par voie endovasculaire

(endoprothése).
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L’AAA se trouve souvent chez les sujets agés porteurs de maladies
cardiovasculaires (hypertention artérielle, maladie coronarienne etc). La chirurgie
conventionnelle des AAA nécessite un clampage total de 1’aorte pesant lourdement sur
I’équilibre hémodynamique chez ces patients fragiles. La mortalit¢ de ce type
d’intervention est de 5 a 10% et est colteuse (Lancet 1998, Allaire et Becquemin 1998).

Les techniques endoprothétiques ont permis de réduire la morbi-mortalité
secondaire au traitement (Lancet 2004), particulierement chez les patients a risque
chirurgical élevé, et de diminuer le colt en réduisant la durée d'hospitalisation
(Becquemin et al 1999). Ce traitement consiste a interposer par voie endovasculaire une
greffe prothétique fixée sur la face luminale de la paroi anévrysmale pour exclure la zone
malade des contraintes hémodynamiques artérielles sans besoin de remplacement de
I’aorte ni de I’abord abdominal, afin de prévenir la rupture (Blum et al 1997). Les limites
de ce traitement sont les indications restreintes par la morphologie de la 1ésion et
I’incidence des fuites entre I’endoprothése et la paroi anévrismale qui atteint 20 a 30%
(étude Eurostar) (Harris 1998). Ces fuites caractérisées par un passage de sang entre la
prothése et la paroi fragilisée exposent le patient a la rupture, obligent a une surveillance
et a une prise en charge longue et coliteuse. L’étude multicentrique francaise pilotée par
le Pr. Becquemin rapportait un taux de réopération endovasculaire chez 23% des patients
en deux ans (Becquemin et al 1999). D’apres le registre européen EUROSTAR, le taux
de rupture d’AAA chez des patients porteurs d’endoprothése est de 1% avec une
mortalité de 65% (41 % de mortalit¢ pour les patients ayant pu é&tre opérés pour la
rupture) (Harris et al 2000). Une intervention chirurgicale de «conversion» est parfois

nécessaire mais celle-ci présente une mortalité¢ de 24% (Harris et al 2000). En effet, les
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mensurations de ’endoprothése sont choisies avant 1’implantation en fonction de la
géométrie de I’anévrysme, 1’adéquation entre le dispositif endovasculaire et la 1ésion
aortique est vite perdue lorsque 1’anévrysme évolue, constituant probablement une cause
majeure d’échecs des endoprothéses par les endofuites. Le conflit entre le vivant et
I’inerte nécessite une nouvelle approche thérapeutique. Si I’anévrysme « vivant » est
laissé en place, il faut le stabiliser en transférant a sa paroi du matériel « vivant ». Les
moyens les plus immédiats que nous explorons pour parvenir a cet objectif sont la

thérapie cellulaire et la thérapie génique, par voie endovasculaire.

VII: Modélisation animale de la pathologie humaine

VI1I.1. Modélisations animales utilisées pour I’ étude sur I'athérome

VIl1.1.1. modéle de la plaque athéromateuse chez la souris: souris

LDLr KO
Les souris sont résistantes a 1’athérosclérose naturellement. Spontanément, 1’athérome
peut apparaitre dans la souche C57BL/6 soumise a un régime riche en cholestérol
composé de 1,25% de cholestérol et 0.5% d’acide cholique. Toutefois cet athérome ne
modélise pas parfaitement la maladie humaine car sa composition et le role toxique du
cholestérol est trop prépondérant. De plus la taille et I’incidence des plaques sont trop
aléatoires (Paigen et al 1985). Toutefois le mod¢le de souris a des avantages. Leurs temps
de reproduction et de gestation sont courts, ce qui permet des études sur un nombre
important d’animaux et elles nécessitent peu de place. L’intérét principal réside dans la
possibilit¢ de manipulation génétique permettant de neutraliser sélectivement certains

genes pour obtenir une souris KO. Le mod¢éle athéromateux le plus étudié et donc le plus
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utilisé est le modele de ApoE-KO mice dans la souche C57BL/6 (Piedrahita et al 1992).
Ce modele de souris est viable et comporte un taux total de cholestérol cinq fois supérieur
a la normale et principalement représenté par les chylomicrons et les VLDL. Ce modele
développe des lésions athéromateuses dont 1’évolution mime I’histoire naturelle de
I’athérome humain. Il existe précocement (<6 semaines de vie) des stries lipidiques
composées principalement de cellules spumeuses et de CML issues de la média. Au dela
de 6 semaines de vie, la plupart des souris ont des Iésions avancées avec cceur nécrotique
composé de cholestérol entouré d’une coque fibreuse et la présence de nombreuses
cellules inflammatoires (Reddick et al 1994). Il n’est pas rare ensuite d’observer des
calcifications au sein de ces athéromes. L’autre similitude avec la maladie humaine est la
présence d’épitopes oxydés sur les macrophages au stade initial puis dans le plasma.
Toutefois, aucun cas de rupture de plaque n’a été observé dans ce modele. Le
désavantage principal de ce modele est 1’absence de controle de 1’initiation de 1’athérome
puisque celui-ci apparait méme sous régime normal.

Ishibashi fut le premier a décrire le modele par neutralisation du géne codant pour le
récepteur au LDL (LDLR-KO) mimant ainsi les formes familiales
d’hypercholestérolémie (Ishibashi et al 1993). Pour un régime normal, ces souris ont une
augmentation modérée du VLDL et LDL cholestérol plasmatique ne permettant pas
I’apparition d’athérosclérose ; soumises a un régime riche en cholestréol comme sus-cité,
le taux de cholestérol plasmatique est multiplié par 6 par rapport au taux basal ( =1500
mg/dl vs. 250 mg/dl respectivement). On constate alors le développement d’un athérome
similaire aux souris apoE-KO et dont I’évolution mime aussi la maladie humaine. Cet

athérome est principalement localis€ a la racine de ’aorte ascendante et sur 1’aorte
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thoracique. L’avantage principal de ce modele est la possibilit¢é d’induire le
développement de I’athérome par modification du régime. C’est pour cette raison que ce
modele fut choisi dans ce travail.
VI11.1.2. modéle de sourisMmp14 KO (Holmbeck et al 1999)
Il est treés vite apparu que les MMPs étaient impliqués dans 1’ensemble des mécanismes
physiologiques ou pathologiques ou la destruction cellulaire était fortement impliquée.
L’étude des MMPs fut transformée par 3 événements majeurs :
e) l’avenement de la suppression élective au niveau génique de
I’expression de MMPs et donc la création de souris n’exprimant pas
les MMPs
f) la découverte des MMPs trans membranaires et leur réle clé dans la
protéolyse péri cellulaire
g) la découverte de nombreuses formes de MMPs
L’ensemble des déficiences en MMPs procure des phénotypes de souris sub normaux
et peu létaux. La déficience en MMP-14 a des conséquences trés séveres sur le
phénotype et le développement de 1’animal principalement caractérisés par des
anomalies du squelette et du tissu conjonctif.
Les fibroblastes cutanés des MMP-14 sont incapables de cliver le collagéne fibrillaire
et sont caractérisés par des inclusions cytoplasmiques de fibre de collagéne
témoignant d’un phénomene de phagocytose pour digérer le collageéne. Ceci explique
le développement rapide pour ce phénotype de fibrose dans tous les tissus. Ce
processus peut s’expliquer par une perte de I’activité collagénolytique des cellules de

souris MMP-14. Ainsi, la baisse de cette activité collagénolytique provoque un

95



phénomeéne de compensation par induction de la phagocytose du collagene. 11 a été
montré aussi la présence d’une activit¢ MMP-2 dans les cultures de cellules issues de
souris MMP-14 KO. Ce fait montre que I’activation de MMP-2 ne dépend pas
uniquement de MMP-14 mais aussi d’autres MMPs trans membranaires comme le
suggerent d’autres études (Pei 1999, Kang et al 2000). Ceci suggere aussi que la perte
de I’activité collagénolytique des cellules issues de MMP-14-KO ne s’explique pas
par une perte de I’activit¢ MMP-2 mais que MMP-14 pourrait avoir un rdle direct de
collagénase. Enfin, il est intéressant de constater que la perte d’une activité
catabolique (activité collagénolytique) altére profondément des fonctions anaboliques
(formation osseuse, croissance) et des fonctions cataboliques (perte de 1’activité
ostéoclastique pour la résorption osseuse).

A la naissance, les nouveaux-nés ont un morphotype normal mais rapidement des
anomalies majeures cranio faciales vont apparaitre dés le 5° jour de naissance
(fig.16). Chez I’homozygote, un retard de croissance et prise de poids vont apparaitre
et ces souris seront rachitiques au sevrage. A 3 semaines, plus de 30% décederont.
Contrairement aux hétérozygotes, les homozygotes n’auront aucune maturité sexuelle
et aucune reproduction. Elles seront caractérisées par une fibrose générale, une perte
de poils et mobilité trés réduite.

L’une des principales caractéristiques de ces souris est une réduction de la croissance
osseuse. Les noyaux d’ossification ne sont pas altérés et la fonction des plaques de
croissance ainsi que leurs formations au cours de la vie embryonnaire ne sont pas

modifiées. Par contre, on constate un retard de formation des centres d’ossification
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secondaires (épiphyses). Ce retard est expliqué par la défaillance de développement et

d’invasion des vaisseaux au sein du cartilage épiphysaire non minéralisé.

Fig.16. Morphotype de souris homozygotes MMP-14 KO
A, B : radios standards de nouveau-né MMP14-KO (A) et contrdle (B). On constate un raccourcissement du museau et un
crane plus bombé chez MMP-14KO (—). C,D :radios standard a 2 mois de MMP14-KO (C) et contrdle (D). On constate un
plus petite taille avec une dysmorphie craniale et une hypercyphose et lordose du rachis (—). E : photo d’une souris MMP-14-
KO a 2 mois. (Holmbeck K, Bianco P, Caterina J, et al. Cell 1999 ;99(1) :81-92)

D’une fagon générale, on constate une ostéopénie de I’ensemble du squelette.
Initialement, Cette ostéopénie est surtout visible aux sites de jonction avec des tissus
conjonctifs tels que les insertions tendineuses, ligamentaires et cartilage articulaire. On
constate une activité¢ ostéoclastique intense a ces sites pour permettre un remodelage

tissulaire. Avec le temps, I’ostopénie est générale. Les ostéoblastes sont observés au sein

d’une MEC ¢épaisse du périoste et ne peuvent migrer en périphérie osseuse pour établir
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une ligne d’ossification suggérant un déficit de la protéolyse péri cellulaire pour

permettre cette migration. Avec 1’age, lorsque la lyse osseuse dépasse la formation

osseuse, on observe méme une perte de la masse osseuse.
On constate aussi une atteinte des articulations caractérisée par une activité
ostéoclastique trés intense avec accumulation de cellules TRAP (Tartrate Resistant
Acid Phosphatase) positives au niveau des insertions ligamentaires pour permettre un
remodelage tissulaire, il existe une hyper prolifération et une fibrose des ligaments et
de la synovi. Ces constatations histologiques miment une maladie rhumatoide avec
présence de cellules géantes ressemblant aux ostéoclastes.
De méme, elles développent une fibrose avec une résorption extensive de I’os
alvéolaire en adaptation avec la défaillance de remodelage des ligaments et de
I’interface os-ligament au niveau du tissu péri odontal. Il en résulte une non €ruption
des molaires qui restent dans les machoires (Beertsen et al 2002). Par contre, le
développement des incisives est normal suggérant une maturation des incisives
indépendante de MMP-14.
La dysmorphie cranio faciale de ces souris est caractéristique. On constate la présence
du cartilage embryonnaire sur I’ensemble des os du crane chez ces souris. A 1’état
normal, ce cartilage disparait dans les 10 premiers jours apres la naissance permettant
une calcification et une résorption osseuse. Il en résulte que les adultes ont une
structure de crane embryonnaire. Le mécanisme est principalement une absence de
clivage du collagéne de ce cartilage car la résorption des protéoglycans du cartilage
est normale chez ces souris. Il en résulte une atteinte du remodelage des sutures

craniennes expliquant le morphotype typique avec un museau plus court, un crane en
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dome et des yeux exorbités. A 1’age adulte, les souris MMP-14 KO ont un crane
fibrosé sans ossification.

Il en résulte que ce phénotype particulier est la conséquence de la perte de 1’activité
collagénolytique. Le remodelage du collagéne au cours de la vie embryonnaire est
indépendant de MMP-14. L’activité collagénolytique atteinte est localisée au tissu
non minéralisé ce qui suggere que I’activité ostéoclastique est indépendante de MMP-
14.

Notre étude aurait nécessiter la génération de souris double mutante Ldlr-KO/MMP-
14-KO, ce qui est impossible vu ’absence de reproduction des souris homozygotes
MMP-14-KO. Nous avons donc contourné le probléme en effectuant une
reconstitution de MO de souris Ldlr-KO aprées irradiation 1étale par des cellules de
MO issues de souris MMP-14-KO. Ainsi dans ces souris, les cellules issues de MO,
dont les monocytes-macrophages n’exprimaient pas MMP14-KO. On induisait alors
I’athérome par un régime riche en cholestérol. Il est évident que ce travail supposait
que les monocytes/macrophages étaient la principale source de MMP-14 au cours de

I’athérome.

VI11.2: Modédlisation d’AAA
VI11.2.1 Modele anévrysmal chez lerat
Les recherches expérimentales et les modeles animaux ont permis de faire
progresser la compréhension de la physiopathologie des AAA, de la croissance du
diametre et de la rupture, en vue de développement de nouveaux traitements. Il existe

plusieurs mode¢les anévrysmaux chez le rat, dont le plus connu est celui par la perfusion
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d’¢élastase sur I’aorte (Anidjar et al 1990). Apres la perfusion d’élastase, 1’anévrysme se
développe entre J2 et J3, et continue de croitre jusqu’a J4-J5, puis tend a se stabiliser.
Cette modélisation de la dégénérescence anévrysmale d’origine d’une paroi aortique
native a permis ’essor de I’étude du role des protéases dans les AAA. Pourtant il y a
quelques limites dans ce modéle. La détermination de la dose d’élastase est parfois
difficile avec le taux de reproductivité autour de 50-60%. La perfusion d’¢élastase in vivo
induit I’afflux de nombreux polynucléaires neutrophiles (PMN) dans la paroi aortique
(Halpern et al 1994), alors que les 1ésions anévrysmales contiennent peu de PMN en
dehors du thrombus. L’expression des MMP dans ces tissus riches en PMN est
probablement peu représentative de ce qui se passe dans I’AAA chez I’humain. D’autre
part, ’augmentation du diametre est trés rapide et variable, ce qui limite I’utilisation de
ce modele pour de réels essais thérapeutiques. Enfin, il s’agissait d’un modele de
transformation d’artéres normales en anévrysmes, permettant de tester des traitements
préventifs, et non pas curatifs. La structure que doit acquérir une paroi initialement
anévrysmale pour étre a nouveau capable de soutenir la contrainte hémodynamique, est
inconnue. La principale difficulté tient au fait qu’aucun mod¢le animal ne reproduisait la
croissance du diametre d’un anévrysme déja constitué¢, comme c’est le cas chez les
patients cliniques, alors que de nombreux mode¢les reproduisaient la transformation d’une
artére « saine» en un anévrysme. Faute de modéele d’aggravation d’anévrysmes déja
constitués chez 1’animal, aucune donnée expérimentale ne répondait a cette question
centrale.

Nous avons solutionné ce probléme par la création d’un premier modele qui permet de

tester une thérapie génique ou thérapie cellulaire sur un critére cliniquement pertinent
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qu’est I’augmentation du diameétre de I’anévrysme déja constitué. Ce modele d’AAA
(Figure 17) est fait par la xénogreffe aortique en greffant chez le rat une aorte d’origine
de cobaye décellularisée par un détergent, dodécyl sulfate de sodium (SDS) (Allaire et al
1994). Deux semaines apreés la xénogreffe, quasi 100% des greffons sont devenus
anévrysmaux avec un diametre augmenté de plus de 50%. En effet, les cellules de la
paroi aortique dans cette combinaison discordante de xénogreffe doivent étre rejetées de

maniére sur-aigué€, en quelques heures (Allaire et al 1996).
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Figure 17 : Modeéle d’AAA par xénogreffe aortique chez le rat
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La décellularisation simplifie I’interprétation des données expérimentales et rend aisé
I’ensemencement des cellules sur la face luminale pour la prochaine thérapie cellulaire. A
cause du rejet chronique du rat contre la MEC d’aorte de cobaye, le réseau d’¢lastine de
la média subit des altérations profondes et est ensuite détruit. On trouve la média envahie
par un infiltrat composé de 80% de monocytes-macrophages et de 10% de lymphocytes T
avec de I’¢lastine détruite, comme dans I’AAA humain. Les activités gélatinolytiques et
¢lastasiques (MMP-9 et MMP-12), et de MMP-3 (stomélysine dont les substrats sont le
collageéne de type IV et la fibronectine) sont augmentées dans la paroi de la greffe, ainsi
que ’activité t-PA et u-PA.

Ce modéle xénogreffique d’AAA présente plusieurs critéres communs avec la maladie
humaine (tableau 2).

Basés sur I’effet « reconnaissance » du systéme immunitaire des receveurs, les
greffons se rompent quelques jours aprés la xénogreffe si ’on pré-immunise les rats
receveurs par de la MEC des cobayes (donneurs). Sans cette pré-immunisation, les AAA
persistent sans rupture jusqu’a un an.

Ce modele anévrysmal nous offre une potentialité de croissance suffisante pour permettre
de tester I’impact de facteurs biologiques sur le critere du diameétre (Allaire et al 2004).
Ces lésions anévrysmales présentent des altérations séveres des MEC, une infiltration
inflammatoire pariétale, des activités protéolytiques importantes et une néoangiogénese
considérable. Elles évoluent constamment vers l’aggravation, marquée sur le plan
structural par un accroissement significatif du diametre aortique jusqu’a 2 mois apres la

greffe.

102



AAA humain Xénogreffe Elastase

Rupture + + -
Potentiel de croissance' + + -
Déplétion CML + + +
Angiogénese adventitielle + + ?
Thrombus luminal + + T
Macrophages, Lymphocytes T et | + + +
B

Polynucléaires 2 3 T
Immunoglobulines + + T
MMP* + n n
Voie de la plasmine5 + + ?

' Croissance suffisamment lente pour permettre d’étudier I’impact d’un traitement sur
I’évolution de la maladie

% Absents dans la paroi des AAA non rompus, non étudiés dans les AAA rompus

3 Sauf dans la rupture aprés pré-immunisation

* MMP-1,2,3,9, 12

> uPA, tPA, Plasmine

?: Non documenté

Tableau 2 : Caractéristiques comparées de la maladie anévrysmale humaine et de deux

modéles
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Cette relative lenteur de la croissance du diamétre par rapport a d’autres modéles
animaux permet d’effectuer des interventions biologiques visant a stabiliser la 1€sion au
cours d’une ré-intervention 2 semaines aprés la greffe, le moment ou les AAA se sont
développés et vont continuer a croitre. D’autre part, I’anévrysme se développant
seulement au niveau de la xénogreffe, la topographie de la zone a traiter est parfaitement
accessible chirurgicalement et prédictible a 100%. Les rats transplantés peuvent étre
réopérés, 1’anévrysme exclu de la circulation, ce qui permet plusieurs manipulations
biologiques (ensemencement des cellules, perfusion de suspensions virales etc.).

Nous avons mis au point des techniques de réabord chirurgical et/ou
endovasculaire de ces Iésions pour réaliser des thérapies cellulaires et géniques (figure
18). La zone anévrysmale est isolée par le clampage aortique. La délivrance des agents
biologiques solubles est effectuée par un cathéter sous contrdle de la pression grace a un
manometre connecté. Apres le traitement, les agents résiduels sont doucement rincés et
I’artérotomie permettant [’introduction du cathéter est fermée par des points
microchirurgicaux. Le déclampage permet le rétablissement immédiat du flux sanguin et
le diametre externe de ’AAA est mesuré sous le microscope. Ce modele xénogreffique

d’AAA chez le rat permet donc de tester de véritables hypothéses thérapeutiques sur des

critéres utilisés en clinique humaine.
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Figure 18 : Systéme de transmission endovasculaire pour les thérapeutiques biologiques

des AAA chez le rat

VI11.2.2 Modéle de culturein vitro d’organes humains

Il n’existait aucun mod¢le animal qui reproduit tous les aspects de la maladie
anévrysmale humaine. Chaque mod¢le explore un nombre discret d’aspects clinico-
biologiques. Le modéle murin nous permet de tester la validit¢ de concepts
thérapeutiques, telle que I’induction d’une cicatrisation des artérites inflammatoires, par

thérapie cellulaire ou génique. La durée d’observation de la Iésion apres le traitement est
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suffisamment importante pour étudier D’efficacité du traitement selon des criteres
cliniquement pertinents comme 1’accroissement de diamétre, ou le contenu en ¢€lastine ou
en collagene.

Cependant, la biologie des xénogreffes artérielles, si elle reproduit de nombreux
traits de la maladie humaine, en est bien distincte. L’étiologie de 1’augmentation
d’infiltration des cellules inflammatoires et des activités des MMP dans la paroi
anévrysmale est mal connue. Ce n’est évidemment pas dii a I’'immunogénicité des MEC
d’origine des xénogreffes chez I’homme. Pour pallier cette limitation, nous avons
développé un modele de culture organotypique in vitro, avec des fragments d’anévrysmes
humains prélevés lors d’interventions chirurgicales électives.

L’approche de culture d’organe in vitro permet de contourner des inconvénients
posés par les recherches in vivo chez 1’animal. Elle peut simplifier les interactions en
supprimant de nombreux acteurs telles que les cellules inflammatoires circulantes, la
contrainte hémodynamique. Elle permet aussi de déterminer a volonté la concentration
d’une drogue. La culture in vitro peut donner des idées pour de futures approches in vivo,
de méme qu’elle permet de tester les résultats obtenus par les études expérimentales chez
I’animal. Enfin, la culture organotypique permet de pallier en partie la carence
physiopathologique de la modélisation animale.

On a, ainsi, mesuré I’expression de MMP-9 dans le surnagent aprés mise en
culture de fragments de AAA humains seuls, avec des CML ou des CSMs. Cette
manipulation nous a permis de tester si la présence d’un type cellulaire modifiait ou non
le profil d’expression d’'une MMP indicatrice de I’activité protéolytique, ici MMP-9, par

I’AAA.
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VIII. Thérapiecelulaire pour lesAAA expérimentaux

VIIl.1.1 Interétsdes CML pour lathérapie celulaire desAAA

Bien que la formation des AAA soit principalement due a la dégradation
excessive des MEC par les protéases, ces protéases sont principalement d’origine
cellulaire. Les monocytes-macrophages dans la paroi, les polynucleaires neutrophiles
dans le thrombus sont les sources capitales des MMP (Newman et al 1994, Fontaine et al
2002). Par rapport a la maladie athérosclérotique, ’AAA se caractérise par une pénurie
des cellules musculaires lisses (CML) dans la média de la paroi artérielle (Thompson et al
1996). Le role et la conséquence de cette diminution des CML ne sont pas complétement
connus.

On connait trois grandes contributions des CML a la biologie de la paroi
vasculaire : la synthése de matrice extracellulaire (MEC), la vasoconstriction et la
réponse pariétale aux traumatismes (Schwartz et al 1995). L’activité de synthése des
CML est observée au cours de 1’angiogenese, de 1’adaptation de la paroi vasculaire au
flux artériel, dans la constitution des lésions d’athérosclérose et en réponse aux lésions
physiques. La vasoconstriction participe a la régulation du débit sanguin par le réseau
artériel résistif et module les propriétés mécaniques de la paroi des artéres de gros
diamétre. Les CML au niveau de la paroi anévrysmale présentent un phénotype
apoptotique et ces mémes CML mises en culture rentrent aussi en apoptose (Lopez-
Candales et al 1997). Il a été montré que la média des AAA associée a 1’athérosclérose

avait une densité en CML moins importante que la média des aortes normales, ou que la
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média des aortes porteuses de lésions sténosantes (Freestone et al 1995). L’examen des
picces d’athérectomies des plaques coronariennes humaines montre que les Iésions
associées a un angor instable contiennent moins de CML que les lésions associées a un
angor stable (Bauriedel et al 1997). Ces observations indiquent une relation entre la
disparition des cellules musculaires lisses et la dégradation de la matrice extracellulaire
artérielle.

Le mécanisme entre la diminution focale des CML et la dégradation de la MEC
est inconnu. Il semble que la disparition des CML empéche la consolidation locale de la
paroi artérielle par la synthese et le dépdt de la matrice extracellulaire (Holmes et al
1996). Nous pensons que la disparition des CML conduit a une vulnérabilité accrue de la
MEC a I’'inflammation et a la protéolyse. Les CML sont également le principal fabricant
des MEC, notamment les collagénes (Barnes 1985), qui participent a la réparation de la
paroi aortique dégradée. En plus, les CML induisent du TIMP-1 par intermédiaire de
TGF-B1 (Douillet at al 2000). La diminution des CML médiales provoque donc une
diminution de la quantité d’antiprotéases et de cicatrication par néosynthese de MEC lors
d’'un AAA.

Une étude par les xénogreffes artérielles dans la combinaison hamster sur rat
suggérait que la protéolyse, I’inflammation et les CML dans la média ne coexistaient pas
(Allaire et al 1996). L’infiltrat inflammatoire ne progresse dans la média de ces
xénogreffes que dans les zones ou les CML ont été détruites par le rejet.
L’ensemencement des CML dans I’AAA (Allaire, Hasenstab et al 1998) s’est
accompagné d’une diminution de la dégradation d’élastine dans la média. La

conséquence a €té I’absence du développement anévrysmal des xénogreffes implantées
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aux rats non préimmunisés, et la diminution du taux de rupture de 100 a 50% des
xénogreffes implantées aux rats préimmunisés. Ces résultats suggerent que la présence
des CML dans la paroi artérielle protege la MEC. L’absence des CML dans les zones
fragilisées par la protéolyse serait un éveénement clé qui détermine I’extension de
I’inflammation dans la paroi, et la destruction accrue de la MEC. La premicre étape de la
formation et la rupture des AAA pourrait étre la mort des CML dans la média.

Ces observations suggerent également que la cicatrisation des 1ésions artérielles
inflammatoires séveres peut étre induite. L’identification des molécules sécrétées par les
CML dans ces modeles devrait permettre d’envisager de nouvelles stratégies

thérapeutiques visant a stabiliser la dégradation de la MEC des AAA.

VIIN1.1.2. La stabilisation d’AAA chez lerat par |’ensemencement des CML
syngéniques par voie endovasculaire

L’anévrysme est une maladie secondaire a I’infiltration accrue des cellules
inflammatoires et a la dégradation excessive de la matrice extracellulaire (MEC) par les
protéases (dont les MMP) dans la paroi artérielle. L’empéchement de cette procédure de
destruction des MEC et/ou 1’association de la réparation des MEC dégradées
permettraient un traitement alternatif des AAA autre que la chirurgie et 1’endoprothése.
La voie endovasculaire, du fait de sa sécurité et de son efficacité, peut étre la voie de
choix pour cette stratégie thérapeutique. De nombreuses études expérimentales ont réussi
a inhiber 1’évolution d’une aorte normale vers un AAA (MacSweeney 1994 et al, Allaire

et al 1994), mais il n’y avait pas de recherche visant a stabiliser 1’évolution d’'un AAA
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expérimental déja constitué, comme c’est le cas chez les patients que 1’on rencontre dans
la clinique.

Dans la mesure ou les cellules musculaires lisses sont la source principale de la
syntheése de la matrice extracellulaire de la paroi artérielle et que la pénurie des CML
médiales est une caractéristique spéciale de la maladie anévrysmale, nous avions pensé
que I’ensemencement des CML par voie endovasculaire pourrait avoir un effet bénéfique
pour la réparation de la dégénérescence artérielle et permettrait la stabilisation du
diamétre d’AAA.

Dans notre laboratoire, nous avons essay¢ une thérapie cellulaire sur le modele
xénogreffique d’AAA déja constitué chez le rat, dont le diamétre continue a croitre
(Allaire et al 2004). Par voie endovasculaire, nous avons ensemencé les cellules
musculaires lisses syngéniques dans la lumic¢re des AAA constitués. Les rats du groupe
témoin recevaient du milieu de culture sans cellule dans la méme condition.

Deux mois apres I’ensemencement des CML syngéniques, le diametre des AAA
chez le rat est significativement stabilisé par rapport au groupe contrdle. Une diminution
d’infiltration des monocytes-macrophages, une décroissance des ARNm des MMP
(MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12) et une diminution de I’activit¢ de
gélatinase de MMP-9 ont été trouvées 7 jours apres 1’ensemencement des CML. Une
augmentation de ARNm codant pour TIMP-1 et TIMP-3 est observée au niveau intimal
chez les rats ensemensés, accompagnée d’une augmentation de ARNm codant pour
collagenes type I et III. L’aspect histologique des vaisseaux 2 mois apres le traitement
montre qu’il existe une reconstruction pariétale endoluminale de la paroi anévrysmale,

avec les CML qui forment une néomédia riche en collagéne, recouverte de cellules
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endothéliales dont la provenance est inconnue (cellules souches circulantes, cellules
endothéliales de la paroi aortique adjacente ?).

Ces résultats montrent que la thérapie cellulaire par ensemencement des CML
syngéniques peut participer a la cicatrisation de la paroi anévrysmale en stabilisant la
croissance du diameétre par I’inhibition de 1’activit¢ des MMP et de D'infiltration des
macrophages, I’induction des inhibiteurs des protéases et 1’augmentation de la synthése
des collagénes. Notre étude montre qu’une thérapie cellulaire courte peut obtenir son
effet thérapeutique pendant une période relativement longue (2 mois). Dans cette étude,
du fait de leur localisation endoluminale, les CML infusées subissaient une force radiale
et répondaient a cette force par une prolifération, une hypertrophie et une synthése de
matrice extracellulaire et d’anti-protéases (O’Clallaghan 2000). Ces constatations nous
ont conduit a interpréter ’effet de la thérapie cellulaire comme étant un effet cicatriciel
sur la paroi, dans le sens structural du terme (néoparoi), et dans le sens fonctionnel, la
paroi ainsi traitée sans matériel prothétique est capable de supporter la contrainte
hémodynamique sans se dilater davantage. Cette cicatrisation est le résultat de deux
phénomenes, la reconstruction pariétale induite par les CML, et la modification de la
biologie de la paroi anévrysmale en périphérie des CML selon un mécanisme paracrine

(Figure 19, cf. infra).
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Figure 19: la stabilisation des AAA par thérapie cellulaire endovasculaire résulte de deux
mécanismes principaux : la construction d’une néo paroi endovasculaire, et une
modification de I’expression génique dans la paroi anévrysmale, par des sécrétions
paracrines des cellules ensemencées.

Toutefois dans la perspective d’une application clinique, I’utilisation de CML autologues
est impossible chez ’Homme du fait de la difficult¢ de prélevement et de la faible
quantité¢ de cellules obtenues. C’est pourquoi, I'utilisation d’autres types cellulaires est
indispensable. C’est dans cet optique que nous avons choisi de tester les CSMs dans notre

modéle.
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I X : présentation du projet dethése

IX.1. Intérét de la compréhension physiopathologique de la rupture de
plaque athéromateuse localisée au coronaire

L’imagerie médicale et les études autopsiques semblent avoir clairement établi que la
plupart des déces par Syndrome Coronarien Aigu (SCA) était secondaire a une thrombose
sur rupture de plaque (Davies et al 1996) (fig.20). Les autres causes de thrombose telles

que I’hémorragie sous plaque et I’érosion de I’endothélium sont minoritaires.

Fig. 20. Preuve histologique d’une thrombose d’artére coronaire sur rupture

de plaque

A. Coloration au trichrome de Masson montrant une thrombose luminale avec une coque fibreuse fine entourant
un ceeur lipidique. B : grossissement de la zone * en A. (Hansson GK. N Engl J Med 2000 : 352 :1685-95)

Le mécanisme de cette thrombose peut s’expliquer par une agrégation plaquettaire
provoquée par les fibres de collagéne et par 1’activation de la coagulation par le Facteur
Tissulaire (FT) produit par les macrophages et les CML. La rupture de plaque apparait

donc comme une phase solide de ce stimulus de la coagulation et de la thrombose.
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On retrouve aussi une phase liquide. L’inhibiteur de 1’activateur du Plasminogéne (PAI-
1) est I’agent fibrinolytique physiologique empéchant la formation de thrombus a la
surface de I’endothélium. Ce PAI-1 est augmenté chez les obeses, les diabétiques et est
stimulé par certains médiateurs de HTA telle que I’angiotensine II (Vaughan 2003). Ce
mécanisme suggere donc une activité thrombotique accrue avec augmentation de PAI-1
comme effet compensateur. Il est a noter que la rupture de plaque pourrait provoquer
aussi des micro thromboses d’aval par micro embols et pourrait expliquer le phénoméne
« no-reflow » fréquemment observé dans ce contexte (Topol 2000).

Finalement, la notion de plaque instable semble étre une réalité et challenge les
thérapeutiques conventionnelles telles que les revascularisations chirurgicales et
endovasculaires des coronaires qui n’effectuent qu’une correction locale de la
vascularisation myocardique. En effet, méme si ’ischémie est localisée, les études
angiographiques et par échographie endovasculaire, ont montré que la plupart des
patients ayant eu un SCA présentent plus d’une plaque ulcérée (Rioufol et al 2002,
Asakura et al 2001). De plus, certaines Iésions instables ne présentent pas de
rétrécissement et ne sont pas détectables en angiographie (Libby 2005). L’ensemble de
ces données montrent que le SCA est le révélateur d’une atteinte diffuse de I’arbre
artériel qui dépasse le simple événement local révélateur de la maladie athéromateuse.
Ainsi, les objectifs des thérapies a instaurer ont pour mission de limiter la phase aigué¢ du
SCA puis de stabiliser la Iésion coupable.

Le but initial est donc de limiter la perte des cardiomyocytes en limitant la thrombose. A
I’heure actuelle, les thérapeutiques utilisent une association d’aspirine, de clopidogrel et

I’administration intra-veineuse d’antagonistes de glycoprotéines IIb/Illa. Les futurs anti-
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agrégants pourraient bloquer de fagon plus compléte les récepteurs ADP P2Y, et P2Y; et
aussi inhiber le complexe glycoprotéine Ib/IX-facteur van Willebrand qui est un
médiateur de 1’adhésion et de I’agrégation plaquettaire pour des shear stress élevés.
Outre I’inhibition de la formation du thrombus, I’effet inhibiteur sur les plaquettes
pourrait permettre de faire baisser la sécrétion de pro-inflammatoires et briser ainsi le lien
entre thrombose et inflammation. De plus, les anti-thrombotiques en développement ont
aussi une activité inhibitrice sur la thrombine, le facteur Xa et sur le complexe FT-facteur
Vlla qui est un précurseur du thrombus.

L’utilisation de traitements anti-inflammatoires est aussi une voie de développement. Les
statines ont déja montré leur réle bénéfique sur I’athérosclérose en limitant le cholestérol
mais aussi par un effet indépendant du cholestérol qui semble étre en grande partie
représenté par une activité anti-inflammatoire (Cannon et al 2004). D’autres sont a
I’¢tude dont des inhibiteurs de la cyclo-oxygénase-2 ou du récepteur au thromboxane qui
ont montré des résultats encourageants (Cayatte AJ 2000). D’un autre coté, des essais
cliniques de phase II utilisant des anti-inflammatoires ont échoué¢ a montrer un bénéfice
au cours d’'un SCA (Azar et al 2000, Baran et al 2001). Le Pexelizumad est anti-corps
monoclonal contre C5. L’utilisation de cette drogue en complément d’une angioplastie,
au cours de I’essai COMMA, n’a pas réduit la taille de I’infarctus mais a amélioré la
mortalité et la survenue de choc cardiogénique (Granger et al 2003). Cette dissociation
suggere que le complément via I’inflammation intervient dans la morbi-mortalité¢ au
cours d’un SCA. C5a est une puissante anaphylotoxine impliqué dans le recrutement
leucocytaire et I’expression de cytokines, NO synthase et de C5b, stimulateur d’apoptose

cellulaire. Ces résultats sont compatibles avec I’é¢tude SHOCK (Hochman 2003) qui
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montre que la mortalit¢ des patients en choc cardiogénique est indépendante de
I’hémodynamique et conforte I’importance de 1I’inflammation dans les SCA.

Les autres traitements a 1’étude sont les inhibiteurs de MMPs pour permettre une
stabilisation de la plaque et éviter la rupture de la plaque. Toutefois, les substrats étendus
des MMPs en rendent leur inhibition difficile et se pose le probléme de la tolérance
systémique des inhibiteurs des MMPs. Ainsi, 1’identification de MMPs clés dans les
¢tapes initiales du catabolisme du collagéne est fondamentale. De plus, I’identification de
MMPs spécifiques de ’activité collagénolytique au sein des plaques athéromateuses
permettrait une visualisation des plaques a risque par une imagerie fonctionnelle utilisant

des substrats spécifiques de ces MMPs.

IX.2. Inté&rét de thérapeutiques biologiques utilisant une déivrance

endovasculaire
Les traitements biologiques offrent de potentiels intéréts pour le traitement des maladies
cardio-vasculaires parmi lesquels deux méthodes, la thérapie cellulaire et la thérapie
génique, ont été étudiées avec pour chacune des études cliniques (Symes 2001, Alexander
et al 1999, Tomita et al 1999). La diminution de la morbi-mortalité du traitement des
AAA par I’endoprothése en vue de délivrance du matériel thérapeutique fait de la voie
endovasculaire une voie logique pour les traitements biologiques. La voie endovasculaire
est simple, efficace et sire (Arko et al 2002). Un petit abord au niveau de D’artere
fémorale suffit pour introduire 1’endoprothése sans besoin de grande incision abdominale,

avec éventuellement une simple anesthésie locale.
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Les observations cliniques ont montré que les AAA peuvent rester stables pendant
une longue période. Les patients porteurs de petits AAA sont surveillés jusqu’a ce que le
diamétre d’AAA atteigne plus de 5 cm et qu’une opération soit proposée. Le mécanisme
de I’évolution d'un AAA constitu¢ vers la rupture n’est pas tout a fait élucidé.
L’infiltration inflammatoire et la dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire
de la paroi aortique jouent sans doute le role capital (Ernst 1993, Dollery et al 1995,
Allaire et Becquemin 1998). Si I’on pouvait diminuer cette infiltration inflammatoire et
I’activité des protéases par thérapeutique biologique, et/ou favoriser la restructuration de
la paroi anévrysmale, on pourrait stabiliser, ou méme faire regresser I’AAA sans
traitement instrumental. Nous explorons donc la faisabilité d’un principe de traitement
autre que la chirurgie ou I’endoprothese, basé sur la modification de la biologie de la
paroi anévrysmale par le transfert endovasculaire de génes ou par I’ensemencement de
cellules. A notre connaissance, il n’existait aucune étude de thérapie cellulaire ou génique
pour le traitement des AAA visant a stabiliser le diametre de Iésions expérimentales
constituées.

Quelle doit étre la voie d’administration des thérapeutiques biologiques des AAA,
générale ou locale ? En vue de futures applications cliniques, cette thérapeutique doit
moduler de manicre efficace le remodelage de la paroi artérielle sans perturber
I’homéostasie des autres organes. L’infiltration inflammatoire des tissus est une partie
indispensable du systéme de défense contre les infections (Levy 1996), tandis que les
cytokines jouent aussi un role important dans la prolifération, la différentiation et la
migration des cellules et sont indispensables au renouvellement tissulaire (Saito 2001).

L’application générale des matériaux biologiques qui inhibent I’activité des protéases
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pourrait avoir des effets indésirables. La délivrance d’un agent pharmacologique par voie
générale pour inhiber les activités protéolytiques avec diminution de MMP-3 a résulté en
une progression plus rapide de la sténose coronarienne qui est présente chez 40-50% des
patients (Ye et al 1996), ce qui montre qu’une inhibition forte systémique de la
protéolyse qui serait nécessaire pour stabiliser les AAA, est inutilisable en pratique
clinique. En revanche, I’application locale d’agents thérapeutiques permet d’obtenir une
concentration plus élevée sur la zone ciblée sans atteindre les autres organes. La voie
endovasculaire, par sa moindre morbidité, serait une solution utile pour le traitement
biologique. La zone aortique anévrysmale peut étre isolée du flux sanguin par un systéme
de double-ballons monté sur catheter (les deux ballons sont gonflés sur les zones
« saines » pariétales aux deux extrémités de I’AAA pour isoler celui-ci du flux sanguin).
Le matériel thérapeutique peut ainsi étre injecté au contact de la paroi anévrysmale sous
le controle de la pression afin de ne pas fragiliser la paroi par une force mécanique
excessive. Apres le traitement, les agents thérapeutiques résiduels peuvent étre rincés par
catheter et le flux sanguin réétabli immédiatement aprés le dégonflement des ballons.

La dégradation de la matrice extracellulaire de la paroi va favoriser la diffusion
des agents biologiques et/ou les cytokines de la lumicre aortique vers 1’adventice de
fagon centrifuge (Losy et al 2003, Allaire et al 1998). Les vaisseaux sanguins sont des
sites favorables pour la thérapie génique grace a leur accessibilité et au fait que pour la
plupart des désordres cardio-vasculaires, une expression temporaire du gene transféré
pourrait suffire pour avoir des effets biologiques durables (Alexander et al 1999).

Notre travail est fondé sur plusieurs postulats :
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1). un traitement par transfert de matériel biologique permet de s’affranchir des conflits
entre I’anévrysme vivant et les endoprothéses inertes,

2). un seul traitement induisant d’importantes modifications de la biologie des AAA peut
stabiliser des aortes dilatées soumises aux contraintes hémodynamiques artérielles,

3). I’agent thérapeutique doit €tre délivré localement pour limiter les effets indésirables et
permettre un développement clinique,

4). la délivrance doit étre par voie endovasculaire pour que la morbi-mortalité soit

inférieure a celle de la chirurgie.

IX.3. Lesabjectifsdu travail

Les objectifs de ce travail ont été :
1) de montrer le role collagénolytique in vivo de MMP-14 dans un modéle murin
d’athérome et illustrer un exemple de destruction matricielle au cours du

remodelage artériel

2) d’étudier l’effet de la perfusion endoluminale de CSMs dans un modéle

d’anévrysme par xénogreffe et illustrer un exemple de reconstruction tissulaire au

cours du remodelage artériel.
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PRESENTATION DESTRAVAUX-ARTICLES

I. mise en évidence du role collagénolytique de Mmp14 dans un modéle d’athérome
chez la souris

a. Article
Matrix Metalloproteinase-14 Deficiency in Bone Marrow Derived Cells Promotes
Collagen Accumulation in Mouse Ather osclerotic Plaques
Schneider F, Sukhova G, Aikawa M, Canner J, Gerdes N, Tang T, Shi GP, Apte S, Libby
P.
Circulation 2008 ;117 :931-39
Introduction : Le rdle structural du collagéne interstitiel est primordial au sein des arteres.
Méme si des travaux in vitro ont suggéré un role collagénolytique de la métalloprotéase
trans membranaire MMP-14(MT1-MMP), les preuves in vivo d’une telle activité

manquent.

, , ;s , . AN . .
Méthodes et résultats: A cause du décés précoce des souris Mmp14™ a 3 semaines de vie,

nous avons reconstitué¢ la moélle osseuse de souris Ldlr” irradiées léthalement par des
cellules de moélle osseuse issues de souris Mmpl4”™ ou Mmpl4™*. Dans les deux
groupes, les analyses histologiques de la racine aortique ont révélé une similitude de la
taille des plaques athéromateuses, et du contenu cellulaire (macrophages et Cellules
Musculaires Lisses) aprés 8 semaines et 16 semaines de régime riche en cholestérol.
Cependant, & 16 semaines, les plaques des souris Ldlr” reconstituées avec des cellules de
moélle osseuse issues de Mmpl4” (n=12) contenaient significativement plus de
collagéne interstitiel que celles reconstituées avec Mmp14™" (n=14 ; p<0,05). In vitro, les
macrophages différentiés a partir de la moélle osseuse de souris Mmpl4™ avaient
significativement moins d’activité collagénolytique que ceux isolés a partir des souris

Mmp14** & I’état basal et aprés stimulation par TNFa(p<0,05). L’analyse par Western et
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blot et enzymographie sur gélatine d’extraits aortiques a montré que le déficit en MMP14
était associ¢ avec une diminution de I’activation de pro-MMP13 mais n’avait pas d’effet
ni sur ’activation de pro-MMP-2, ni sur I’activation de pro-MMPS.

Conclusion : MMP14 exprimé par les cellules issues de la moélle osseuse peut influencer
le contenu en collagéne fibrillaire de la plaque athéromateuse chez la souris, ¢lément

critique de la stabilité de la plaque athéromateuse.

b. Discussion

Cette ¢étude démontre que MMP-14 influence le contenu en collagéne de la plaque
athéromateuse chez la souris. De plus, ’activité collagénolytique de MMP-14 au sein de
la plaque est principalement liée aux cellules issues de la moélle osseuse. L’absence de
différence en terme de taille de plaque entre les deux groupes montre que 1’expression de
MMP-14 n’est pas indispensable a la mobilisation et au recrutement des cellules issues de
la moélle osseuse au cours du remodelage pariétal de la plaque contrairement 8 MMP-9.
En effet, une étude a montré que MMP-9 ¢tait indispensable pour la mobilisation et la
repopulation des cellules souches de la moélle osseuse ; cette action s’effectuait via la
stimulation de la sécrétion de la forme soluble Kit-ligand (sKitl) (Heissig et al 2002).

Cette étude est la premiére démonstration in vivo de 1’activité collagénolytique de MMP-
14 au cours de I’athérosclérose et nous avons di utiliser une reconstitution de moélle
osseuse apres irradiation. Ce résultat est donc a nuancer car une étude a montré que
I’irradiation avait une influence propre sur ’athérosclérose (Schiller et al 2001). Cette
étude a comparé des souris Ldlr’”™ avec des souris Ldlr”" subissant une reconstitution de
moélle osseuse apres irradiation léthale. Elle a montré que les plaques du groupe avec

reconstitution étaient plus petites et contenaient moins de CML et de collagene que le
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groupe contrdle. Cette étude suggere donc que I’irradiation et la reconstitution modifient
le comportement des CML au sein de la plaque athéromateuse. De telles modifications
sur DP’activit¢é des macrophages au cours de [’athérome ne peuvent étre exclues.
L’interprétation de nos résultats nécessite d’éliminer un certain nombre de biais dont les
phénomenes de compensation éventuels du déficit en MMP-14 au niveau des cellules
inflammatoires issues de la moélle osseuse. En effet, une étude, utilisant un modéele
d’infarctus du myocarde chez des souris Mmp9™”, a montré que I’effet inattendu du
déficit en MMP-9 était principalement dii a la stimulation compensatoire de 1’expression
de MMP-13 (Ducharme et al 2000). C’est pourquoi, nous avons mesuré 1’expression
ARN par real-time PCR d’autres collagénases potentielles (MMP-8, MMP-13, cathepsine
K) et du pro-collagéne. Le déficit en MMP-14 n’avait aucune influence sur I’expression
d’autres collagénases ainsi que sur I’expression du pro-collagene I. Ainsi I’accumulation
de collagene dans le groupe Mmpl4-/- ne peut s’expliquer par un phénomeéne de
compensation au niveau la syntheése du collageéne par stimulation de son expression ou au
niveau de sa dégradation par inhibition de I’expression d’autres collagénases.

D’apres la littérature, MMP-14 est capable d’activer les formes latentes de proMMP-2 et
proMMP-13 (D’Ortho et al 1998, Fosang et al 1998, Pei et Weiss 1996). C’est pourquoi,
nous avons étudié 1’activation de MMP-13 et MMP-2 par western blot et enzymographie
sur gélatine au niveau des extraits aortiques pour savoir si MMP-14 agissait directement
comme collagénase ou via I’activation de MMP-13 et/ou MMP-2. Le déficit en MMP-14
diminuait ’accumulation de forme activée de MMP-13 et n’avait aucune influence sur
I’expression mARN de MMP-13. Ce résultat associé a un travail précédent, démontrant le

role collagénolytique de MMP-13 au sein de la plaque (Deguchi et al 2005), suggére que
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I’activation de MMP-13 pourrait médier, au moins partiellement 1’action de MMP-14 sur
le catabolisme du collageéne au cours de I’athérogénese. La délétion de MMP-14 n’a pas
influencé 1’activation de MMP-8, alors q’une étude in vitro a montré que ’activation de
MMP-8 par MMP-14 était crucial au cours de la cicatrisation post traumatisme au niveau
oculaire (Holopainen et al 2003). Ces résultats contradictoires montrent que le mode
d’activation de MMP-8 est différent en fonction des tissus. L’enzymographie sur gélatine
n’a montré aucune modification de I’activit¢ de MMP-2 au cours de la déplétion de
MMP-14. Ce résultat suggere qu’une autre voie d’activation de proMMP-2 indépendante
de MMP-14 existe au cours de I’athérome. Ce résultat est en accord avec une étude
montrant que 1’effet néfaste observé sur le développement mandibulaire et pulmonaire
chez les souris Mmp14™ est indépendant du niveau d’activation de proMMP-2 (Oblander
et al 2005). L’ensemble de ces résultats montrent que 1’effet de MMP-14 issues des
cellules de moélle osseuse est un effet indépendant de I’activation de proMMP-2.

Ainsi ce travail supporte I’implication des MMPs dans le turn-over du collageéne et
illustre un nouvel aspect du métabolisme du collageéne au cours de I’athérome. Ce travail
met en lumiere un nouveau mécanisme au niveau moléculaire et cellulaire favorisant la
dégradation du collagene et influengant les propriétés biomécaniques de la plaque.

Le role des cellules issues de la moélle osseuse, principalement les macrophages, dans la
régulation de I’accumulation de collagéne confirme le rdle prépondérant de
I’inflammation au cours de 1’évolution critique de la plaque athéromateuse vers

I’instabilité.
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II. Thérapie cellulaire endovasculaire des anévrysmes expérimentaux utilisant des
cellules souches mésenchymateuses

c) Article
Mesenchymal Stem Cells are decreased in patients with atherosclerotic aortic
aneurysms and stabilize formed experimental aneurysms.
Schneider F, Saucy F, Poulet C, Mohand F, Dai J, Desgranges P, Becquemin JP, Rouard
H, Gervais M, Allaire E.
Soumis a PNAS
Présentation de |’ étude
La faisabilit¢ d’une approche de thérapie cellulaire est conditionnée par la possibilité de
procurer aux patients des cellules « thérapeutiques» dans un délai et un coft
raisonnables. Si les CML ¢taient un choix logique pour valider le principe de la
stabilisation des anévrysmes par thérapie cellulaire, ces cellules sont difficiles a prélever
(biopsie de I’artére temporale) et croissent mal en culture chez les sujets agés (Dartsch et
al 1990, Low et al 1999) qui sont I’essentiel des patients porteurs d’anévrysmes.

Nous avons donc deux choix, I’un est de tester d’autres types cellulaires choisis
en fonction de la facilité du prélévement et de la croissance en culture, 1’autre est de
tester les CML allogéniques qui ouvriraient la possibilité de créer des banques de cellules
interindividuelles. Ce dernier a bénéficié d’une étude précédente et a nécessité
I’utilisation de traitement immunosuppresseur par cyclosporine.

On a pensé tout d’abord aux fibroblastes cutanés en raison de leur facilité de
prélevement, de leur puissante capacité de prolifération et de leur réle primordial dans la

cicatrisation cutanée (Van Den Bogaerdt et al 2002). Mais 1’essai d’ensemencement de

fibroblastes cutanés et adventitiels sur la croissance des anévrysmes dans le modele
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d’AAA (DEA de Dr Y. Jousset, 2001-2002) a été un échec. L’ensemencement de
fibroblastes aggravait de facon significative les AAA expérimentaux en favorisant les
thromboses et les ruptures. Une augmentation de 1’activit¢ de MMP-9, de MMP-3 et de
MMP-7 a été observée chez les rats ensemencés par les fibroblastes. L’effet délétere des
fibroblastes sur 1’évolution anévrysmale s’accompagnait d’une formation de thrombus
luminal, probablement par 1’activation du facteur tissulaire (FT) ; ce thrombus est un lieu
privilégié de délivrance des MMPs (Fontaine et al 2002). La candidature des fibroblastes
pour la thérapie cellulaire a donc été abandonnée. L’autre type cellulaire possible est
I’emploi de cellules souches issues de moélle osseuse (MO) qui ont ’avantage d’étre
capable de se différentier en différents types cellulaires et d’étre déja impliqué dans des
systemes de réparation tissulaire. C’est ce type de cellules que nous avons testé dans cette
étude.

D’un autre c6té, nous savons que la face luminale des artéres est recouverte de fibrines et
de plaquettes, sources de TGF-B1 et de PDGF-BB. Ces 2 facteurs sont capables d’induire
la différentiation des Cellules Souches Mésenchymateuses (CSMs) en Cellules
Musculaires Lisses vasculaire (CMLv) (Bobik et al 1999, Agrotis et al 1994, Simper et al
2002). Ces ¢éléments participent au processus de cicatrisation inadaptée observé au cours
de I’hyperplasie néo-intimale. Notre hypothése de travail a été que ces processus de
cicatrisation étaient présents aussi au cours de la maladie anévrysmale mais de fagon
inefficace. Nous avons voulu montrer la présence de CSMs a la surface luminale de
thrombi de AAA ainsi que la présence de facteurs favorisants leur différentiation en
CMLy. Puis nous avons voulu quantifier les CSMs circulants de patients porteurs de

AAA et sans AAA pour montrer la diminution de ces cellules pour les patients porteurs
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de AAA. Ceci serait en accord avec la possibilité de stabiliser la croissance d’anévrysmes

expérimentaux par addition de CSMs.

Matériels et méthode

Les CSMs furent sélectionnées par leur capacité d’adhésion au plastique a partir de sang
périphérique humain, de thrombus de AAA humain et de MO de rat et cultivées dans le
méme milieu de culture a-MEM + 20% de Sérum de Veau Feetal (SVF) (Invitrogen
Corporation Paisley, UK). Quinze millilitres de sang périphérique furent collectés chez
des patients porteurs de AAA ( n=27) et des patients ayant une sténose carotidienne sans
AAA (n=15). La fraction mononucléaire fut isolée par centrifugation sur gradient de
densité (Lymphoprep® 1.077, Axis-shield, Oslo, Norvége) puis mise en culture.

Les thrombi de AAA (n=5) furent prélevés au bloc opératoire puis la face endoluminale
séparée mécaniquement au bistouri sur de la glace puis mise en suspension sur HBSS et
centrifugée pour isoler un culot cellulaire.

L’immunohistochimie des CSMs issues du sang périphérique fut réalisée apres fixation
par albumine bovine a 1% et incubation pendant la nuit avec les anti-corps anti-CD34
(Abcys SA, Paris, France), anti- CD45 (Abcam, Cambridge, RU), anti-chaine lourde
myosine MYH11 (Abcam), anti-a actine (Clone 1A4, Sigma, Saint Louis, USA). La
révélation utilisa le system ABC® (Vector laboratory ,Burlingham, USA) et DAB®.

Des coupes de 5 mm de thrombi humain furent fixées dans de 1’éthanol a 70% pour une
immunohistochimie anti-CD61 (Dako). Apres extraction protéique des thrombi de AAA,
une mesure ELISA pour PDGF-BB (Quantikine kit, R&D Systems) et TGFB1 (Duoset,

R&D Systems) fut réalisée. Une immunohistochimie anti-PDGF phosphorylé ou anti-
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Smad2 (Cell Signaling Technology Inc, Beverly, USA) fut réalisée sur les cellules isolées
du thrombi apres stimulation par 50ng/ml de PDGF-BB et/ou 10ng/ml TGF-f1.

Les CSMs de rat Fisher 344 furent isolées a partir de fémur puis mise en culture sur un
milieu a 20% de SVF et maintenues en confluence < 80%.

Un phénotypage des cellules ainsi sélectionnées par immunohistochimie conventionnelle
et par FACS montra que ces cellules étaient CD44+, CD73+, CD90+ et CD105+ et
CD45-, CDl11b-.

Le modéle de AAA fut généré dans des rats Fisher 344 dont le segment aortique sous
rénale était remplacé par une xénogreffe d’aorte de Cobaye décellularisée dans SDS a
0,1%. A 15 jours, la xénogreffe était clampée en amont et en aval et une courte
aortotomie fut réalisée pour une perfusion de CSMs ou CMLv a passage 5-8, ou de
milieu de culture a 5% SVF comme contrdle. Des CSMs furent marquées par le marqueur
fluorescent PKH26 (Sigma) avant ensemencement puis la xénogreffe fut prélevée a J2 ou
J7 pour analyse au microscope fluorescent.

Le plus grand diamétre de 1’anévrysme fut mesuré a la perfusion puis avant sacrifice a 1
semaine et a 4 semaines. Les AAA furent inclus dans la paraffine et un marquage du
collagéne par sirius red et des fibres d’¢lastine par orcéine fut réalisé. Une
immunohistochimie utilisa des anticorps anti-ED1 clone macrophage, anti-RECA
(Serotec, Oxford, UK) et anti-a actine (Clone 1A4, Sigma).

L’analyse ARN nécessita 1’extraction de I’ARN par Trlzol™ (Life Technologies, USA) a
partir des xénogreffes. Une RT PCR utilisant une DNA Taq ploymerase (Eurobio)
quantifia le contenu en ARNm de MMP-9 et TIMP-1 (primers: MMP-9: forward: 5°-

CTGCGTATTTCCATTCATCTT-3’; reverse: 5’-ATGCCTTTTATGTCGTCTTCA-3’;
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TIMP-1:  forward: 5’-CCCCAGAAATCAACGAGAGACCA-3’; reverse: 5’-
ACACCCCACAGCCAGCACTAT-3’). Les résultats furent exprimés par ratio entre le
gene domestique 18S et le gene d’intérét.

Des fragments frais de AAA humains furent divisés en 15 fragments de 3 mm puis mis en
culture dans des plateaux a 6 puits (4 fragments/puit) comprenant des CSMs, des CMLv
ou pas de cellule comme controle. Apres 24 heures, le milieu était prélevé pour analyse
de MMP-9 par ELISA (ELISA kit, R&D Systems).

Les résultats furent exprimés en moyenne * déviation standard. Un test t-student fut
utilisé pour comparer les groupes non appareillés. Les valeurs qualitatives indépendantes
furent comparées par un test du Chi-2 (biostat TGV). Les tests non paramétriques U-test
Mann-Whitney et Kruskal Wallis furent utilisés pour 1’expérimentation animale. Un

p<0,05 fut considéré comme significatif.

Résultats

L’analyse histologique par immunohistochimie révéla un marquage CD61+ a la surface
des thrombi humains confirmant la présence de plaquettes a la surface des thrombi
humains. L’analyse par ELISA détecta du PDGF-BB et du TGFB1 au niveau du
thrombus. La mise en culture montra la présence de cluster cellulaire (nb Colony
Forming Unit (CFU)/ thrombus= 4,843,8). Ces cellules avaient un morphotype de
cellules étoilées ressemblant a des fibroblastes et elles étaient positives pour a-actine et
négatives pour CD45. Apres 30 mn de stimulation par PDGF-BB et TGFB1, les cellules
isolées étaient positives pour Récepteur phosphorylé au PDGF-BB et phospho-Smad 2.

Apres 7 jours de stimulation, elles étaient positives pour la chaine lourde de la myosine.
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A 7 jours, I’analyse quantitative des clusters cellulaires a partir des cellules sélectionnées
sur plastique montra que les patients porteurs de AAA avaient significativement moins de
clusters que les patients sans AAA (34,4+24,7 vs. 71,4+47,9 CFUs/ml respectivement ;
p=0,018).

Apres marquage des cellules au PKH26, I’analyse histologique montra une colocalisation
du marqueur fluorescent avec le noyau cellulaire coloré au DAPI dans la zone
intermédiaire de 1’intima a 48 heures et a 1 semaine. Cela indique que des cellules
perfusées ont adhéré a la surface endoluminale des xénogreffes. Aucun marquage ne fut
observé a 4 semaines. La perfusion de 1 million de CSMs diminua significativement la
croissance anévrysmale a 1 semaine (n=6) comparée au groupe contrdle (milieu de
culture) (n=5) (6,6+9,7% vs. 48,2£17,9% respectivement ; p=0,006). On observa la
méme différence significative a 4 semaines (n=5 dans chaque groupe ; 9,243,1% vs.
88,3+61,6% respectivement, p=0,028).

La  perfusion de CSMs  diminua  significativement  Dinfiltration  de
monocytes/macrophages comparée au groupe contrdle (cellules ED1 positives: 4,7+£2.3
vs. 14,646,4 /mm?, respectivement, P=0,015). L’analyse semi-quantitative par RT-PCR
montra une diminution d’expression de MMP-9 et une augmentation d’expression de
TIMP-1 dans le groupe perfusé par CSMs comparé au groupe contrdle. Ce résultat était
compatible avec I’immunohistochimie a 4 semaines montrant une diminution de
marquage MMP-9 dans le groupe CSMs. A 4 semaines, il y a avait significativement plus
de collagéne dans la paroi dans le groupe CSMs comparé au groupe controle (22,5+9,1
vs.7,35£1,9 Surface-%, P=0,007) et d’¢lastine (28,52+16,5 vs. 4,25+4,30 Surface-%,

P=0.008). L’analyse histologique a 4 semaines révéla la présence d’une néo paroi a la
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place du thrombus dans le groupe CSMs comparé au groupe contrdle avec plus de CML
(115,6£30,4 cellules/unité de surface vs. 22,242,7 cellules/unité de surface, p=0,007) et la
présence de cellules endothéliales en couche mono cellulaire a sa surface.

Finalement, pour 1 million de cellules, les CSMs furent plus efficaces que les CML pour
stabiliser la croissance anévrysmale (6,6£9,7% vs. 25,5+£17,2%, p=0.007).

L’analyse ELISA aprés organoculture avec des fragments de AAA montra une
diminution de la sécrétion de MMP-9 en présence de CML ou de CSMs comparé au

controle (pas de cellule).

d) Discussion

Cette ¢tude a montré que le thrombus de AAA contenait les éléments de la cicatrisation
artérielle et que la présence d’'un AAA diminuait de 50% le taux de CSMs circulantes.
D’autre part, ’ensemencement endovasculaire de CSMs diminue 1’inflammation et la
protéolyse et induit une régénération tissulaire aboutissant a la stabilisation d’un modéle
de AAA chez le rat. Ces données suggerent que la croissance anévrysmale s’effectue
dans un contexte d’échec des systémes de réparation tissulaire et d’épuisement des CSMs
circulantes. Cette raréfaction peut étre corrigée par addition de CSMs issues de la moélle
osseuse a la surface du thrombus.

La cicatrisation des traumatismes artériels s’effectue par convergence de CSMs issues de
la média et adventice (Jawien et al 1992, Sartore et al 2001) ou par absorption de CSMs
circulantes (Zernecke et al 2005, Zhang et al 2009) aboutissant a une hyperplasie
réactionnelle des CML au niveau de I’intima. Dans le cas de maladie anévrysmale, la

contribution des ¢léments de la paroi aortique pour la cicatrisation est limitée du fait de la
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faible croissance des CML, de la désorganisation de la MEC. C’est pourquoi nous nous
sommes intéressés a la surface endoluminale du thrombus en contact direct avec le sang
pour capter des facteurs de croissance capables d’induire le recrutement et 1’adhésion des
CSMs circulantes. La mise en évidence de CSMs sur la face endoluminale du thrombus
du AAA confirme cette hypothese. La capacité¢ d’adhésion des CSMs permettant leur
adhésion est un héritage des cellules permettant la formation des ilots vasculaires au
niveau du sac vitellin au cours de I’embryogénése. La capacité de ces cellules est
conservée au cours de la période post embryonnaire pour permettre la réparation artérielle
due a des traumatismes (Yokote et al 2003), au cours du remodelage de pontage veineux
(Xu et al 2003), au cours du remodelage apres rejet chronique et lors des calcifications
aortiques (Cheng et al 2010). La détection de plaquettes, de TGFB1, PDGF-BB dans le
thrombus et la démonstration que les CSMs des thrombi peuvent étre activées au niveau
récepteur par ces différents facteurs tendent a confirmer cette hypothése. De plus, la mise
en évidence de cellules capables d’exprimer la chaine lourde de la myosine au niveau
thrombus indique que les facteurs locaux, permettant la différentiation des CSMs en
CML, sont présents a la surface du thrombus. Comme mécanisme de la faillite du
systeme de réparation, une ¢tude a montré que 1’activité ¢lastase inhibe la colonisation
cellulaire du thrombus et la survie des CSMs et CML en provoquant une anoikis
(Fontaine et al 2004). Une autre possibilité¢ est I’inactivation du récepteur au SFD-1
CXCR4 due a l’activité protéolytique locale. Cette inactivation altére la fonction des
CSMs (Valenzuela et al 2002). La faible croissance en culture des CSMs isolées du
thrombus tend a confirmer I’atteinte de ces CSMs en terme de fonction au cours des

AAA.
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Des études précédentes ont déja démontré la corrélation entre le taux de CSMs circulants
et les dysfonctions artérielles au cours de certaines pathologies (Cheng et al 2010, Simper
et al 2010). Notre ¢tude semble confirmer cette corrélation en montrant un lien entre la
présence de AAA et la baisse du nombre de CSMs circulantes. Par contre il n’existe pas
de lien entre le nombre de CSMs et le diametre du AAA, suggérant que le défaut de
CSMs n’est pas corrélé avec 1’évolution de D’atteinte aortique. L’ensemble de ces
résultats nous suggere que les facteurs cellulaires et moléculaires permettant une
réparation artérielle sont présents sur les thrombi de AAA mais qu’un défaut quantitatif
de CSMs circulantes limite les capacités de réparation de 1’aorte. L’importance respective
de la protéolyse, de I’inflammation, de la désorganisation structurale de 1’aorte dans la
limitation du recrutement et la prolifération des CML restent a élucider.

Pour mieux comprendre les conséquences d’un défaut de CSMs, nous avons perfusé ces
cellules dans un modéle de AAA par xénogreffe chez le rat. Dans un premier temps, nous
avons vérifi¢ la présence de cellules perfusées fixées a la surface de la xénogrefte en
effectuant un tracking cellulaire par marqueur fluorescent PKH26. Puis, nous avons
montré que 1’addition de CSMs diminuait la réponse inflammatoire en inhibant I’activité
protéolytique et le nombre de monocytes/macrophages. Ce résultat sur I’inflammation a
¢té confirmé par notre systéme d’organoculture entre les fragments de AAA et des
cultures cellulaires. Ces résultats sont en accord avec d’autres observations montrant le
controle de I’inflammation par les CSMs (Bartosh et al 2010).

L’addition de CSMs provoque au sein des xénogreffes un remplacement du thrombus par

une structure trés organisée prenant |’aspect d’une « néo-paroi» recouvert d’un
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endothélium. Ce résultat est en accord avec des études montrant la stimulation de la
synthese d’¢élastine et de collageéne par les CSMs (Simper et al 2010).

Nous avons montré aussi que les CSMs étaient plus efficaces que les CML pour stabiliser
ce modele d’anévrysme. Ce résultat suggere que les CSMs exercent une fonction
spécialisée au cours du remodelage artériel et que 1’addition de ces CSMs reproduit un
systeme de réparation physiologique comme [’atteste la présence de ces cellules au
niveau du thrombus au cours de la maladie humaine. L’action des CSMs sur le controle
de la destruction de MEC pourrait étre un effet paracrine car nous avons montré une
augmentation de sécrétion des TIMP-1 et ’absence de pénétration au sein de la média des
CSMs perfusées et marquées par PKH26. Des essais de régénération tissulaire, dans des
modeles d’infarctus du myocarde, par injection périphérique de CSMs ou intra tissulaire
ont été décevants en partie par la faible survie des CSMs (Strauer et al 2002, Assmus et al
2002, Bel et al 2003). D’autres ont propos¢ une utilisation de CSMs en couches pour
limiter cette apoptose cellulaire (Van Laake LW 2005). La réussite de notre systeme
pourrait étre liée au contact direct de nos cellules avec le sang circulant.

Ces données suggerent que la croissance de AAA pourrait étre due a une disparition des
CSMs sans altération de la fonction de ces cellules. La possibilit¢ de stabiliser la
croissance des AAA par perfusion endoluminale de CSMs ouvre une nouvelle approche
thérapeutique des AAA. Le mécanisme d’action des CSMs ensemencé reste a ¢lucider.
Toutefois, le faible taux d’adhésion des CSMs associé a un effet durable malgré la
disparition des CSMs perfusées nous incitent a penser que cette action doit &tre

majoritairement indirecte par effet paracrine et/ou par contact inter cellulaire.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

I. Quels sont les enseignements du rdle collagénolytique de MMP-14 au cours de
I’athérome ?

La premicre étape de notre travail a été¢ d’étudier un aspect de destruction de la MEC a
travers le role collagénolytique de MMP-14 (MT1-MMP). Outre la preuve in vivo du role
collagénolytique de MMP-14 au cours de I’évolution de 1’athérosclérose, cette étude
montre un aspect du réle joué par les cellules issues de la moélle osseuse (MO) au cours
de I’athérogénese. Il est admis que les monocytes circulants issus de la moélle osseuse
sont captés sur la plaque pour y étre incorporés et transformés en cellules spumeuses
(Swirski et al 2007). Mais la participation de cette population cellulaire n’est pas
exclusive car des cellules au phénotype musculaire issues de la moélle osseuse (Sata et al
2002) participent aussi a la physiopathologie de I’athérome ainsi que des cellules
endothéliales progénitrices (Asahara et al 1997). Le systéme de recrutement des cellules
issues de la moélle osseuse nécessite I’activation de certains systémes agoniste/récepteur
incluant GM-CSF, SDF-1 et I’érythropoiétine (Satoh et al 2006, Nakano et al 2007,
Walter et al 2007). Cette étude a montré que la déficience en MMP-14 influait la
composition en collagéne sans en altérer sa taille, ni sa composition cellulaire et cette
modification est principalement due a une altération fonctionnelle des macrophages.
Comme nous avons utilisé un modele de greffe de moélle osseuse ou seules les cellules
issues de la moélle osseuse sont déficitaires en MMP-14, cette étude confirme que les
macrophages influencant la stabilité¢ de la plaque sont principalement issus de la moélle
osseuse. Il a été montré aussi que MMP-14 est secrétée par les CMLs et que les CML

issues de la moélle osseuse peuvent étre présentes a la surface de la plaque (Sata et al
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2002). Elles stabilisent la plaque par augmentation de synthése du collagéne et par
augmentation du contenu en CML de la plaque (Zoll et al 2007). Or notre étude a montré
que la composition cellulaire et la taille n’étaient pas affectées suggérant un role
stabilisant des CML issues de la MO peu dépendant de MMP-14. Une autre explication
pourrait étre que la teneur en CML de la plaque est dépendante de la prolifération
uniquement locale de CML. Cette hypothese a été confirmée par une étude montrant que
les CML favorisant la cicatrisation artérielle proviennent uniquement de 1’artére elle-
méme dans un modéle de souris ApoE”" (Hansson et Libby 2006). Ainsi I’interaction
entre les cellules locales et les cellules issues de MO pourrait étre un élément clé de la
stabilité de la plaque.

L’action importante de MMP-14 au sein du processus inflammatoire pour réduire le
collagene au sein de la plaque et ainsi promouvoir I’instabilit¢ de la plaque a été
confirmée dans une autre étude in vivo chez le lapin (Johnson et al 2008). Les auteurs ont
montré que les cellules spumeuses ayant un fort potentiel d’envahissement au sein des
plaques d’athérome avaient une expression accrue de MMP-14 combinée avec une
inhibition de la sécrétion de TIMP-3. Il est a noter que des études sur certaines MMPs ont
montré des résultats discordants en fonction des études portant sur des délétions (souris
KO) ou sur des sur-expressions géniques via une transfection virale. Ces résultats
suggerent que I’effet des MMPs peut étre délétére ou bénéfique sur la stabilisation de la
plaque en fonction de leur concentration. Des taux normaux de MMP-2 et MMP-9
stabilisent la plaque en favorisant la migration et la sécrétion des CMLs alors que
I’expression de MMP-12, -13 et -14 favorise I’instabilité en favorisant la destruction de la

MEC (Newby et al 2009). De plus, la population des macrophages et cellules spumeuses
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semble étre trés hétérogene avec des états d’activation différente. Ces états d’activation
différente résultent en une réponse aux cytokines inflammatoires différentes
principalement caractérisée par une sécrétion ou non de MMPs. Finalement, le rdle de
I’inflammation au sein de 1’évolution de la plaque athéromateuse semble étre indéniable,
mais le plus important pourrait €tre le devenir de cette réponse inflammatoire. En effet, la
plupart du temps, 1’agression initiale déclenche une transformation des macrophages en
cellules spumeuses caractérisées par un état d’activation optimale aux stimuli pro-
inflammatoires, puis 1’agent initial est éliminé et I’intégrité tissulaire restaurée avec plus
ou moins une fibrose cicatricielle. Dans d’autres cas, 1’agression initiale perdure sous
forme de formation granuleuse chronique. La plaque athéromateuse stable est assimilée a
ces granulomes chroniques. Dans un nombre de cas plus rares, un stade d’ulcération est
atteint. Ainsi le role des MMPs dont MMP-14 au sein de I’instabilité de la plaque pourrait
dépendre du type cellulaire par lequel elles sont exprimées mais aussi de leurs
concentrations.

On peut ¢largir le role de MMP-14 au cours de I'instabilit¢ de la plaque a son rdle au
cours de la maladie anévrysmale. Des marquages histologiques ont montré la présence de
MMP-14 au sein de coupe histologique de AAA. Ces résultats ont été corroborés sur un
modele de AAA par angiotensine-II chez la souris ou 1’on retrouvait une augmentation
d’expression de MMP-14 au niveau protéique et mARN chez les souris porteurs de AAA
(résultats personnels non publiés). Une étude expérimentale utilisant un modele
d’anévrysme de l’aorte thoracique chez la souris a montré une augmentation de la
sécrétion par les macrophages de MMP-14 au cours de la progression de 1’anévrysme

(Jones et al 2010). Ces résultats ont été confirmés dans une ¢tude utilisant un modele de
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AAA par CaCl, chez la souris (Xiong et al 2009). Les auteurs ont montré que la délétion
d’expression de MMP-14 chez les macrophages inhibait la formation des AAA sans
influencer I’infiltration des macrophages. Des études in vitro utilisant ces macrophages
ont prouvé que l’activit¢ MMP-14 seule pouvait réguler 1’activité élastolytique des
macrophages. Ces résultats ont suggéré que la destruction de 1’¢élastine au cours de la
formation anévrysmale était dépendante de 1’activit¢ MMP-14 des macrophages.

Outre la perspective d’un traitement thérapeutique inhibant 1’activité de MMP-14 au sein
de la plaque, la perspective clinique d’une cible pour une imagerie clinique semble plus
réalisable. En effet, le développement de nouveaux moyens d’imagerie combiné avec le
progreés de la compréhension des mécanismes moléculaires de 1’athérome a ouvert un
large champ d’investigation. Le dépistage des plaques instables et donc sensibles a la
rupture requiert une imagerie moléculaire, ou fonctionnelle, dirigée contre les acteurs de
I’inflammation au cours de I’athérosclérose plutét qu’une imagerie conventionnelle, ou
anatomique dépistant uniquement les sténoses. Les cibles moléculaires potentielles
comprennent entre autres les MMPs. Des sondes spécifiques utilisant des substrats
spécifiques des MMPs ont été testées dans des modeles expérimentaux avec des résultats
encourageants. Ces sondes activées apres clivage peuvent étre détectées par des caméras
infra-rouges pour obtenir une imagerie localisant 1’activit¢ MMPs au sein de ’arbre
artériel et ainsi localiser les plaques a haute activité susceptible de se rompre (Deguchi et
al 2006, Ohshima et al 2009).

La théorie de la plaque instable a dépassé le contexte de la maladie coronaire et peut
s’appliquer a d’autres territoires artériels telles que les carotides. Une étude sur des pieces

anatomiques d’endartériectomie carotidienne a permis de mettre en évidence plus de
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rupture de plaque et d’ulcération dans le groupe des patients symptomatiques que chez
les patients asymptomatiques. Les auteurs ont montré que ces plaques ulcérées/rompues
contenaient significativement plus de MMP-2, MMP-9 et avaient une coques fibreuse
plus fine (Heoh et al 2011). Ainsi, les caractéristiques moléculaires et cellulaires de la
rupture de la plaque coronaire pourraient s’appliquer aussi a la plaque carotidienne.
Toutefois, une question fondamentale peut se poser: pouvons-nous transposer les
résultats des études in vitro et expérimentales sur 1’athérosclérose a la pathologie
humaine et en tirer un réel bénéfice clinique ?

En effet, il est reconnu qu’un sous-type de monocytes stimulés par I’hyperlipidémie
pourrait préférentiellement fournir les futures cellules spumeuses, mais la caractérisation
de ce sous-type et son isolement chez ’Homme restent a ¢élucider (Swirski et al 2007).
Méme si le rdle central du taux plasmatique de LDL dans I’athérome semble indéniable,
ses mécanismes restent obscurs. En effet, les thérapies diminuant le taux de LDL, les
statines, n’abolissent pas entiérement 1’évolution de 1’athérosclérose puisque 20% des
patients recevant des statines a haute dose vont récidiver un syndrome coronarien aigu a
30 mois (Cannon et al 2004) et %4 des patients recevant des statines a haute dose ont un
taux de LDL au dessus de la norme . L’ensemble de ces résultats montre la nécessité de
nouvelles cibles thérapeutiques pour baisser le taux de LDL plasmatique. A coté de
I’effet bénéfique de I’abaissement du LDL cholestérol, une augmentation du HDL
cholestérol semble étre bénéfique sur le développement de 1’athérosclérose. Le HDL
semble assurer le transport retour pour épurer les cellules spumeuses de leur cholestérol
via un transporteur li¢ a I’ATP (ABCG1) (Rye et al 2009). Une action supplémentaire

anti inflammatoire de HDL pourrait exister aussi via Cholesteryl Ester Transfer Protein
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(CETP), protéine favorisant le transfert de cholestérol des apolipoprotéines vers HDL.
Plusieurs inhibiteurs de CETP ont été testés en clinique, mais un seul, anacétrapide, a
montré un bénéfice dans un essai de phase III (Cannon et al 2010). Ainsi, ces résultats
décevants vis a vis de CETP soulignent la difficulté de transition entre les essais in vitro
et la clinique. Une autre molécule liée au HDL a été une cible thérapeutique, il s’agit de
I’apolipoprotéine Al et de son inducteur PPARa (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-a). Un agoniste de PPARa, gemfibrozil, a montré un intérét clinique (Frick et
al 1987) méme si son association avec des statines pose un probléme d’interaction
délétere entre les 2 traitements amenant la survenue de grave rhabdomyolyse (Jones et
Davidson 2005). Ce cas particulier illustre, a nouveau, la difficulté de la transition entre
les résultats expérimentaux et leurs applications cliniques directes.

Les démonstrations expérimentales de I’induction de I’athérosclérose par le LDL oxydé
abondent (Steinberg et Witztum 2010) mais les essais cliniques de thérapie anti-oxydante
par Vitamine E ou C furent des échecs (Lonn et al 2006). Ces constatations illustrent le
fossé entre les démonstrations expérimentales et la réalité clinique.

Le role immunitaire décrit au cours de 1’athérosclérose ne peut étre appliqué a ’Homme.
En effet, 1’athérogénése accélérée chez la souris nécessite un taux de cholestérol
plasmatique nettement supérieur a celui observé chez I’Homme et ne peut donc refléter la
chronicité et la complexité de la maladie humaine. La solution serait le développement de
modele murin ayant un métabolisme lipidique plus proche de I’humain, ou de limiter
I’hypercholestérolémie sur une période plus longue. De plus, le systéme immunitaire de
la souris diverge en plusieurs points sur le syst¢éme immunitaire de 1’humain. La

polarisation claire entre les réponses Thl et Th2 observées chez la souris, ou la réponse
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Thl caractérisée par la sécrétion de INFy et TNFa est pro-athérogénique et la réponse
Th2 caractérisée par IL-10 et TGFP est athéro-protecteur, n’est pas aussi claire chez
I’Homme (Nussenblatt et al 2010). De méme, les marqueurs des sous-populations de
macrophages M1 et M2 different entre la souris et ’'Homme. Ainsi, les résultats obtenus
chez la souris doivent étre interprétés avec beaucoup de précautions pour leurs
applications a I’Homme. D’un autre coté, le modele animal a suggéré le role athéro-
protecteur de I’immunité humorale en montrant I’aggravation de 1’athérosclérose par
suppression des lymphocytes B aprés splénectomie (Caligiuri et al 2002). Des essais
cliniques utilisant des anticorps anti-LDL et des vaccinations utilisant des immunogenes
dérivant du LDL ont montré des résultats prometteurs en favorisant donc I’immunité
humorale comme suggéré par les données expérimentales (Hansson et Nilsson 2009).

Le role important de I’inflammation au cours de 1’athérosclérose a amené a utiliser des
marqueurs de I’inflammation, surtout la CRP (C-Réactive Protein) comme marqueur de
I’athérome. Mais la relation de causalité entre le taux de CRP et le taux de complication
de I’athérome reste controversée (Libby et al 2009). L’effet bénéfique clinique d’anti-
inflammatoire reconnu reste a prouver. Des études au sujet, des glucocorticoides, anti-
inflammatoires non stéroidiens, certains PPARa et des inhibiteurs TNF, ont échoué pour
montrer un réle athéroprotecteur. De méme, 1’aspirine semble bénéfique plus par un effet
anti-agrégant plaquettaire que par un role anti-inflammatoire. D’un autre c6té, I’effet des
statines semble étre médi¢ par une action anti-inflammatoire indépendante de 1’effet
hypocholestérolémiant (Ridker et al 2009). Toutefois la preuve de cette action reste a

démontrer. La mise au point d’étude d’essai d’anti-inflammatoire sans action sur le taux

140



de LDL est nécessaire et semble étre en cours, tel qu’un essai utilisant un inhibiteur de
IL-1B, le canakinumab (Libby et al 2011).

La translation du modele d’athérome chez la souris et donc de ses résultats a la
pathologie humaine pose le probléme du modele en lui-méme. L’athérosclérose
expérimentale comporte rarement des ruptures de plaque avec thrombose, mode le plus
fréquent de complications de I’athérome humain. De plus, les analyses chez la souris
portent principalement sur 1’aorte ascendante et 1’aorte thoracique alors que leurs
interprétations en pathologie humaine se situent au niveau des carotides, coronaires. Or,
I’origine embryonnaire des CMLs et les contraintes hémodynamiques sont trés
différentes. Ainsi, la coronaire gauche, si¢ge fréquent d’athérome chez 1’Homme,
comporte de fagon constitutionnelle des CMLs au sein de leur intima, ce qui n’est pas le
cas chez la souris au niveau de 1’aorte. De plus, les CMLs des coronaires ont une origine
embryonnaire issue de I’organe pro épicardique alors que les CMLs de 1’aorte sont issues
du mésoderme splanchnique (Majesky 2007). Au niveau hémodynamique, le flux est
principalement au moment de la systole dans ’aorte alors qu’il est au moment de la
diastole pour les coronaires. L’ensemble de ces données est toutefois moins fond¢ si I’on
veut extrapoler la maladie athéromateuse murine au niveau aortique a la maladie
athéromateuse humaine au iveau aortique. L’ensemble de ces éléments nous incite a une
interprétation prudente et une reconnaissance des limites exploitables des résultats
expérimentaux avant de les extrapoler a la pathologie humaine. En résumé, les mod¢les
expérimentaux nous servent a tester des hypothéses mécanistiques mais sans mimer

totalement la maladie humaine.
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Il. Quelles sont les controverses issues de I’ utilisation des CSMs pour une thérapie
cellulaire des AAA au cours de notre étude ?

La deuxieme partie de notre ¢tude a porté sur une thérapie cellulaire utilisant les CSMs
issues de la MO. Nous avons pu stabiliser la croissance d’un modele d’AAA déja formé
chez le rat. Ce résultat était corroboré par la mise en évidence d’une délétion des CSMs
circulantes chez les patients porteurs de AAA. De plus, cette étude a permis d’isoler des
CSMs a partir de thrombus de AAA et I’on a pu mettre en évidence des facteurs capables
d’induire la différenciation de ces cellules en CML. L’ensemble de ces données suggére
que les CSMs circulantes participent au remodelage physiologique de la paroi aortique et
que la croissance des AAA pourrait étre expliquée par un défaut des systémes de
cicatrisation physiologique au sein desquels les CSMs pourraient jouer un role. L ’apport
de CSMs par perfusion endoluminale permet de restaurer ce systéme de cicatrisation et
donc d’induire une stabilisation de la croissance anévrysmale.

Il est intéressant de noter que nous avons utilis¢ un modele de AAA déja formé pour
tester I’impact d’une thérapie sur 1’évolution de cet AAA. Le but de cette étude n’a pas
¢té d’inhiber la formation des AAA. Un travail ultérieur utilisant des CML (Allaire et al
2004) a d¢ja montré la pertinence de ce modele dans le cadre d’objectif de thérapie
cellulaire et/ou génique. Les points les plus importants sont probablement au niveau de
I’utilisation de ces CSMs.

La premiére controverse se situe probablement au niveau de 1’appellation de ces cellules.
En effet, plusieurs noms semblent correspondre a ces cellules. On retrouve la
dénomination initiale, CFU-F, se référant a leurs aspects macroscopiques spiculés, les

faisant ressembler a des fibroblastes. On retrouve la dénomination particulierement
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employée par les hématologistes, Cellules Stromales de la MO et se référant au role de
tissus de soutien pour les Cellules Souches Hématopoiétiques (CSH). On retrouve bien
str le terme de CSMs qui met en avant la multipotence de ces cellules mais aussi le terme
de Cellules Stromales Mésenchymateuses multipotentes. L’ensemble de ces termes
équivalents aboutit a une analyse de la littérature assez difficile car certains travaux
peuvent €tre omis du fait d’une dénomination différente. Nous avons choisi de garder le
terme de CSMs car c’est le terme le plus fréquemment employ¢ dans la littérature.

La premiére question que 1’on peut se poser est de savoir si I’on peut appeler ces cellules
des cellules souches. Initialement, le terme de cellules souches désignait des cellules
capables de se diviser de fagon asymétrique et de se différentier en tout phénotype. Cette
définition a évolué car méme les cellules souches embryonnaires se différencient
rarement en cellules du trophoblaste (He et al 2008). Finalement, le débat revient a
répondre a la question de savoir si ces CSMs sont capables de se différentier en cellules
non-mésenchymateuses. Or, avec le progres du marquage cellulaire et de la purification
de ces cellules, des travaux continuent a montrer que ces cellules sont capables de se
différentier en cellules épithéliales, endothéliales et neurales (Greco et Rameshwar 2007,
Sueblington et al 2008, Yue et al 2008). Toutefois, la capacité a se différentier semble
dépendre autant de la nature « souche » de la cellule que du micro environnement créant
une niche autour de la cellule. Ainsi, la méme cellule peut se différentier ou non en
fonction de la niche dans laquelle, elle se trouve. Cette notion a été démontrée dans un
travail montrant la reprogrammation en cellules souches multipotentes d’une cellule par
exposition a un facteur de transcription adéquate (Stadtfeld et al 2008). Ainsi, la barriére

entre cellules souches et cellules différentiées n’est plus aussi claire. Finalement, la
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définition d’une cellule souche pourrait bien étre sa capacité a évoluer son phénotype
dans le temps et non pas son statut a un temps donné. Cette définition introduit donc une
définition dynamique et non plus statique au concept de cellule souche.

Une des difficultés d’interprétation des résultats utilisant les CSMs est I’hétérogénicité
des cultures cellulaires des CSMs. En effet, nous avons observé des cellules spiculées au
stade initial de la culture a faible densité ressemblant a des fibroblastes. Ces cellules
avaient un taux de croissance trés ¢élevé. Elles donnaient rapidement des cellules plus
larges au taux de croissance plus faible. Cette observation conforte les données de la
littérature ou le premier type cellulaire est dénommé type 1 (ou RS-MScs Rapidly Sel
Renewing MSCs) et le deuxieme type est nommé type 2 (ou SR-MSCs Slowly
Replicating MSCs) (Mets et Verdonk 1981). Ces cellules sont différentes du point de vue
de I’expression des marqueurs cellulaires et de leur capacité¢ de différenciation. Cela
rejoint I’observation que les CSMs humaines perdent leur plasticité initiale avec le temps,
correspondant & une sénescence (Pittinger et al 1999) et/ou a une évolution d’une
population majoritairement type 1 vers une population majoritairement type 2. Ainsi, les
CSMs isolées et cultivées de fagon différente ont des propriétés tres différentes et un
potentiel thérapeutique différent. De plus, 1’adhésion sur plastique sélectionne des
cellules issues de MO qui ne sont pas uniquement des CSMs telles que les cellules
MIAMI (Marrow Isolated Adult Multilineage Inducible) isolées a partir des corps
vertébraux chez ’homme (Tatard et al 2007), les cellules VSEL (Very Small Embryonic-
like) isolées a partir de la MO de souris par sélection de cellules positives aux récepteurs
CXCR4 (Ratajczak et al 2008), cellules MAPCs (Multipotent Adult Progenitor cells)

isolées a partir de MO a faible oxygeéne et faible sérum (Aranguren et al 2008). Ces
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cellules sont capables de se différentier en de multiples phénotypes (MAPCs), en
neurones (MIAMI) ou d’exprimer des marqueurs de cellules embryonnaires (VSEL).
L’ensemble de ces cellules pourraient correspondre a une hiérarchie de différentiation au
niveau des CSMs. Ces observations soulignent la difficulté a analyser les résultats de ces
cellules devant des effets différents en fonction des modes de sélection et de culture qui
influencent fortement le type cellulaire. On peut en rapprocher des différences
potentielles entre les CSMs isolées a partir de la MO et a partir des tissus périphériques et
du sang périphérique. Des différences d’effet thérapeutique ont déja été observées entre
les CSMs issues de la MO et du tissu synovial (Koga et al 2008). Ainsi, une des
principales critiques de notre travail est la translation d’interprétation entre les CSMs
issues de MO du rat et les CSMs issus du sang périphérique chez ’Homme. On peut
remettre en cause leur similitude de plasticité et d’effets thérapeutiques. D’un autre coté,
le systéme de sélection a utilisé spécifiquement les mémes paramétres et les mémes
modes de culture. De plus, la différenciation clé dans notre systéme de réparation est
I’acquisition du phénotype CMLs. Des travaux récents ont montré que les CML d’aorte
ainsi que leurs préogéniteurs pourraient avoir une origine commune au niveau des ilots
sanguins primitifs au stade précoce de I’embryon (Drake et al 1998). Les 2 types
cellulaires utilisées dans notre étude sont capables de se différentier en CML d’aorte,
ainsi une origine commune est possible pour ces 2 types cellulaires et finalement ’effet
thérapeutique pourrait étre similaire.

Une des questions est de savoir si 1’étape de culture précédant 1’utilisation des CSMs au
cours de notre étude n’altére pas le phénotype de ces cellules et leurs roles biologiques?

Le fait d’obtenir une population hétérogene de cellules en culture a faible densité
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associée a des changements importants de type cellulaire au cours de ces cultures nous
suggerent que les CSMs en culture sont capables de générer leur propre niche, ou micro
environnement. Il est intéressant de noter que la duplication initiale des cellules RS-
MSCs est nettement supérieure aux situations in Vivo, suggérant un mécanisme
d’inhibition par leur micro environnement in vivo. Au cours de cette phase, les cellules
expriment Dkk-1, un inhibiteur de la voie de signalisation Wnt (Gregory et al 2003) ainsi
que des marqueurs anti-adhésion intercellulaires et spécifiques de la mobilité telles que
a6-intégrine et PODXL (Podocalyxin-like protein) (Lee et al 2009). Pendant cette phase,
les cellules ne forment pas de clusters. Avec I’expansion, la sécrétion de Dkk-1 diminue
ainsi que I’expression de PODXL et les cellules forment des ilots ou les cellules au centre
ont un taux de duplication faible et une expression de marqueurs de différenciation
cellulaire (Sekiya et al 2002) suggérant ainsi une perte de la multipotence par
engagement dans une voie de différenciation. Ainsi 1’utilisation de CSMs cultivées
expose au risque d’utiliser des cellules dont les capacités de différenciation sont altérées.
Toutefois, des études précédentes ont montré que ces cellules en ilots cultivées a faible
densité étaient capables de se transdifférentier pour donner naissance a de nouveaux
clusters apres repiquage indiquant que 1’on obtenait une réversion vers une cellule dont la
multipotence était intacte malgré un passage dans un phénotype différentié au cours de la
culture (Ylostalo et al 2008). Toutefois, une expansion a confluence importante (>90%)
faisait perdre cette capacité a ces cellules. Cette observation conforte le role clé du micro
environnement dans la régulation de ces cellules. Au cours de notre étude, nous avons
strictement préservé une confluence <80% au cours de 1’expansion in vitro, suggérant

ainsi que nos CSMs cultivées avaient gardé leurs propriétés initiales de multipotence.

146



Une des limites de 1’expansion de CSMs est la création de mutation génomique au cours
de I’expansion car la duplication AND n’est pas un processus infaillible (Burgers 2009).
Ainsi, le risque est la création de mutation cancérigéne au sein de ces cellules. La
démonstration de transformation cancéreuse des CSMs humaines est difficile car le
caryotype ne détecte que les grosses lésions chromosomiques, et est insensible aux
mutations minimes et la méthode de tumérogénese dans des souris immunodéficientes est
insensible car de nombreux cancers humains ne développent des tumeurs chez la souris
qu’aprés de nombreuses manipulations (Berman et al 2008). Ainsi, la seule solution est
de montrer la sénescence des cultures des CSMs ce qui est le cas chez I’Homme. Par
contre, il a ét¢ montré que la culture des CSMs de souris générait rapidement des cellules
cancéreuses par instabilit¢ génomique apreés une phase de croissance trés lente. Ce
phénomene dénommé « multistage carcinogenesis in cell culture » est présent aussi pour
les fibroblastes de souris (Rubin 2001). Les études pour les CSMs de rat sont plus rares et
montrent que leur culture est plus sensible a la densité cellulaire et au milieu de culture
que les CSMs humains (Javazon et al 2001) en terme de prolifération et de multipotence.
Toutefois, on ne peut éliminer la participation de cellules cancéreuses aux effets
biologiques observés au cours de notre travail. Il est difficile de juger si la transformation
cancéreuse interfére avec les capacités de réparation tissulaire des CSMs. Cette
tumérogénese éventuelle reste un probléme pour une application clinique des CSMs
devant I’absence a I’heure actuelle de test sensible a la transformation cancéreuse des
CSMs. Une des solutions possibles est 1’utilisation de CSMs issues du tissu adipeux car

I’isolement permet d’obtenir un grand nombre de cellules limitant ainsi la durée de
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I’expansion (Bunnell et al 2008). Mais la preuve de la similitude des effets biologiques
entre les CSMs issues du tissu adipeux et de le MO reste a montrer.

Une question cruciale est le mécanisme d’action des CSMs au cours de la réparation
tissulaire. Vu les capacités in vitro de ces cellules a une différenciation sous 1’action de
facteurs de croissance, le mécanisme initial évoqué était un recrutement des CSMs sur le
site des Iésions et une différenciation in situ de ces cellules pour la réparation. Un certain
nombre d’études ont corroboré cette hypothése. Ainsi, Wu Y et al. ont montré
I’amélioration de la régénération cutanée apres plaie par application directe de CSMs
issues de MO. Le tracking cellulaire utilisant une analyse du marquage GFP par FACS a
montré une greffe cellulaire >25% a 1 semaine. De plus, les auteurs ont montré
I’expression de kératine, marqueur spécifique des kératinocytes, par les CSMs suggérant
une différenciation directe de ces cellules (Wu et al 2007). Ces données furent confirmées
par d’autres études utilisant le méme modéle de plaie pariétale (Sasaki et al 2008). Mais
d’autres auteurs ont montré que I’incorporation des CSMs sur le site 1ésionnel était faible
et que les CSMs agissaient principalement par action paracrine via la sécrétion de
facteurs de croissance ou par contact inter cellulaire avec les cellules locales. Ortiz et al. ,
en utilisant un modele de fibrose inflammatoire pulmonaire par bléomycine, ont montré
une inhibition de cette inflammation par des CSMs et principalement via la secrétion
d’antagoniste IL1B (Ortiz et al 2007). Dans un autre modele, la perfusion de milieu
conditionnée de CSMs, riche en IGF-1, HGF, VEGF, ¢tait aussi efficace que la perfusion
méme de CSMs pour limiter la dégradation rénale dans un modele d’ischémie-
reperfusion rénale. Les auteurs ne retrouvaient pas de CSMs une semaine apres la

perfusion locale de cellules (Togel et al 2007). De méme, 1’effet bénéfique des CSMs
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dans le remodelage cardiaque apres infarctus du myocarde était principalement médié par
une action paracrine et les auteurs ne montraient plus de cellules perfusées aprés 3
semaines malgré la pérénisation de 1’effet bénéfique (Iso et al 2007). Dans notre étude,
nous avons pu observer un taux d’incorporation assez faible des cellules au sein de la
paroi aortique a 2 jours et 1’absence des cellules perfusées par marquage PKH26 a 4
semaines. Il est vrai que ce marquage n’est pas optimal car le PKH26 est un marqueur
fluorescent inerte incorporé au sein de la membrane plasmique et que son signal
fluorescent diminue avec les divisions cellulaires. Ainsi, si nos cellules ont une
duplication élevée, la concentration sera trop faible pour étre détectée et 1’absence de
signal détectable ne signifiera pas I’absence des CSMs. Un tracking cellulaire utilisant le
marquage cellulaire par GFP semble souhaitable pour examiner le devenir des CSMs
dans la paroi aortique apres leur perfusion endoluminale dans notre modele. Une étude
récente utilisant un modele de AAA chez le porc, a utilis€¢ la perfusion de CSMs
marquées par GFP et détectées par microscopie fluorescent. Les auteurs ont mis en
¢vidence la présence de marquage GFP a 7 jours apreés la perfusion suggérant
I’incorporation au sein du tissu aortique des CSMs perfusées. (Turnbull et al 2011).
Toutefois le marquage était faible en proportion et les auteurs ont utilis¢ une méthode
d’instillation peu conventionnelle par infiltration directe dans la paroi aortique. De plus,
le modé¢le utilisé était un modéle de traumatisme directe par dilatation aortique associée a
la perfusion endoluminale d’élastase et de collagénase. Il en résultait une dilatation
aortique associée a une dégradation de la MEC répondant a un critére de AAA. Toutefois
ce modele n’a pas de thrombus intra mural ce qui rend difficilement interprétable les

conclusions d’incorporation éventuelle des CSMs au cours de la maladie anévrysmale.
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Notre étude a clairement montré une repopulation du thrombus par des CML apres
perfusion de CSMs. La restoration d’une organisation de paroi artérielle par CSMs a déja
¢té démontré dans un modéle de biothérapie de prothése vasculaire. Les auteurs ont
ensemencé des CSMs au sein de prothése conventionnelle vasculaire et ont montré une
différentiation de ces CSMs en CMLs et une oragnisation multi lamellaire. De plus, cette
restoration d’une néo-média biologique stimulait 1’adhésion de CE et leur organisation en
endothélium provoquant ainsi I’endothélialisation de la prothése (Mirza et al. 2008). Les
auteurs ont montré aussi que ces CSMs différentiées en CML n’avaient pas de propriétés
contractiles suggérant ainsi que le caractére non fonctionnel de ces cellules. La méme a
confirmé cette absence de fonction aprés différentiation in vitro de CSMs a I’aide de
milieu préconditionné de CML motivant la recherche de condition optimale pour obtenir
une différentiation compléte des CSMs en CML avec acquisition d’une fonction
contractile (Bonnet et al. 2008). Ainsi le mode d’action des CSMs au cours de la
réparation tissulaire pour AAA reste a découvrir méme si une action paracrine ou
indirecte semble la plus plausible. Des travaux antérieurs de notre équipe ont déja montré
que Peffet stabilisant des CML dans notre modele de AAA était principalement paracrine
via la sécrétion de TGFP1 et a été la base d’une stabilisation de notre mod¢ele de AAA par
thérapie génique utilisant TGFB1(Dai et al 2005). Ainsi, TGFB1 pourrait étre un candidat
pour expliquer I’effet stabilisant des CSMs.

Outre la richesse de sécrétion de facteurs solubles par les CSMs, la niche semble jouer un
role trés important dans le systéme de réparation tissulaire comme nous I’avons évoquée
ultérieurement. Cette communication entre le micro environnement et les CSMs oriente

les CSMs vers la sécrétion de facteurs solubles spécifiques a la réparation tissulaire
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nécessaire. Cet échange entre les CSMs et le tissu environnant permet une immuno
modulation et une activité anti-inflammatoire. Par exemple, les lymphocytes T sécrétent
IFNy qui stimulent le recrutement de CSMs et celles-ci sécretent du NO pour inhiber la
prolifération des lymphocytes T établissant ainsi un équivalent de rétro-contrdle négatif
(Ren et al 2008). Un autre exemple d’échange est 1’activation de CSMs par des
fibroblastes rendue apoptotique par rayonnement ultra-violet ; il en résulte une sécrétion
d’un anti-apoptotique cellulaire, la stanniocalcine-1 (Block et al 2008). Par analogie, on
peut penser que les cellules inflammatoires au cours de la maladie anévrysmale activent
les CSMs pour limiter cette inflammation et que les CMLs stimulent leur survie et leur
croissance par activation des CSMs. Des preuves concretes de ces échanges restent a
montrer au cours du AAA. Ainsi, la perfusion locale de CSMs pour stimuler localement
la réparation tissulaire pourrait €tre une des stratégies thérapeutiques les plus utiles. D’un
autre coté, la communication entre les CSMs et son milieu peut aussi stimuler la
prolifération cancéreuse. En effet, il a ét¢ montré que la culture de cellules de myélome
était stimulée par les CSMs ; l'interaction aboutit a la sécrétion IL-6 par CSMs qui
stimule la production de Dkk-1 par les cellules de myélome (Gunn et al 2006). Ce
mécanisme pourrait expliquer la stimulation de certains cancers apres ajout de CSMs
(Kidd et al 2008). L’ensemble de ces données nous suggere que malgré le role
thérapeutique prometteur des CSMs, leur emploi en pratique clinique reste a définir.

A coté du role cancérigene éventuel des CSMs, le mode d’administration optimal des
cellules reste posé. L’injection périphérique veineuse semble €tre la voie privilégiée car
elle est facile a mettre en ceuvre et pratiquement dénuée d’effets indésirables. Cette voie a

déja été utilisée avec succes dans un certain nombre de modéles expérimentaux, mais il a
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¢t¢ montré que pratiquement toutes les cellules perfusées étaient retenues dans les
poumons au premier passage (Schrepfer et al 2007). Plus de 95% des cellules sont
retenues dans les poumons dans les 5 minutes. Le temps de demi-vie des CSMs au niveau
des poumons est de 24 heures, mais seulement 5% des cellules se retrouvent finalement
dans les tissus périphériques cibles apres la barriere pulmonaire. Ainsi se pose la question
du mode d’action de ces CSMs sur les tissus périphériques. Plusieurs hypothéses ont été
avancées. Comme décrit précédemment, les CSMs peuvent agir par sécrétion de facteurs
solubles dans la circulation systémique mais cette sécrétion doit étre en grande quantité et
a I’heure actuelle aucun candidat ne semble se dégager. Les CSMs piégées au sein des
poumons pourraient stimuler des CSMs déja présentes au niveau des tissus périphériques
(Munoz et al 2005). La encore, le mécanisme exact reste a démontrer. Un autre
mécanisme possible est la sélection d’une sous population de CSMs ayant des capacités
accrues d’adhésion et de stimulation. Notre mode d’administration s’affranchit
partiellement de ce probléme car nous avons effectué une perfusion intra artérielle directe
et il n’y a pas donc pas de clairance par les poumons. Toutefois, le lavage par le flux
artériel est un obstacle majeur a I’utilisation de ce mode d’administration chez ’Homme
et la nécessité d’un clampage bipolaire de la zone artérielle cible est peu réalisable en
pratique clinique. C’est pourquoi, la perspective clinique envisageable est la perfusion de
ces CSMs entre la paroi aortique et la paroi d’une endoprothése aortique. Le flux de
lavage est beaucoup moins important et permettra éventuellement une adhésion des
cellules perfusées dans la paroi aortique. Cette étape nécessite une étude expérimentale
chez le gros animal. La suite logique de cette étude est donc la mise au point d’un mod¢le

animal d’endofuite puis I’impact de la perfusion de CSMs sur la croissance anévrysmale.
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L’ensemble de ce travail montre que le remodelage de la paroi artérielle nécessite une
¢tape de destruction dans laquelle ’inflammation via ’action des métalloprotéases
semble jouer un rdle important. La compréhension des mécanismes moléculaires et
cellulaires est primordiale en vue d’une cible thérapeutique et d’imagerie fonctionnelle
dans le traitement de 1’athérosclérose, et plus précisément de la prise en charge de ses
complications au cours des ruptures de plaque athéromateuse. Au cours de la destruction
de la paroi artérielle, le systéme de réparation tissulaire semble inclure les CSMs. Notre
travail a montré qu’un déficit de ce systeéme de réparation centré sur les CSMs pourrait
étre un nouvel aspect physiopathologique de la maladie anévrysmale. L apport de CSMs
pourrait rétablir I’efficacité de ces systémes de réparation et étre un candidat éventuel

dans I’optique d’une biothérapie cellulaire du traitement des AAAs.
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CONCLUSION

Ce travail a permis d’illustrer des mécanismes de remodelage artériel au cours des
pathologies athéromateuses et anévrysmales. L’aspect de destruction nous a permis de
démontrer 1’activité collagénolytique de MMP-14 au cours de 1’athérome. Ce travail
suggere d’ajouter cette métalloprotéase a la liste des collagénases interstitielles déja
existante (MMP-1, -8, -13). Cet exemple montre un nouvel aspect de la biologie
moléculaire de la rupture de plaque et ouvre la perspective d’une nouvelle cible
thérapeutique mais surtout d’une nouvelle cible de marqueur pour une imagerie
fonctionnelle de la plaque instable aussi bien coronarienne que carotidienne.

L’aspect de reconstruction nous a permis de mettre en évidence 1’existence des acteurs
cellulaires et moléculaires de la réparation tissulaire a la surface du thrombus des AAA
humains et a surtout montré une diminution quantitative des CSMs au cours des AAA.
L’administration endoluminale de CSMs dans un mod¢le expérimental de AAA évolutif
a stabilisé de facon durable la croissance anévrysmale par diminution de 1’inflammation
et induction d’une cicatrisation pariétale caractérisée par le repeuplement de CMLs et le
renforcement de la MEC. Ce travail suggére une nouvelle approche physiopathologique
du AAA par altération des mécanismes de réparation tissulaire et la perspective d’une

biothérapie contre la croissance anévrysmale utilisant les CSMs.
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ANNEXE 1

Molecular Cardiology

Matrix Metalloproteinase-14 Deficiency in Bone
Marrow-Derived Cells Promotes Collagen Accumulation in
Mouse Atherosclerotic Plaques

Fabrice Schneider, MD; Galina K. Sukhova, PhD; Masanori Aikawa, MD, PhD; James Canner, MA;
Norbert Gerdes, PhD; Sai-Man Timothy Tang, Bsc; Guo-Ping Shi, DSc;
Suneel S. Apte, MBBS, DPhil; Peter Libby, MD

Background—Interstitial collagen plays a crucial structural role in arteries. Although in vitro results suggest collagenase
activity for membrane-bound matrix metalloproteinase type 1 (MMP-14), in vivo evidence for such a function in

atherosclerosis remains scant.

Methods and Results—Because Mmpl4~" mice die by 3 weeks of age, this study used lethally irradiated low-density
lipoprotein receptor—deficient mice reconstituted with syngeneic bone marrow cells of Mmpl4~"~ or Mmpl4** mice.
In both groups, histological analyses of the aortic root revealed similar plaque size and macrophage and smooth muscle
cell content after 8 or 16 weeks of atherogenic diet. By 16 weeks, however, the plaques of low-density lipoprotein
receptor—deficient mice engrafted with Mmpl4~"~ bone marrow (n=12) contained significantly more interstitial
collagen than those receiving Mmpl4*"* bone marrow (n=14; P<0.05). In vitro, bone marrow—derived macrophages
from MmpJ]4 ™~ mice had significantly less interstitial collagenase activity than those from Mmpl4™ mice both basally
(P=20.01) and on tumor necrosis factor-a stimulation (P<20.05). Western blot analysis and gelatin zymography of aortic
extracts revealed that MMP-14 deficiency yielded decreased activation of pro—-MMP-13 but not of pro—-MMP-2 or

pro—MMP-8.

Conclusion—MMP-14 from bone marrow—derived cells can influence the collagen content of mouse atheroma, a critical
component of plaque stability. (Circulation. 2008;117:931-939.)

Key Words: atherosclerosis m collagen m metalloproteinases m pathology m plague

Rupture of atherosclerotic plaques in coronary arteries
causes most fatal acule myocardial infarctions.!? Such
plaques characteristically have a thin fibrous cap, a large
lipid-rich core, and abundant macrophages. Because intersti-
tial collagen confers temsile strength on the fibrous cap,
collagenolysis in the fibrous cap likely participates critically
in plague disruption.®* Matrix metalloproteinases (MMPs)
can degrade all components of arterial extracellular matrix,
and considerable evidence supports their involvement in
plague remodeling. Three members of the MMP family
denoted interstitial collagenases (MMP-1, MMP-8, and
MMP-13) can cleave triple-helical fibrillar collagen at the
neutral pH of the extracellular milieu.** In addition to these
secreted, soluble enzymes, the membrane-anchored or mem-
brane type 1 MMP, MMP-14, also can exhibit collagenase
activity.”” Human and animal studies have localized these
collagenases in atherosclerotic plaques.'™" Mice genetically

altered to express collagenase-resistant collagen (Col™®) have
increased collagen content in atheromata in vive." Mice
lacking MMP-13 accumulate more collagen with a more
organized supramolecular structure in plague than those wild
type for this key interstitial collagenase.'® MMP-14 localizes
in human plaque'” and on peripheral blood monocytes during
myocardial infarction.” Experimental studies showed en-
hanced expression of MMP-14 during arterial remodeling
after balloon injury!® and in the myocardium after ischemia/
reperfusion.?® However, the contrbution of MMP-14 to
collagen metabolism during atherosclerosis in mice remains
unexplored. Mice genetically deficient in MMP-14
(Mmpi4~") typically die 3 weeks after birth of unknown
causes. Before death, these mice show significant growth
impairment and wasting.2!2! These findings hamper the
analysis of atherogenesis in compound mutamt mice for
Mmpl4™~ and low-density lipoprotein receptor—deficient
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Figure 1. Successful reconstitution of bone marmow—derived cells after y-iradiation in CD456.1-positive recipient mice. Bone marmow—
derived cells from 2- to 3-week-old Mmp74™" or Mmp14~ (CD45.2-positive/CD45.1-negative) mice were transplanted into CD45.1-
positive/CD45.2-negative mice. Blood was harvested after 5 weeks. A, Representative plots of peripheral blood cells stained with anti—
CD45.1-PE and ant—CD46.2-FITC, analyzed by FACS. B, Quantitative analysis of percentage of donor-derived cells among recipient

peripheral blood monocytic cells (n=3 for both groups).

mice (Mmpl4™/Ldlr""). The present study circumvented
this constraint by using bone marrow from Mmp 14~ mice to
examine the role of MMP-14 expressed by bone marrow-—
derived cells in atheroma formation. Macrophages, which
arise from bone marrow, appear to express the bulk of
MMP-14 in atheroma.?® This approach permitted us to test the
hypothesis that MMP-14 derived from bone marrow partici-
pates in collagen catabolism in plaques using lethally irradi-
ated Ldir”’" mice reconstituted with bone marrow from
Mmpl47" mice.
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Methods

Animal Preparation

All experiments conformed to a protocol approved by the Standing
Committes on Animals of Harvard Medical School. Mmpld™
mice? backcrossed 7 generations into congenic CSTBL/G mice were
crossbred to generate Mmpl4~" mice and Mmpl4** littermates.
Ldir™™ C57TBL/6 mice 6 to 10 weeks of age (Jackson Laboratories,
Bar Harbor, Me) were lethally irradiated (2 times at 700 rad 3 hours
apart) and received bone marrow (5 10F cells per mouse IV} derived
from Mmpl4™" (n=29) and Mmpl4*™ (n=31) donor mice 2 to 3
weeks of age. After bone marrow reconstitution (5 weeks), mice
consumed a high-cholesterol diet (Research Diels, New Brunswick,
NI; 1.25% cholesterol, %% cholate) for 16 weeks (n=26) or 8 weeks
(n=34). Mouse plasma was collected for cholesterol measurements
at day 0, after bone marrow reconstitution, and at the time of death.*=
For the in vitro study, we used Mmpl3™ mice with congenic
C57TBL/6 background.’® In separate experiments, we verified the
effect of MMP-14 deficiency on reconstitution of bone mammow-
derived cells by transplanting bone marrow-—derved cells from
Mmpl4™™ or Mmpi4™ mice (both CD45.2) into Ldlr™ mice
(CDM45.1; n=3 each group).™ The reconstitution of peripheral blood
monocytes was >92% in both groups (Figure 1).

Fluorescence-Activated Cell Sorter Analysis

We performed fluorescence-activated cell sorter analysis (FACS) as
previously described.® Briefly, 20 pL diluted mouse blood (1:1 in
FACS buffer [2% BSA, 0.1% sodium azide in PBS]) and 1 L Fc
block (eBicscience. San Diego, Calify were incubated at room
temperature (15 minutes) before fluorescently labeled antibodies
were added (15 minutes). After incubation with FACS lysis buffer,
the cells were washed twice with FACS buffer and analyred by
FACS. CIM5.2-FITC and CD45.1-PE antibodies and corresponding
isotype controls were purchased from eBioscience.

Tissue Preparation and Histological Assays

The aortic roots were prepared as described previously.®537 Briefly,
mice were perfused al physiological pressure with normal saline via
the left ventricle, and the hearts and acrtas were removed en bloc.
The acrtic root was embedded in optical cutting temperature com-
pound (Sakura. Torrance. Calif). To evaluate intimal lesion size,
frozen sections of aortic rool were incubated with oil red O (0.5% in
glycerol). Immunochistochemical studies used rat anti-mouse mono-
clonal antibody to Mac3, a macrophage marker (1:1000, BD
PharMingen, San Diego, Calif), and smooth muscle cell (SMC)
o-actin staining with primary antibody FITC-conjugated oe-actin
mouse monoclonal (1:500, Sigma, 5t Louis, Mo)., followed by
anti-FITC biotin-conjugated secondary antibody (1:400, Sigma) and
a rabbit anti-MMP-14 polyclonal antibody (1:500, Chemicon, Te-
mecula, Calif). We analyzed fibrillar collagen content using picro-
sirius red staining of sections, which were viewed under polarized
light. Quantitative analyses used Image-Pro Plus Software (Media
Cybernetics. Bethesda, Md). Two blinded observers recorded the
percentage of the total area with positive color for each section.

Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction
Total RNA was extracted from whole mouse aorias (pooled, n=3 per
group) and reverse transcribed. Real-time reverse-transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) used SYBR Green PCR Master
Mix and MyiQ Single Color Detection System (BioRad, Hercules.
Calif). Oligonucleotide primers used to recognize mouse mRNAs
included the following: MMP-2, 5-GCA-CCC-TTG-AAG-AAG-
TAG-CTA-TG-3" and 5'-GCA-GGA-GAC-AAG-TTC-TGG-AGA-
TA-3": MMP-8, 5'-CAA-CCT-ATT-TCT-CGT-GGC-TG-3" and 5°-
TGC-AGG-TCA-TAG-CCA-CTT-AG-3"; MMP-9, 5'-AAC-ACA-
CAG-GGT-TTG-CCT-TC-3" and 5'-CGT-COGT-GAT-CCC-CAC-
TTA-CT-3"; MMP-12, 5"-TTT-CTT-CCA-TAT-GGC-CAA-GC-3'
and 5°-GGT-CAA-AGA-CAG-CTG-CAT-CA-3"; MMP-13, 5'-
TCC-CTT-GAT-OCC-ATT-ACC-AGT-C-3' and 5'-AAA-AAG-
AGC-TCA-GCC-TCA-ACC-TG-3"; MMP-14, 5 -AGG-GTT-CCT-
GOC-TCA-TGC-3" and 5'-ACA-GCG-GCC-GCA-CTC-ACA-3";
cathepsin K. 5'-CCA-GTG-GOA-GCT-ATG-CAA-GA-3" and 5'-
AAG-TGG-TTC-ATG-GCC-AGT-TC-3"; al procollagen L 5'-
TCT-TTC-TCC-TCT-CTG-ACC-G-3" and 5°-AAG-GTG-CTG-
ATG-GTT-CTC-C-3"; and GAPDH. 5'-TGG-GTG-TGA-ACC-
ATG-AGA-AG-3" and 5'-GCT-AAG-CAG-TTG-GTG-GTG-C-3".

Western Blotting and Gelatin Zyvmography

Whole aortas from Mmpld~"—Ldlr™" and Mmpl4** —Ldlr ™
{n=3 each group} were harvested and snap-frozen in liquid nitrogen.
After pulverization, samples were homogenized into radioimmuno-
precipitation assay buffer (Boston Bioproducts, Boston, Mass) with
EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche, Indianapolis, Ind) for
30 minutes at 4°C and centrifuged al 3000g for 30 minutes. For
Western blofting, total protein (20 ge per well) was separated by
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standard SDS-PAGE and blotted to polyvinylidene difluoride mem-
branes (Bio-Rad, Hercules, Calif) using a semidry blotting apparatus.
Blots were blocked in 5% (wi/vol) defaited dry milk in PBS/0.1%
Tween 20 (Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO) overnight and incubated
with the respective primary antibody (2 hours). The secondary
peroxidase-conjugated antibody (1:10 000, Jackson Immunore-
search, West Grove, Pa) was added for another hour. Finally,
immunporeaciive proteins were visualized with the Western Light-
ning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Life Sciences,
Boston, Mass). We used rabbit polyclonal antibody against MMP-14
(121000, Chemicon), goal polyclonal antibodies against MMP-13
(1:2000, Chemicon) and MMP-8 (1:100, R&D Systems, Minneapo-
lis, Minn), and a rabbit polyclonal antibody against ce-tubulin (1:500,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif) as a loading conirol.
For gelatin zymography, we used a previously described protocol.2®
Briefly. equal amounts of total protein were separated under nonre-
ducing conditions by SDS-PAGE containing gelatin (1 mg/mL,
BioRad). After washing with renaturation buffer (BioRad: 30 min-
utes), we incubated the gel in development buffer (24 hours) and
then stained it with Coomassie brilliant blue 0.5% and destained in
25% methanol/10% acetic acid.

Macrophage Culture and In Vitro

Collagenase Assay

Bone mamow-—derived macrophages were harvested from the femurs
and tibias of Mmpl3™, Mmpl4™, and wild-type mice. After
incubation in red cell Iysis buffer (ammonium chloride 0.155 mol/L
in PBS), we centrifuged (20 minutes) the samples on Ficoll medium
(LSM, ICN Biomedicals, Aurora, Ohio) and collected the monocytic
cells. Macrophages were selected using medium with macrophage-
colony stimulating factor (25 ng/mL., Cell Sciences, Canton, Mass)
for 6 days. Determination of the collagenolytic capacity used cells
maintained in serum-free medium overnight, unstimulated or stim-
ulated with tumor necrosis factor-« (TMF-a; 10 ng/mL) and then
incubated with fluorescein-labeled nondenatured collagen type-1 (0.3
mg/mL. Calbiochem, La Jolla, Calif) for 48 hours in the presence or
absence of 1.10-phenanthroline (0.1 mmoll, Sigma), a broad
metalloenzyme inhibitor. Digested collagen fragments were mea-
sured al 485-nm excitation and 530-nm emission in a fuorescent
plate reader.

Statistical Analysis
Data are presented as mean*SD. Differences between groups were
determined with the Mann-Whitney U test. Values of P<20.05 were
considered significant.

The authors had full access (o and take full responsibility for the
integrity of the data. All suthors have read and agree to the
manuscript as written.

Results

Characteristics of Mice

Body weight and plasma cholesterol did not differ between
groups (Mmpld**—Ldlr”" and Mmpld™"—Ldlr"") con-
suming an atherogenic diet for 8 or 16 weeks. Total serum
cholesterol level increased with the duration of the athero-
genic diet and did not differ between groups (Table).

Compound Mutant Ldlr™™ Mice With Mmpl4~"=
Bone Marrow—Derived Cells Expressed Less
MMP-14 Than Those Receiving Mmpl4™™ Bone
Marrow—Derived Cells

Our expenimental approach supposes that bone marrow—
derived macrophages furnish most of the MMP-14 in the
plaque. In the mice constructed for this study, only the bone
marrow—derived cells from Mmpl4~" mice lack MMP-14.
Many arterial SMCs and endothelial cells do not originate

Matrix Metalloproteinase-14 and Atherosclerosis 933

Table. Characteristics of Mice Used in the Present Analysis
Mmpi 4+ —Ldi  Mmpld " —idr P

n k1| 29

Body weight, g
Day 0 2277229 23.19+163 N5
+4 wk 224211 23.36+2195 N5
+12 wk 25.08+1.81 25.85+1.53 N5
+20 wk 24B+24 25626 N5

Total cholesterol, mg/dL
Day 0 17712+53.85 191.1887.07 N5
+4 wk 216.84+61.37 204.07+103.53 N5
+12 wk 535.16+148.19 611.62+-194.57 N5
+20 wk 1176+526.39 1127+661.97 N5

Mice consumed a high-fat diet for 8 weeks (n=17 for each group) or 16
weeks (n=14 for Mmp 147" —Ldir~"; n=12 for Mmp14~""—Ldk~"). Data
are presented as mean=+30. NS indicales not significant.

from bone marrow™ but could produce MMP-14, especially
in inflammatory environments such as atheromata.’®*! Mac-
rophages localized in the atherosclerotic intima of Ldlr "™
mice reconstituted from MmpJl4~" donors did not contain
MMP-14, whereas in intimal lesions of Ldlr~" mice receiv-
ing Mmpl4*"* bone marrow, macrophages showed strong
immunostaining for MMP-14 (Figure 2A). Quantitative anal-
ysis of aortic extracts demonstrated that the aortic wall of
Ladlr™~ mice receiving Mmpl4~~ bone marrow contained
significantly less MMP-14 mRNA (Figure 2B) and protein
(Figure 2C) compared with mice reconstituted with
Mmpl4*"" bone marrow.

MMP-14 Deficiency in Bone Marrow—Derived
Cells Does Not Influence Atherosclerotic Lesion
Size or Cellular Composition

Aortic root lesion size was similar in Ldlr™™ mice receiving
Mmpl4** bone marrow and Ldlr” mice receiving
Mmpl4~ bone marrow (Figure 3A). Quantitative image
analysis revealed similar intimal areas in Ldlr™" mice recon-
stituted with Mmpl4*"™ or Mmpl4™ after 8 weeks
(0.13+0.08 and (.12+0.11 mm?, respectively) or 16 weeks
(0.33+0.10 and 0.25+0.12 mm’, respectively) on athero-
genic diet (Figure 3B). These lesions contained similar
macrophage and SMC content at 16 weeks (Figure 3C).
Quantitative image analysis confirmed a similar percentage
of positive area for SMCs (o-actin®) and macrophages
(Mac-3*) in plagues of mice receiving Mmpl4™™ and
Mmpl4™ bone marrow cells at 8 and 16 weeks
(2.16:2.21% versus 2.46+2.03% and 5.38+1.89% versus
4.89+2.14% at 8 and 16 weeks, respectively, for SMCs;
526+22% versus 4.08*+2.13% and 7.12+339% versus
6.08+2.13% at 8 and 16 weeks, respectively, for macro-
phages) (Figure 3D). Our results agree with our previous
study that found similar plague burden and cell content in
Mmpl3~/ApoE~"" and Mmpl3*/ApoE~"" mice.1s

= =

MMP-14 Deficiency in Bone Marrow-Derived
Cells Increases Collagen Conient in the
Atherosclerotic Intima

Aortic atheromata of Ldlr~" mice receiving Mmpl4™"~ bone
marrow cells displayed greater accumulation of fibrillar
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Figure 2. MMP-14 expression in the aortas of Ldir mice receiving Mmp14*"" or Mmp 74~ bone marmow cells. A, Immunoreactive
MMP-14 colocalizes mainly with macrophages (M) in the intima of Ldir '~ mice transplanted with Mmp14™* bone mamow and fed an
atherogenic diet for 16 weeks (Jeft). Most macrophages in the aortic intima of Lalir'~ mice receiving MmpT74 '~ bone mamow lack
detectable MMP-14 for the duration of atherogenic diet consumgption (right). SMCs stained positively for MMP-14 in both groups.
These micrographs are representative of 3 mice analyzed from each group. High power=x40. B, Aortas (n=3, pooled) from Ldir
mice receiving Mmp14~'~ bone mamow contained significantly less MMP-14 mBNA. measured by real-time RT-PCR, compared with
Ldir~ mice receiving Mmp74""* bone marmmow. Bars represent mean=50. G, Transplantation of Mmp74~~ bone marrow cells into
Ldir~ mice reduced the level of MMP-14 protein (64 kDa) detected by Westemn bilot analysiz. The same amount of total protein was
loaded as shown by immunoreactive band to a-tubulin. Data represent results obtained from 3 mice from each group. Quantitative
analysis revealed that transfer of Mmp 74~ bone marmow reduced the ratio of plague MMP-14 and o-tubulin (mean percent) in

plagues.

collagen, as shown by picrosirius red staining under polarized
light (Figure 4A). Quantitative analysis showed that MMP-14
deficiency in bone marrow—derived cells increases collagen
content expressed as the percentage of intimal area (Figure
4B). As observed in infarcted hearts of MMP-9—deficient
mice,*? targeted deletion of a single MMP may cause “com-
pensatory” changes in expression of other MMPs or other
enzymes involved in collagen turnover. After 16 weeks of
atherogenic diet, RT-PCR analysis of mRNA expression in
aortic extracts detected similar levels of all tested MMPs
(MMP-2, -8, -9, -12, and -13) and a cysteine proteinase,
cathepsin K. also implicated in arterial wall remodeling.3®
Nor did MMP-14 deficiency affect interstitial collagen gene
expression because aortas of both experimental groups had
similar procollagen Ie-mRNA levels (Figure 5).

MMP-14 Deficiency Decreases Collagenase
Activity of Bone Marrow—Derived Macrophages
Because macrophages furnish most MMPs in atheromata,
further experiments compared the collagenase activity of
bone marrow—derived macrophages from Mmpl3™,
Mmpl4™", and wild-type mice using a fluorescein-labeled
collagen type I as substrate to monitor collagen degradation
(Figure 6). Bone mamow—derived macrophages from
Mmp 14~ mice had significantly lower collagenolytic activ-
ity than those from wild-type or Mmpl3™" mice. Although
treatment with the proinflammatory cytokine TNF-o in-

creased collagenolysis by macrophages, collagen-degrading
activity remained higher in macrophages from wild-type mice
compared with Mmpl4~~ and Mmp]3~" mice. After addi-
tion of I.l10-phenanthroline, a nonselective metalloenzyme
inhibitor, degradation of collagen in the 3 different conditions
decreased almost to the level obtained without stimulation,
suggesting that MMPs account for most of the TNF-a—
induced collagenolytic activity.

MMP-14 Deficiency Alters Activation of MMP-13
but Not of MMP-2 or MMP-8

We previously demonstrated a key role of MMP-13 in the
regulation of plague collagen content.'® Western blot analysis
revealed that the level of latent MMP-13 (=37 kDa) in-
creased in aortic extracts of mice receiving Mmpl4~ bone
marrow cells, whereas levels of active MMP-13 (=45 kDa)
decreased considerably. The level of a truncated form of
MMP-13 (=20 kDa) was similar in both groups (Figure 7A).
Gelatin zymography demonstrated similar levels of latent and
active MMP-2 in both groups (pro-Mmp2, ~72 kDa; active
Mmp2, ~60 kDa) (Figure 7B), indicating that MMP-14
influences MMP-13 activation either directly or indirectly
during atherogenesis. In the atherosclerotic aorta, however,
MMP-14 does not appear critical to MMP-2 activation under
these conditions. Western blot analysis revealed similar levels
of active MMP-8 between the groups (Figure 7C).
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Figure 3. The size and macrophage and SMC accumulation in the intima of the aortic root in Ldir~ mice receiving Mmp14™" ar
Mmp14 ™ bone marrow. A, Oil Red O staining shows similar plague size in the intima in both groups after 16 weeks of atherogenic
diet. Scale bar=200 pmol/L. B, Quantitative analysiz of the intimal area showed no difference between Ldir '~ mice receiving
Mmp14*'* or Mmp14~~ bone marmow and fed an atherogenic diet for 8 weeks or 16 weeks. Bars represent mean+30. C, Immunchis-
tochemical analysis of macrophages (Mac-3) or SMCs (e-actin) shows similar accumulation of positive cells in the intima of control and
experimental group mice after B and 16 wesks of atherogenic diet. D, Quantitative analysis of the Mac-3 and w@-actin immunopositive
areas in the intima of Ldir "™ mice receiving Mmp714*™ or Mmp74~"" bone marmrow. Results express the percentage of positive area for
macrophage and SMC staining according to the total area of intima. Bars represent mean+5D. Scale bar=200 pmol/L.

Discussion thermore, MMP-14 has collagenolytic activity in vitro 3940
This study demonstrates that MMP-14 influences the colla- The present study establishes in vivo that MMP-14 influences
gen level in mouse atherosclerotic plague. Moreover, MMP- collagen content of atherosclerotic plagues. A previous study
14—mediated interstitial collagenase activity in plaque de- compared the atherosclerotic lesion in the aorta between
pends substantially on bone marrow—derived cells. Indeed, Ldlr™ mice and littermate Ldlr™ mice receiving total
bone marrow— derived inflammatory cells provide most of the irradiation and bone marrow reconstitution.®! The collagen
MMP-14 within the arterial wall under atherogenic condi- layer was significantly thicker in untreated Ldlr™" mice than
tions.*** Vascular SMCs also express considerable MMP-14 in Ldlr™ mice receiving total irradiation and bone marrow
during mouse development.’>3 However, the role of MmpI4 reconstitution, suggesting that bone marrow reconstitution
in these cells will have to await the development of condi- may have influenced SMC involvement in plague fibrosis.
tionally inactivated Mmpl4 mice, which are presently un- Interpretation of the present data requires careful consid-
available. In the meantime, successful transplantation of bone eration of several potential confounders. Indeed, unexpected
marrow—a critical step in this study—enabled analysis of the decreases in myocardial collagen after myocardial infarction
role of bone marrow—derived cells in experimental athero- in Mmp9" mice likely resulted from a compensatory in-
genesis. An earlier study showed that MMP-9 participates crease in MMP-13 in infarcted tissue.?? Therefore, we mea-
importantly in the recruitment and maturation of bone mar- sured the RNA level of the other interstitial collagenases
row stem cells.*” The bone mammow reconstitution experi- MMP-8 and MMP-13 and the potentially collagenolytic

ments reported here indicate that trafficking of bone marrow cysteine proteinase cathepsin K. MMP-14 deficiency affected
cells to the atherosclerotic plaque does not require MMP-14 neither the level of the other enzymes tested mor the level of
EXpression. procollagen- mRMNA. Thus, collagen accumulation in the

Deficiency of MMP-14 in macrophages does not affect the atherosclerotic plaques of mice receiving Mmpl4~"~ bone
size or cellular content of plaques. Earlier work in MmpI4™" marrow—derived cells did not appear to result from compen-

mice indicated that MMP-14 acts as a collagenase during satory changes in other collagenases or in interstitial collagen
osteogenesis, soft tissue remodeling,?'-*¥ and degradation of gene expression. In vitro study of bone marrow—derived
the basement membrane to initiate mecangiogenesis.22 Fur- macrophages documented decreased collagen breakdown by
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Figure 4. Collagen accumulation in the aortic intima of Lol
mice receiving Mmp14** or Mmp74~" bone marmow cells. A,
Picrosirius red staining viewed under bright light ftop). Picro-
sirius red staining viewed under polarized light in the same sec-
tions shows fibrillar collagen (bottomn). After 16 weeks of athero-
genic diet, the intima of Lalr mice receiving Mmp74~'"~ bone
marmrow cells (right) contained more interstitial collagen than
mice receiving Mmp14™* bone marrow cells (left). B, Quantita-
tive analysis of picrosirius red birefringence in the intima shows
similar amounts of collagen in Ldir™ mice receiving Mmp14*/*
or Mmp14~ bone mamow at 8 weeks of atherogenic diet. At
16 weeks, the aortic intima of Ldr mice receiving Mmp74~'"~
bone mamow cells contained more coflagen than mice receiving
Mmp14*'* bone marrow cells. Bars represent mean=5SD.

Mmp 14~ cells compared with wild-type and Mmp13~" cells
under unstimulated conditions or after TNF-o stimulation
(Figure 6).

As previously shown, membrane type 1| MMP (MMP-14)
participates in the activation of the latent forms of MMP-2
(progelatinase A) and MMP-1342-4 To test whether
MMP-14 acts in the plague directly as a collagenase or also
acts by processing pro-MMP-13 and/or MMP-2, we exam-
ined the activation of MMP-13 and MMP-2 in the atheroscle-
rotic aortas of mice reconstituted with MMP-14 —deficient or
wild-type bone marrow. Interestingly. deficiency of MMP-14
decreased the levels of activated MMP-13 but did not affect
MMP-2 activation in atherosclerotic lesions, suggesting a
dual role of MMP-14 in collagenolysis and plague stabiliza-
tion. Notably, MMP-14 deficiency did not affect MMP
mRNA levels, including MMP-13, as demonstrated by real-
time RT-PCR. Although MMP-14 deletion decreased accu-
mulation of a cleaved form of MMP-13 in mouse atheromata,
lack of MMP-14 did not affect MMP-8 activation. This result
indicates that the situation in atheromata in vivo may differ

mBNA expression from aorias

N=3 (pooled)
¥ 20,
& NS - NS W wild Type
E O Mmp 14--
2 154 " NE
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L}
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= 104
-]
2
E
"
-
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=
E
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Figure 5. Real-time AT-PCR for mRMNAs that encode molecules
related to matrix remedeling and/or MMP-14 function. Aortas
from Ldir*~ mice receiving AMmp14""" and Mmpi4~~ bone mar-
row cells (n=3, pooled) and fed an atherogenic diet for 16
weeks contained similar mRNA levels of MMP-2/gelatinase-A,
MMP-8/collagenase-2, MMP-9/gelatinase-B, MMP-12, MMP-13/
collagenase-3, cathepsin K (Cathk), and a1 chain of type | pro-
collagen (pro Coll). Bars indicate mean +80; NS, not significant.

from results of an in vitro study on human tear fluid MMP-8
during wound healing after acute eye injury®S that sugpested
MMP-14-dependent activation of MMP-8. Because our
previous analysis indicated a role for Mmpl3 activity in the
atherosclerotic plaque, the present findings suggest that
MMP-13 activation may mediate, at least in part, the effect of
MMP-14 on collagen metabolism during atherogenesis. Un-
like humans, mice lack MMP-1; hence, MMP-13 appears to

&
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Figure 6. Collagen degradation by bone marmow—derived mac-
rophages in vitro. Interstitial collagenolytic activity was deter-
mined after 48 hours of incubation of bone marmrow—derived
macrophages from wild-type (black bar), Mmp13~~ (gray bar),
and Mmp14~'~ mice (white bar) by release of soluble fluorescent
material from FITC-labeled native collagen type I. Under
unstimulated conditions, bone mamow-derived macrophages
from Mmp 74"~ mice showed less collagen breakdown com-
pared with bone marmow-derived macrophages from Mmp 13~
and wild-type mice. After stimulation with TNF-o, collagenolysis
by bone marmow-derived macrophages from wild-type mice
enceeded that of cells from Mmp73 ' or Mmp14 " mice. Addi-
tion of a metalloenzyme inhibitor (1,10-phenanthroline)
decreased the collagenase activity of both groups. However, the
collagenase activity of bone mammow—derived macrophages from
Mmp14~~ mice remained lower than enzymatic activity of cells
from wild-type and Mmp13~" mice. Data are presented as
mean+3D {n=3). Comparison of the respective study groups
uzed the Mann-Whitney test; *P-<0.05, **P=0.01. AFU indicates
relative fluorescent units.
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Figure 7. MMP-2, MMP-13, and MMP-8 activation in aortic protein extracts from Ldir*~ mice receiving Mmp74*'* and Mmpi4 " bone
marmmow cells. A, Westemn blot analysis detected less of the presumed active form (45 kDa) and higher levels of the proform (57 kDa) of
MMP-13 in mice receiving Mmp 74" bone marmow cells compared with mice receiving Mmp 74" bone mamow cells. The level of a
truncated form of 20 kDa was similar between both groups. Equal protein loading was affimmed by assessing e-tubulin. Quantitative
analysis revealed that transfer of Mmp74~~ bone mamow reduced the ratio of active MMP-13 and e-tubulin (mean percent) in plaques.
B, Gelatin zymography detected similar levels of the active form of MMP-2 in mice receiving Mmp74™* or Mmp14™" bone marmow
ceflz. The bands were identified by comparison with bands from digested recombinant mouse MMP-2 and MMP-9. Quantitative analy-
sis indicated that the ratios of active MMP-2 and recombinant MMP-2 were similar in the 2 groups (mean percent). C, Westem blot
analysis detected no difference in level of the presumed active form (65 kDa) and higher levels of the proform (85 kDa) of MMP-8 in
mice receiving Mmp14 '~ bone marrow cells compared with mice receiving Mmp74"™ bone marrow cells. The level of a truncated form
of 30 kDa was similar between groups. Equal protein loading was affirmed by assessing o-tubulin. Quantitative analysis showed that
the ratios of active MMP-8 and o-tubulin were similar in the 2 groups (mean percent).

subserve in mice the functions of MMP-1 in humans. These
considerations illustrate that the pathophysiological princi-
ples demonstrated here may not apply directly to humans.
Although several tissue and cell types require MMP-14 for
activation of pro-MMP-2, our present data suggest that
alternate mechanisms operate in atheromata.”-** In addition,
a recent study described how MMP-14 had developmental
effects that did not depend on its role in pro-MMP-2
activation during lung and submandibular gland maturation.*®
Taken together, these data suggest that effects of macro-
phage-derived MMP-14 other than pro-MMP-2 activation
dominate in atherosclerosis. Because furin activates MMP-14
intracellularly in the trans-Golgi, MMP-14 can exert its
proteolytic activity in the pericellular space as soon as it
anchors in the cell membrane.*” A recent study showed that
the furin-like proconvertase PC5 also can activate MMP-14
in vascular SMCs.48

Human coronary artery plagues that have cavsed fatal throm-
bosis typically have a thin fibrous cap, reduced levels of intact
interstitial collagen, and abundant levels of MMP-1312 and
MMP-14'" and display biochemical signatures of collagenolysis
in sitw. The present study found that MMP- 14 deficiency in bone
marrow—derived cells (primarily macrophages) does not influ-
ence atherosclerotic lesion size or cellular composition bat does,
with time, substantially increase lesional content of fibrillar
collagen. These results agree with our previous findings that
collagenase resistance or MMP-13 deficiency promoted colla-

gen accumulation, a key molecular determinant of plague
stahility, but not atheroma burden. 516

The present study used cholesterol-fed Ldir~~ mice, an
established mouse model of hypercholesterolemia, to induce
accumulation of plague macrophages, a major source of
MMPs. Macrophage infiltration in hypercholesterolemia pro-
motes MMP production in arteries.!-4 Indeed, we reported
early on that oxidatively modified low-density lipoprotein
could promote MMP-14 expression in vascular cells in
culture.® Our own work and studies of others have demon-
strated that lipid lowering reduces MMP expression and
yields collagen accumulation in atheromata.®

Taken together with studies using Mmpl3~" and Col™®
mice, '3 the present work further supports the involvement
of collagenases from the MMP family in arterial collagen
remodeling and illustrates a novel aspect of collagen metab-
olism in atherosclerosis. These results shed new mechanistic
light on the molecular and cellular mechanisms that promote
collagen degradation and thus may influence the biomechani-
cal properties of plagues. The role of bone marrow—derived
cells, principally macrophages, in regulating collagen accu-
mulation demonstrated here underscores the role of inflam-
mation in clinically critical aspects of plague biology.
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CLINICAL PERSPECTIVE

Many data support the concept that the collagen content of the fibrous cap of an atherosclerotic plaque govemns its
propensity to rupture and causes thrombotic complications. The mechanisms that regulate the plague collagen content thus
have considerable clinical interest. Members of the matrix metalloproteinase (MMP) family possess interstitial collagenase
activity capable of breaking down this critical component of the plagque structure. Previous work has highlighted a role for
MMP-13, a secreted interstitial collagenase, in collagen breakdown in mouse atherosclerotic plagues. The present study
tested the role of a membrane-bound MMP (MMP-14) present in plaques in regulating the interstitial collagen content of
atheromatous lesions. Animals that lack MMP-14 do not survive to adulthood, so these experiments used animals with bone
marrow cells lacking MMP-14 1o test the hypothesis that this enzyme contributes to collagen catabolism in mouse
atheromata. Afier 16 weeks of an atherogenic diet, low-density lipoprotein receptor—deficient mice engrafted with
MMP- 14— deficient bone marmmow contain significantly more interstitial collagen compared with those receiving wild-type
bone marrow. The effect of MMP-14 on collagen metabolism may be indirect through activation of the latent zymogen
form of MMP-13 as shown by biochemical experiments. Thus, MMP-14 from bone marrow—derived cells can influence
the collagen content of atheromata, a critical component of plaque stability.
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Abstract

Introduction. Abdominal Aortic Aneurysms (AAAs) form because of aortic wall
destruction with no compensatory reconstruction. Vascular Smooth Muscle Cell
(VSMC) addition stabilizes expanding AAAs in rats. Mesenchymal Stem Cells (MSCS)
can differentiate into VSMCs.

Objective. Assess MSC defect in patients with AAAs and evaluate their healing
properties in a rat model of expanding AAA.

Methods. MSCs were isolated by plastic adhesion from patient blood with or
without AAA (carotid stenosis). Rat bone marrow-derived MSCs were perfused
endovascularly in experimental AAAs.

Results. Blood MSCs were less in patients with AAAs than in matched controls
(34.4+/-24.7 vs. 71.4+/-47.9 CFUs/ml respectively; p<0.0018). MSCs from human
thrombi could be stimulated by TGF-betal and PDGF-BB, and induced to express
VSMC markers. Cells expressing VSMC markers were isolated from AAA thrombus
surface, suggesting MSC differentiation into VSMC-like cells in this area. Bone
marrow rat MSCs were CD90+, CD44+, CD45- and CD11y. MSCs decreased formed
AAA diameter expansion more powerfully than VSMCs and culture medium infusion
(6.5%+/-9.7, 25.5%+/-17.2 and 53.4%+/-14.4; p<0.05, respectively). This result
was sustained at 4 weeks. MSCs decreased expression of MMP-9 and infiltration by
macrophages (4.7+/-2.3 vs. 14.6+/-6.4mm? respectively; p<0.05), increased TIMP-1
and reduced medial elastin destruction compared to control. MSCs induced
formation of a neo-aortic tissue rich in SM-alpha active positive cells (22.2+2.7
versus 115.6+30.4 cells/surface units, P=0.007) surrounded by a dense collagen and
elastin network with luminal endothelial cells.

Conclusion. Circulating MSCs are quantitatively deficient in patients with AAAs.
Adding CFUs/MSCs on the lumen induces aortic regeneration and aneurysm

stability.
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Introduction

Abdominal aortic aneurysms (AAAs) expand because of wall atrophy, a consequence
of proteolytic injury of extracellular matrix (ECM), disappearance of vascular
smooth muscle cells (VSMCs), and absence of compensatory reconstruction? 2,
Addition of VSMCs by local cell therapy3, or induction of VSMC growth by TGF-betal
endovascular gene transfer#, triggers wall reconstruction and stabilizes expanding
AAAs experimentally. These data support the concept that lack of VSMC perpetuates
wall atrophy and diameter enlargement, and that restoring a VSMC population
represents a therapeutic goal in AAAs.

A subset of bone marrow cells adhere to coated or uncoated plastic wells in culture
where they form colonies of heterogeneous cells, and are referred to as colony
forming units (CFUs)>. In addition to bone marrow, CFUs have been isolated CFUs
have been shown to be multipotent and have been identified under different names,
e.g. Mesenchymal Stem Cells (MSCs)®é, Endothelial Progenitor Cells’. Because they
can home at sites of injury and respond to lineage-specific stimuli, they are thought
to contribute to post-natal tissue repair.

However, adhesion on a solid surface in vitro may be related to cell capability to
concentrate at the surface of injured vascular surfaces in vivo, an initial step to
luminal healing.

The luminal aspect of arterial lesions is covered with fibrin and platelets, and
provisioned with platelet-derived growth factors TGF-betal and PDGF-BB® 2" 10, able

to induce MSCs differentiation into VSMC-like cells 11. These elements are thought to
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contribute to post-injury healing of arteries, which results in a VSMC-rich
hyperplasia, a hypertrophic tissue outgrowth contrasting with AAA luminal
thrombus and wall atrophy deprived of VSMCs. Herein, we hypothesized that this
archetypal healing response of injured arteries occurs at the surface of AAA
thrombi, albeit inefficiently. We demonstrate that AAA thrombi at the interface with
blood contain MSCs, as well as factors for MSC differentiation into VSMC-like cells.
We show that MSCs are decreased two folds in the blood of patients with AAA, a
potential limitation to luminal aortic healing. In a rat model of expanding AAAs with
a luminal thrombus, the endovascular seeding of bone marrow-derived MSCs is
shown to trigger the formation of an organized aortic tissue replacing the luminal
thrombus, and to stabilize the aortic diameter more powerfully than canonic VSMCs.
These data are concordant with the idea that MSCs are quantitatively deficient in
patients with large AAAs, and that adding MSCs on the lumen induces aortic

regeneration and aneurysm stability.

Material and methods

MSCs were selected from patient circulating blood, human AAA thrombus and rat
bone marrow, using plastic adhesion with the same culture medium (aMEM, 20%
fetal calf serum, 1% penicillin and strepomycin, 0.08% fungizone with 1% glutamine
(Invitrogen Corporation, Paisley, UK)2. Fifteen milliliters of fresh blood was
collected by venipuncture in citrate phosphate dextrose solution (Baxter, Maurepas,
France) from male patients operated on for an asymptomatic AAA (N=27) or for an

asymptomatic carotid stenosis with no AAA detected by duplex-scanner (controls,
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N=15) in the Department of Vascular Surgery in Henri Mondor Hospital. The study
had been approved by the Mondor Ethic Comity. All patients had signed an informed
consent. Duplex scanner examination showed no significant carotid stenosis in AAA
patients and no AAA in patients operated on for carotid stenosis. Mononuclear cells
were isolated by density gradient centrifugation (Lymphoprep® 1.077, Axis-shield,
Oslo, Norway) and seeded onto uncoated 6-wells plates (Nunc, Naperville, USA)
(3.10¢ cells/well). Culture medium was changed at day 4.

Thrombi (N=5) collected during elective surgery were immediately transported to
the laboratory at room temperature in DMEM with 2% penicillin, streptomycin and
0.3% fungizone (Invitrogen). The fresh fibrin layer of the thrombus luminal surface
was scrapped with a surgical blade and suspended in HBSS, centrifuged at 1200 rpm
for 5 minutes. Pellets were seeded and cultured in the same conditions as blood
mononuclear cells in uncoated 6-wells plates or Lab-Tek® wells (Nunc).

At day 7, clusters in P6 wells were counted, and Lab-Tek® wells were rinsed in 1X
PBS (Invitrogen), fixed with 4% PFA 4% for 10 minutes at 4°C and permeabilized
with 0.2% triton PBS (Sigma chemicals, Saint-Louis, USA) during 20 minutes. For
immunocytochemistry, wells were incubated for 1 hour with 1% BSA PBS (Sigma,
Saint-Louis, USA) and 10% goat serum (Dako, Glostrup, Denmark). Wells were
incubated overnight at 4°C with antibodies in 1% BSA PBS: CD34 (Abcys SA, Paris,
France), CD45 (Abcam, Cambridge, UK), Smooth Muscle Myosin Heavy Chain MYH11
(SM MyHC) (Abcam), Alpha Smooth Muscle Actin (clone 1A’, Sigma). Controls were
generated by incubation with a non relevant antibody. Wells were incubated for one

hour at room temperature with appropriated secondary biotinylated antibodies
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revealed by the ABC® system (Vector laboratory, Burlingham, USA) and DAB®
(Vector laboratory Substrates). Cells were counter-stained with Hematoxylin
(Réactifs RAL, Martillac, France) and Lab-Tek® were mounted with Immu-Mount
(Thermo Shandon, Pittsburg, USA).

Immunohischemistry with anti-beta3 integrin antibody (CD61, Dako) was
performed on 5 pm sections of human AAA thrombi after fixation in 70% ethanol.
PDGF-BB (Quantikine kit, R&D systems) and active TGF-B1 proteins (Duoset, R&D
systems) were measured by ELISA after thrombus protein extraction with 0.5M
Tris pH 7.6, 0.2M NaCl, 10mM CacCly, 1X Triton buffer and anti-protease. Cells
isolated on Lab-Tek® from the luminal aspect of human AAA thrombus were
stimulated with 50ng/ml PDGF-BB and/or 10 ng/ml TGF-B1 (Sigma) for 30 min
after three hours in serum-free medium. Cells were then immunostained with anti-
phosphorylated PDGF-receptor or anti phosphor-Smad2 antibodies (Cell signaling
Tehnology Inc, Beverly, USA). Double stimulation with TGF-betal and PDGF-BB for

seven days was followed by anti- SM MyHC immunocytochemistry.

Rat bone marrow CFUs/MSCs isolation

Cells were isolated from ten week old male Fischer rats (Charles River, St Quentin
Fallavier, France). Aortic VSMCs3 were grown in RPMI 1640 and Medium 199, with L-
glutamine and 10% fetal calf serum (Invitrogen). MSCs were isolated from femurs
and tibias by centrifugation and selected by plastic adhesion after overnight
incubation into culture medium with 20% FCS. Non adherent cells were removed

after 72 hrs. Adherent cells were passaged when reaching 80% confluence.
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MSCs phenotypes were characterized by FACS analysis and were shown to express
MSCs marquors such as CD44, CD73, CD90, and CD105 and these cells were CD45-
and CD11b- by immunohistochemistry.

Surgery

Animals housed and taken care for according to the European Union Standards
received analgesia and were anesthetized with 0.1 ml/100g b.w. of pentobarbital I.P.
AAAs were generated in 250g male Fischer 344 rats (Charles River) by implanting a
segment of Hartley guinea pig aorta (xenograft) as previously described!3. Guinea
pig infrarenal aortas were decellularized using 0.1% sodium dodecyl sulfate (Sigma)
to obtain intact tubes of aortic ECM which were orthotopically implanted into rats
with 10-0 sutures. Fourteen days after xenograft implantation, a chimeric AAA
(>50% diameter increase) had developed from the degraded guinea pig ECM and
the cells and thrombus from rat3. At this delay, AAAs were isolated from blood flow
by clamps. The lumen was rinsed with culture medium through a PE10 catheter
introduced by an aortectomy performed downstream in the native aorta. Passage 5
to 8 MSCs or VSMCs suspended in culture medium with 5% fetal calf serum were
injected into the AAA as previously described3. In some experiments MSCs were
stained before seeding with the fluorescent dye PKH26 (Sigma). As controls, AAAs

were infused with culture medium with 5% FCS no cell.

AAA assessment
AAA diameter was measured at endovascular infusion and before euthanasia 1 or 4

weeks later. After inclusion into paraffin, 5 pm cross sections were generated from
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the center of AAAs. Elastin and collagen were stained by orcein and sirius red,
respectively. For immunohistochemistry, primary antibodies were mouse anti rat
monoclonals : ED1 clone for monocytes/macrophages, RECA for endothelial cells
(Serotec, Oxford, England) and smooth muscle alpha-actin (clone 1A4, Sigma). An
alkalin phosphatase-antialkaline phosphatase technique was used (Dakopatts).
Control sections were generated by omission of the primary antibody and with a

non relevant primary antibody.

mRNA semi-quantification

MMP-9 and TIMP-1 mRNA contents were analyzed using reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR), comparative to the domestic gene 18S
(QuantumRNA™18s Internal Standards kit, Ambion, Montrouge, France) (primers:
MMP-9: forward: 5’-CTGCGTATTTCCATTCATCTT-3’; reverse: 5’-
ATGCCTTTTATGTCGTCTTCA-3’; TIMP-1: forward: 5’-
CCCCAGAAATCAACGAGAGACCA-3’; reverse: 5’-ACACCCCACAGCCAGCACTAT-3").
Intima, on the one hand, and media plus adventitia, on the other hand, were
separated by micro dissection and pooled by layers and groups. Total RNA was
extracted with TRIzol™(Life Technologies, USA) and treated with grade I DNase
(Roche Molecular Biomedicals). Reverse transcription was done with randoms
primers, and Reverse transcriptase M-MLV, dNTP, dithiothreitol, and ribonuclease
inhibitor (Eurobio, Les Ulis, France). PCR was performed in a PCR Express thermo
cycler (Hybaid, UK) with DNA Taq polymerase (Eurobio). Bands of amplified

sequences corresponding to the gene of interest and to 18s were quantified with Gel
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Analysis (Iconix, France). Results were expressed as ratios between signals

corresponding to the gene of interest and 18s.

ELISA quantification of MMP-9 in a human explants model

Human VSMCs and bone marrow-derived MSCs (Etablissement Francais du sang,
Créteil, France) were grown to 80% confluency in alpha-MEM, 20% FCS in 6-wells
plates. Fragments from the maximum dilation zone of five asymptomatic human
atherosclerotic AAAs (>55 mm) collected during elective surgery in the Department
of Vascular Surgery of the Henri Mondor Hospital in agreement with the local ethics
committee, were cultured in serum-free medium with 5% CO; at 37°C, as described
previously (7). Briefly, each AAA was divided in 15 fragments generated with 3 mm
biopsy punches (Stiefel SARL, Nanterre, France). Fragments were randomly added
on cell layers (4 punches per well), or in wells with no cell as controls, in triplicate.
After a 24 hour incubation, the conditioned medium was harvested for MMP-9

quantification (ELISA kit, RandD System).

Statistical analysis

Results were expressed as mean * SD. Comparisons between patient groups used
unpaired student t test. For independent qualitative parameters a Chi-square test
was used (biostat TGV). In animal experiments, the non parametric Mann-Whitney
U and Kruskal Wallis tests (Statview, version 4.5) were used for statistical
comparisons between two and three groups, respectively. P<0.05 was considered

significant.
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Results

Characterization of human AAA thrombus interface with blood

Anti-CD61 immunohistochemistry confirmed presence of platelets on the luminal
aspect of thrombi (Figure 1a), as reported previously!4. ELISA quantification in
human AAA thrombus and wall extracts demonstrated presence of PDGF-BB and

TGF-B1 (Table 1).

AAA thrombus interface with blood contains MSCs responding to smooth
muscle differentiating factors

Cultures on plastic wells from the luminal aspect of six out of eight fresh AAA
thrombi yelled MSCs (mean CFUs/thrombus: 4.8 + 3.8, range 0-11) (Figure 1a).
Adherent cell outgrowth could be seen from the fourth day, ressembling CFUs
isolated from circulating blood using the same technique (Figure 1b). Thrombus-
derived cells isolated on LabTek developed as isolated fibroblast-like, spindle
shaped, CD45 negative cells; some of these cells expressed alpha actin and SM
MyHC. Cells from AAA thrombus isolated on LabTek were incubated with PDGF-BB
and/or TGF-B1 (Figure 1c). After a 30 min stimulation, thrombus-derived cells
became positive for anti-phosphorylated PDGF receptor and phospho-Smad 2
immunostaining. After a seven day stimulation by TGF-B1 and PDGF-BB, all cells

were positive for SM MyHC immunostaining.

MSCs from patient circulating blood
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We quantified MSCs in the circulating blood of atherosclerotic patients, with or
without AAA. Control patients with no AAA were scheduled for carotid surgery. Both
groups were comparable for age, cardiovascular risk factors and non aortic, non
carotid localization of atherosclerosis (Table 2). After four day in culture, the
seeding on plastic of Ficol-isolated mononuclear cells always resulted in the
development of clusters. At day 7, the number of clusters was less in AAA than
carotid patients (34.4+/- 24.7 and 71.4+/-47.9 CFUs/ml of blood, respectively; non
apparited t-test: p=0.0018) (Figure 2). There was no correlation between cluster

number and AAA diameter (Z correlation test: p=0.85).

Endovascular seeding of MSCs stabilized the diameter of expanding AAAs
MSCs isolated from rat bone marrow by plastic adhesion were seeded onto the
lumen of formed and expanding AAAs with luminal thrombus. On cross sections
made from AAAs harvested 48 hours and one week after seeding, fusion images
showed co-localization of nuclei stained with DAPI and red fluorescence in the
intermediate area of the intima, indicating presence of seeded MSCs or daughter
cells (Figure 3). No PKH26 labeling could be seen four weeks after MSC seeding.
One million MSCs were seeded onto the lumen of already formed AAAs. In the
control group infused with culture medium with no cell, the diameter of AAAs
continued to increase one week (n=5, 48.2+17.9 %) and four weeks later (n=5,
88.3+61.6 %) (differences in diameters between endovascular infusion and one and
four weeks later: P<0.05). In contrast, endovascular injection of one million MSCs

stopped AAA diameter expansion, one (n=6, 6.6+9.7 %) and four weeks (n=5,
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9.24£30.1 %) later (one and four week growth rate differences between control and

CFUs/MSC groups: P=0.006 and P=0.028 respectively) (Figure 4a).

MSCs decrease inflammation and further MMP-driven wall destruction, and
trigger tissue regeneration in formed AAAs

Addition of MSCs decreased infiltration of AAAs by monocyte/macrophages (ED1
positive cells: 14.616.4 vs. 4.7+2.3/mm?, in control and MSC groups, respectively,
P=0.015) (Figure 4b). Semi-quantitative analysis by RT-PCR expression in AAAs
over the domestic gene 18s showed a decrease in MMP-9, and an increase in TIMP-
1, mRNAs, one week after endovascular injection of MSCs (Figure 4c). Anti-MMP-9
immunostaining antibody confirmed a sharp decrease in MMP-9 protein
accumulation upon MSC endovascular seeding.

Four weeks after MSC seeding, collagen and elastin contents in the media and
adventitia were higher than in controls (collagen: 7.35£1.9 vs. 22.5£9.1 Surface-%,
P=0.007; elastin: 4.25+4.30 vs. 28.52+16.5 Surface-%, P=0.008) (Figure 5, a, b, d, e).
After MSC seeding, a tissue developed on the luminal aspect of AAAs and replaced
the thrombus which persisted in the control group (Figure5, a to f). Cell and
extracellular matrix accumulating in the convexity formed by the aneurysmal wall
recapitulated the organization of an aortic wall. The neo vessel wall contained
abundant SM-alpha-active positive cells (22.2+2.7 versus 115.6+30.4 cells/surface
units, in control and MSC groups, respectively, P=0.007) (Figure 5 c-f). RECA
immunostaining showed endothelial cells covering VSMC-like cells at the interface

with circulating blood. In contrast the luminal surface of the AAAs infused with
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culture medium was covered with thrombus devoid of endothelium (Figure 5, g-h).
The neo aortic wall contained a dense extracellular network with elastin (1.42+0.9
vs. 6.6£1.9 Surface-%, P=0.007, in control and MSC groups, respectively, P=0.007)

and collagen (Figure 5, a-e).

Rat MSCs stabilize expanding AAAs more efficiently than canonic VSMCs
Because we had shown previously that aortic VSMCs stabilize expanding rat AAAs3,
we designed a dose-response experiment to compare the impact of MSC and VSMC
seeding on this clinically relevant parameter. Whereas five million VSMCs were
needed to curb diameter expansion, only one million MSCs were sufficient to
stabilize AAA diameter (Figure 6a). The mean diameter expansion rate was
48.2+17.0% after culture medium infusion (controls), 25.5+17.2% after VSMC
seeding (P=0.11 in comparison with controls) and 6.6+9.7% after MSC infusion
(P=0.006 in comparison with controls) (Kruskall-Wallis test between the three

groups: P=0.007).

Human bone marrow-derived MSCs decrease MMP-9 release from human AAA
wall in vitro

Punches from human AAAs were incubated with human MSCs isolated from bone
marrow or VSMCs from human aortas. Controls were punches with no cell. Addition
of both cell types decreased MMP-9 protein release in the culture medium (Figure

6b).
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Discussion

We show that the surface of AAA thrombi retains elements of arterial healing and
that presence of an AAA in atherosclerotic patients is associated with a two folds
decrease in circulating MSCs. Bone marrow-derived MSCs seeded endovascularly
down-regulate inflammation and proteolysis, trigger aortic regeneration and finally
stop expansion of formed AAA in rats, more efficiently than VSMCs. Although bone
marrow derived-MSCs and peripheral MSCs are not functionnaly equivalent
Althoughbone marrow derived-MSCs and peripheral MSCs are not functionnaly
equivalent both subsets of MSCs can be isolated using the same method of plastic
adhesion, retain the capability to form colonies and have similar differentiation
potentials15. Altogether, these common properties suggest that MSCs from both
origins ( suggesting their common origin from cells into the yolk sac) can contribute
to tissue repair. Our data support the concept that VSMC-depleted AAAs expand in a
context of repair failure and circulating progenitor cell exhaustion, that can be
corrected by MSC addition on the luminal aspect of the thrombus to reconstruct the

diseased aorta and gain diameter stability.

AAAs are chronic arterial wounds which expand inexorably once they have reached
40 mm in diameter!®, a suggestion that no efficient repair occurs in these aortic
lesions. Healing of injured arteries occurs on the luminal aspect covered with fibrin
and platelets, by convergence of mesenchymal cells and presumably by convergence
of progenitors from adjacent media and adventitial”- 18, and by entrapment of

circulating bone marrow-derived MSCs1? 2 Asa consequence, VSM-like cells form a
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post-lesional overgrowth of arterial tissue in the intima. In sharp contrast to other
arterial lesions in which the media layer is intact, in AAAs the trafficking of repair
cells through the wall towards the intima faces limiting factors, among which poor
growth capability of VSMCs, uncontrolled proteolysis causing anoikis, inflammation
driven apoptosis?! and ECM disorganization?2. Since the contribution of aortic wall
cells to luminal repair is likely limited in AAAs, we asked whether the luminal
surface of the thrombus in contact with blood, encloses blood-derived factors
instrumental for circulating MSC recruitment and participation to intimal artery
wall healing.

Our finding that fresh fibrin covering AAA thrombi contains plastic-adherent
MSCs credits our hypothesis. The method we have used for isolation and culture of
cells entrapped in AAA thrombus has been described by Friedenstein® and has been
used by other groups to isolate MSCs from numerous tissues!? and circulating
blood!l. Adherent cells on LakTek did not express the pan leukocytic marker CD45,
in contrast to MSCs from circulating blood and bone marrow, a suggestion that they
may represent genuine VSMC progenitors rather than monocytes. MSC adhesion on
solid phase in vitro is a reminiscence of vascular formation by progenitors in the
yolk sac at early stages of embryonic development 23. Attachment of progenitors is
conserved post-natally in repair of injured vessels24, vein graft adaptation to radial
strain 25, chronic vascular rejection (and in aortic calcification process2¢. The
detection of platelets, TGF-betal and PDGF-BB proteins in the thrombus of AAAs
and the demonstration that thrombus-derived CFUs can be activated at the receptor

level by these differentiating factors and induced to express SM-MyHC, provides
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further support to our hypothesis. Finally, the isolation of vascular SM MyHC-
positive cells suggests that the cascade of events allowing for MSC differentiation
into VSMCs is effective at the surface of AAA thrombus. Noticeably, the absence of
organized vascular tissue in AAA thrombus indicates that significant VSMC
development aborts in this area. As a possible mechanism for reconstruction failure,
it has been shown previously that polymorphonuclear-derived elastase impairs
VSMC and MSC survival and prevents cell colonization of the luminal aspect of
thrombus in culture, by causing anoikis??. Local proteolysis alters MSC function by
proteolytic inactivation of the SDF-1 receptor CXCR4 30. Herein, our observation that
MSCs isolated from thrombi grow poorly suggests exhaustion of repair mechanisms,
a reminisce of alterations of mature VSMCs in AAA media layer31.

Previous studies have shown correlations between blood MSCs and vascular
dysfunction and lesions 7' 26, Herein, we provide evidence that circulating progenitor
cells able to contribute to arterial repairl!’ 32 are decreased in patients with
atherosclerotic AAA, in comparison to other patients with atherosclerosis but no
AAA. We have performed our study in patients with AAAs over 40 mm in diameter
with thrombus. It remains possible that the repair mechanisms we have evidenced
are effective in smaller AAAs with no luminal thrombus, which are less prone to
diameter expansion33. There was no correlation between the number of circulating
MSCs and AAA diameter, an indication that MSC defect is unrelated to the advance of
the aortic disease. Taken together, our data support the view that cellular and
molecular factors for arterial healing are present on the luminal aspect of AAA

thrombi, and that a quantitative defects in circulating MSCs limits repair. Whether
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local proteolysis, inflammation and alteration of AAA wall structure prevents
recruitment of VSMC progenitors from the aortic wall will warrant further

investigations.

MSCs stabilize expanding AAA by inducing wall regeneration

In an attempt to better understand the consequences of MSC quantitative defect in
patients with AAA, we have assessed the impact of endovascular addition of
autologous bone marrow-derived MSCs in experimental, expanding AAAs. We have
used a model of AAA elicited by implanting a tube of xenogeneic aortic ECM in rats,
targeted by inflammation and MMP-driven proteolysis3# 3>. Resulting AAAs are
depleted in VSMCs, expand constantly once they have formed and acquire a luminal
thrombus, thereby mimicking important evolutive and structural features of
expanding human atherosclerotic AAAs. Using PKH 26 labelling, we have first
documented MSC attachment and survival up to one week after endovascular
seeding. We then have shown that addition of MSCs down-regulates
monocyte/macrophage accumulation, and decreases MMP proteolytic burden in the
wall of formed AAAs. Concordant results were obtained in a co-culture system with
punches of human AAA wall, in which human bone marrow-derived MSCs decreased
MMP-9 release as powerfully as VSMCs. These results, in line with previous
observations that MSCs controls inflammation in host tissues3¢, demonstrate the
capability of MSCs to controlling aortic tissue destruction in the context of

experimental and human AAAs.
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Another important finding is that the endovascular seeding of MSCs results in
the formation of a structured arterial tissue in the intima in replacement of the
luminal thrombus. Vascular muscle alpha actin-positive cells accumulating after
MSC seeding were surrounded by an ECM with collagen and elastin. These data are
concordant with previous data demonstrating production of ECM by MSCs32. An
endothelium separated VSMC-like cells from blood, contrasting with the surface of
the luminal thrombus in control AAAs as well as in human atherosclerotic AAAs. Our
findings add credit to the hypothesis that MSCs are positive modulators of wall mass
increase in injured arteries.

We have observed that MSCs are five folds more efficient than VSMCs in
rebuilding the aneurysmal aorta. On a structural standpoint, MSCs triggered
regeneration of the injured aorta with maturation of an elastin network, which had
not been observed after VSMC seeding3. These data support the view that MSCs
exert a specialized function in arterial repair and functional recovery that
transcends that of mature mesenchymal cells. Herein, addition of MSCs on the
luminal aspect reproduces a physiologic process, already in place as shown by
isolation of MSCs on the luminal surface of AAA thrombus. Importantly, MSC
endovascular addition did not result in the repair of the media layer of AAAs. ECM
injury in the aneurysmal wall was stopped upon MSCs addition, presumably by
paracrine secretion of protease inhibitors, as suggested by TIMP-1 mRNA
accumulation. The absence of PKH-labelled cells in the AAA wall itself demonstrates
that MSCs did not penetrate into the injured vessel wall. The mechanism of tissue

healing remains unclear. The direct differentiation of MSCs into SMC-like phenotype
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has already been demonstrated in previous work about MSCs seeding on vascular
prostheses3¢. On the other hand, few cells were detected after perfusion in our
experiment suggesting us a paracrine effect MSCs. Previous attempts to
regenerating infracted myocardium by progenitor injection into coronaries 3839 or
into the myocardium itself 40 have been limited by the poor survival of MSCs in
injured tissues, a limiting factor to regenerative approaches. Other groups have
proposed the addition of layers of MSCs on the outskirt of the infracted myocardium
to obviate excessive death of therapeutic cells 41. In our experiments, survival of
seeded MSCs might have been made possible by the direct contact with circulating
blood. Our data provide further understanding in MSC repair contribution and

therapeutic potential in the cardiovascular system.

Conclusion

This is the first report addressing the role of MSCs in AAA expansion. Our data raise
the possibility that human atherosclerotic AAA expansion results from an
exhaustion of MSCs. Our observation that endovascular addition of MSCs stabilizes
expanding AAAs opens a new field for therapeutic intervention for the third leading

cause of cardiovascular death.
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Table 1. ELISA quantification in extractsfrom human AAA wall and thrombus

(pg/mg extract).
PDGF-BB TGF-betal

wall 795+ 34.9 127.0 £ 56.3

ab-luminal thrombus 60.3+ 34.0 37.5+284

luminal thrombus 1225+ 835 47.0+30.2

Kruskall-Wallis (P) 0.286 0.025

Table 2. Patient characteristics (%)

AAA Carotide
n=28 stenosis, n=17

Age 73.1+/- 8.3 72.1+/-10.2 0.73
AAA (%) 100 0 -
AAA diameter (mm) 52.9 -
Operated carotid stenosis 2(7) 15 (100) -
Tobacco use 15 (54) 7(41.2) NS
Hypercholesterolemia 15 (54) 8 (47) NS
Diabetes 5(17.9) 6 (35.3) NS
Hypertension 19 (67.9) 12 (70.6) NS
CAD 14 (50) 8 (47) NS
PAD 9(32.1) 7(41.2) NS
AAP 27 (100) 14 (82.3) NS
Statin 18 (64.3) 9(52.9) NS

*: non aparited t test; other: chi-square
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Figure 1. Upper panel. a. Clusters at seven day on plastic, from the luminal aspect
of AAA thrombus and from circulating blood (b). Original magnification x20. Lower
panel (c): platelet-derived growth factor stimulation of plastic adherent cells from

the luminal aspect of AAA thrombus.
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Figure 2. Quantification of CFUs in the blood of atherosclerotic patients. *: non

apparited t test.

Figure 3. Cross-sectional views of rat AAAs one week after endovascular seeding of
PKHZ26 labeled MSCs. a: nuclear staining with DAPI; c: PKH26- labeling; b: fusion of a

and c; d: high power field view of b. Original magnification: a, b, c: x 20; d: x 100.
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Figure 4. a. Diameter expansion of formed AAAs. b. Representative view of
immunohistochemistry against ED-1 (original magnification: x4). c. Semi-
quantitative RT-PCR of mRNAs encoding for MMP-9 and TIMP-1 in AAA extracts one

week after endovascular infusion, over the domestic gene 18s.

263



Figure 5. Cross-sectional views of AAAs four weeks after endovascular treatment.
Upper panel: control; lower panel: MSC treated AAA. a, d: Sirius red; b, e: orcein; ¢, f:
anti-smooth muscle alpha-actin immunostatining. Orginal magnification: x4. Thr:
luminal thrombus; [h: intimal hyperplasia. g, h: immunostaining of rat endothelial
cells (arrow: endothelium lining on the luminal aspect; Lu: lumen), original

magnification x40.
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Figure 6. a. Dose-response experiment comparing a single quantity of seeded MSCs
with increasing quantities of VSMCs. b. ELISA quantification of MMP-9 in a human

explants model.
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RESUME

L’athérosclérose et la pathologie anévrysmale sont principalement caractérisées par un remodelage de la
paroi artérielle au cours de leur évolution. Ce travail a examiné un aspect de la destruction de la paroi
artérielle a travers ’é¢tude de la métalloprotéase MMP-14 au cours de I’athérome et un aspect de
reconstruction artérielle a travers 1’étude d’une thérapie cellulaire d’un modele d’Anévrysme de 1I’Aorte
Abdominale (AAA) par Cellules Souches Mésenchymateuses (CSMs).

En utilisant un modéle de greffe de Moélle Osseuse (MO) dans des souris Ldlr”, nous avons montré que la
délétion d’expression de MMP-14 dans les cellules issues de la MO provoquait une accumulation de
collagéne interstitiel dans la plaque athéromateuse sans modification de la composition cellulaire ni
variation de taille. Une mesure de 1’activité collagénolytique par substrat fluorescent a confirmé que la
délétion en MMP-14 chez les macrophages provoquait une baisse de ’activité collagénolytique. Cette
activité¢ est indépendante de l’activit¢ MMP-2 et MMP-8 et pourrait étre médiée partiellement par
I’activation de MMP-13.

Nous avons mis en évidence la présence de CSMs a la surface luminale de thrombus de AAA et nous avons
montré une diminution significative des CSMs circulantes chez des patients porteurs de AAA. Nous avons
pu stabiliser la croissance de AAA expérimentaux chez le rat a partir de xénogreffe artérielle par perfusion
endoluminale de CSMs. La perfusion de CSMs provoquait une diminution de 1’inflammation a court terme
et favorisait la reconstruction artérielle par accumulation de collagéne et d’élastine & moyen terme.

En conclusion, 1’activité collagénolytique de MMP-14 est un des mécanismes moléculaires possibles de
I’évolution de la plaque athéromateuse par rupture de plaque. Elle ouvre la perspective d’une nouvelle
approche thérapeutique et pourrait étre une cible comme substrat pour une imagerie fonctionnelle de la
plaque athéromateuse. L’évolution de la maladie anévrysmale pourrait étre secondaire a une altération des
systémes de réparation tissulaire dont les CSMs seraient des acteurs clé. La perfusion endoluminale des
CSMs dans un modele expérimental a permis la restauration de ces systémes de réparation tissulaire et
ouvre la perspective d’un nouvel outil thérapeutique contre les AAA.

Mots-clés : Athérome - MMP-14 (MT1-MMP) - Thérapie cellulaire - Cellules Souches Mésenchymateuses

- Anévrysme
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