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Abréviations

Avant-propos :

Les travaux présentés dans le cadre de cette thése sont basés sur une littérature scientifique écrite en
langue anglaise. Certains des acronymes repris dans ce manuscrit ne sont que rarement utilisés dans
leur traduction frangaise ; leur utilisation sera évitée. Par souci de cohérence, I'ensemble des
acronymes utilisés seront issus de I'anglais, y compris les acronymes ayant une traduction
couramment utilisée en francais. La liste d'abréviation qui suit comprend les abréviation les plus
couramment utilisées dans ce manuscrit.

%ID/g (percentage of injected dose per gram) : pourcentage de la dose injectée par gramme

ACS (acute coronary syndrome) : syndrome coronarien aigu

apo : apolipoprotéine

apoE” : déficience pour le géne de l'apolipoprotéine E

BAT (brown adipose tissue) : tissu adipeux brun

CACS (coronary artery calcium score) : score calcique coronaire

CAD ou CHD (coronary artery/heart disease) : maladie coronaire

CCTA (coronary computed tomography angiography) : angiographie coronaire par tomodensitométrie
CE (cholesteryl ester) : ester de cholestérol

(t)CEUS ([targeted] contrast-enhanced ultrasound) : échographie de contraste (ciblée)

CIMT (carotid intima media thickness) : épaisseur intima-média carotidienne

CT ([X-ray] computed tomography) : tomodensitométrie

CVD (cardiovascular disease) : maladies cardiovasculaire

DUR : differential uptake ratio

EC (endothelial cell) : cellule endothéliale

ER (endoplasmic reticulum) : réticulum endoplasmique

ECM (extracellular matrix) : matrice extracellulaire

FC (free cholesterol) : cholestérol libre ou cholestérol non estérifié

FDG : ['®F]-fluorodésoxyglucose

HDL (high density lipoprotein) : lipoprotéine de haute densité

IVUS (intravascular ultrasound) : échographique endovasculaire

LDL (low density lipoprotein) : lipoprotéine de faible densité

MRI ([nuclear] magnetic resonance imaging) : imagerie par résonance magnétique (nucléaire)
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OCT (optical coherence tomography) : tomographie par cohérence optique

PET (positron emission tomography) : tomographie par émission de positons

PRR (pattern recognition receptor) : récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires
RCP (radiochemical purity) : pureté radiochimique

SMC (smooth muscle cell) : cellule musculaire lisse (vasculaire)

SPECT (single photon emission computed tomography) : tomographie d'émission monophotonique
SPR (surface plasmon resonance) : résonance des plasmons de surface

SR (scavanger receptor) : récepteur éboueur

SUV : standardized uptake value

TLR (Toll-like receptor) : récepteur de type Toll

TCFA (thin-cap fibroatheroma) : plaque athéromateuse a mince capsule fibreuse

UPR : unfolded protein response

VCAM-1 : Vacular cell adhesion molecule-1
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Introduction générale

Les maladies cardiovasculaires sont la premiére cause mondiale de mortalité ; la maladie coronaire
est responsable de pres de la moitié de la mortalité cardiovasculaire. La maladie coronaire résulte en
un défaut d'irrigation du myocarde, vascularisé par les artéres coronaires. La diminution du flux
sanguin est causé par la présence de plaques d'athéromes dans la paroi des artéres coronaires, i.e.
par l'athérosclérose coronaire. Les plaques d'athérome peuvent causer une thrombose intra-
vasculaire responsable d'un syndrome coronarien aigu pouvant évoluer jusqu'a l'infarctus du
myocarde. La rupture de la plaque d'athérome vulnérable est la cause majeur de la thrombose intra-
vasculaire. Les travaux développés au cours de cette these de doctorat, intitulée Caractérisation et
Imagerie Moléculaire de la Plaque d'Athérome : Etudes Pré-cliniques, portent sur I'étude pré-
clinique de la plaque d'athérome et en particulier sa vulnérabilité. Une premiere partie porte sur
I'évaluation des contraintes pariétales, responsables de la rupture de plaques, dans un mod¢le animal
de la pathologie : la souris déficiente en apolipoprotéine E (apoE™). La seconde partie porte sur
I'imagerie moléculaire de l'inflammation au sein du méme mode¢le animal et se décompose en
I'évaluation de peptides ciblant la molécule d'adhésion VCAM-1 et du fluorodésoxyglucose

radiomarqué au fluor-18 (FDG).

La rupture des plaques d'athérome correspond a la rupture de la capsule fibreuse qui recouvre le
ceeur lipidique des plaques. Il s'agit d'un phénoméne physique lié a la contrainte mécanique présente
dans la capsule fibreuse, comme le montrent des études post-mortem réalisées chez des patients
ayant succombé a un infarctus du myocarde causé par la rupture d'une plaque. Un des modeles
d'étude de l'athérosclérose le plus largement utilisé est la souris apoE™ ; malgré sa popularité, la
répartition et ’amplitude des contraintes mécaniques s’exer¢ant dans les 1ésions athéromateuses
développées par ce modele expérimental €taient trés mal connues a I’initiation de ce travail. Une
premicre partie de ce travail de these porte donc sur 1'évaluation de la contrainte mécanique présente
dans la paroi des vaisseaux de souris apoE™ porteuses de Iésions athéromateuses. Cette étude a été
menée en étroite collaboration avec 1'équipe Dynamiques Cellulaire / Tissulaire et Microscopie
Fonctionnelle (DyCTiM) du laboratoire Techniques de I’Ingénierie Médicale et de la Complexité —
Informatique, Mathématiques et Applications, Grenoble (TIMC-IMAG). A terme, une meilleure
compréhension des phénomenes associés a la rupture de plaques d'athérome pourrait notamment
permettre l'identification de nouvelles cibles pertinentes pour l'imagerie de I'athérosclérose

vulnérable.
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Par ailleurs, la prévention de la maladie coronaire et en particulier du syndrome coronarien aigu
passe par l'identification des personnes présentant des plaques d’athérome vulnérables et donc
exposées au risque de thrombose, avant que ne survienne 1’accident coronaire. Les plaques
d'athérome vulnérables sont caractérisées par un processus inflammatoire important ; I'identification
de l'inflammation dans la paroi des artéres coronaires est donc potentiellement un procédé
diagnostique efficace. Dans cette optique, l'utilisation de méthodologies visant a imager le
processus inflammatoire apparait comme une approche pertinente. L'imagerie nucléaire est une
méthode d'imagerie fonctionnelle et moléculaire d'une grande sensibilité, ce qui rend cette modalité
d'imagerie particuliecrement adaptée a priori a la visualisation d'un processus biologique tel que
l'inflammation. Les travaux présentés dans la seconde partie de cette thése concernent I'imagerie
pré-clinique de l'athérosclérose chez la souris apoE” par imagerie nucléaire. Les traceurs évalués
sont une classe de molécules peptidiques destinées a I'imagerie de l'inflammation vasculaire en
ciblant la molécule d'adhésion VCAM-1 d’une part, et le FDG d’autre part, qui est un traceur
métabolique couramment utilis¢é en médecine nucléaire et décrit chez 'homme pour s'accumuler

dans les cellules inflammatoires présentes dans les plaques d'athérome.
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Revue bibliographique

La revue bibliographique qui suit présente une bréve introduction a la physiopathologie de
l'athérosclérose coronaire. Suit une description plus détaillée des processus biologiques impliqués
dans I’initiation et I’évolution de cette physiopathologie. Une attention toute particuliére est portée a
la notion de vulnérabilité. La troisiéme partie de la revue bibliographique traite du diagnostic de la
maladie coronaire et de la place de l'imagerie. Les nouveaux outils développés pour l'imagerie
moléculaire non invasive de l'athérosclérose, en grande majorité encore au stade de 1’évaluation

pré-clinique, sont plus largement décrits dans cette partie.

1 Introduction

L'athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique de la paroi artérielle. Cette pathologie
lie au vieillissement ainsi qu'a d'autres facteurs de risques est endémique dans les pays développés.
L'athérosclérose des artéres coronaire peut avoir pour conséquence la maladie coronaire. C'est une
maladie chronique, cliniquement silencieuse pendant une grande partie de sa progression, et
pouvant étre responsable d’événements coronaires soudains. Ces événements sont li€és a une
thrombose occlusive intra-vasculaire secondaire a la mise en contact des ¢léments thrombogenes de
la plaque et du sang. Celle-ci survient en cas de perte d'endothélium par érosion ou, plus
fréquemment, suite a la rupture de plaque. L'obstruction de la lumiere du vaisseau et I’interruption
de I'écoulement du sang qui en découle sont responsables des conséquences observées au niveau du

myocarde.

1.1 La maladie coronaire : le probléme clinique

L'athérosclérose est caractérisée par le développement de Iésions caractéristiques au niveau de
l'intima, appelées plaques d'athérome. Dans la classification statistique internationale des maladies
et des problemes de santé connexes, 10e révision (ICD-10, International Statistical Classification
of Diseases and Related Health Problems), les pathologies cardiaques résultantes de I'athérosclérose
des arteres coronaires sont indexées dans la section des cardiopathies ischémiques (120-25). L'autre
composante importante des maladies cardiovasculaires est représentée par les maladies
cérébrovasculaires (160-169), elles aussi en grande partie causées par les plaques d'athérome, en

particulier localisées dans les artéres carotides (World Health Organization 2010).

Les maladies cardiovasculaires (CVD, cardiovascular disease) représentent la premiére cause de

mortalité a 1'échelle mondiale (World Health Organization 2011). En 2008, parmi les 17.3 millions
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de décés d'origine cardiovasculaire, 7.3 millions ont été causés par la maladie coronaire (CAD ou
CHD, coronary artery/heart disease) principalement a la suite d'événements responsables d'un
syndrome coronarien aigu (ACS, acute coronary syndrome), lié a la présence de plaques d'athérome
coronaires vulnérables (Falk ef al. 2013). L'ACS comprend 1’angor instable (présentant une atteinte
modérée du myocarde et une faible ¢élévation du taux de troponine cardiaque) et I’infarctus du
myocarde, qui peut étre classé, suivant l'apparence de 1'électrocardiogramme, en infarctus avec ou
sans sus-décalage du segment ST et avec ou sans onde Q (Thygesen et al. 2012). L'angor (stable)
est caus€ par une diminution du débit sanguin coronaire, liée a la présence de plaques sténosantes ;
ces plaques n'étant pas responsables d'un ACS sont dites stables, cependant elle peuvent présenter
des caractéristiques de plaques vulnérables et potentiellement évoluer et étre responsable d'un ACS.
La mortalité associée a 1'angor stable est plus faible et la prise en charge mieux maitrisée que celles

de I’angor instable dans les pays développés (Fox et al. 2006).

Les facteurs de risque cardiovasculaires peuvent étre classées en facteurs de risques irréversibles et
en facteurs de risque modifiables (World Heart Federation 2013). Les principaux facteurs de risques
irréversibles sont l'age, le sexe et les antécédents familiaux de CVD. La prévalence de CAD
augmente avec l'age ; c'est le premier facteur de risque cardiovasculaire, faisant de I'athérosclérose
une maladie liée au vieillissement. Elle est plus importante chez 'homme que chez la femme, et
augmente chez la femme aprés la ménopause. Enfin, telle que l'atteste une plus forte prévalence
d'événements coronaires chez les personnes ayant des antécédents familiaux de pathologie
coronaire mais aussi une différence inter-ethnique, I'hérédité joue un réle dans le risque
cardiovasculaire. Par ailleurs, un certain nombre de facteurs de risque importants peuvent étre évités
ou améliorés par des mesures hygiéno-diététiques ou par un traitement pharmacologique. Les
dyslipidémies et particulicrement I'hypercholéstérolémie, I’hypertension artérielle, 1'obésité, le
diabete et le tabagisme font partie de ces facteurs de risque modifiables. A ces facteurs de risques,
sont associés des facteurs de risque plus difficilement appréhendables ou non-indépendants tels que
la sédentarité, une mauvaise alimentation et le stress ou d'autres facteurs physiologiques. Les
principaux facteurs de risques seront plus largement développés dans la partie traitant de la

physiopathologie de l'athérosclérose.

L'évaluation des facteurs de risque d'un individu permet de définir un risque cardiovasculaire. Les
facteurs de risques sont évalués, pondérés et sommeés pour obtenir un score de risque, qui en rapport
avec les données épidémiologiques donne la probabilité d'incidence de CVD, typiquement a 10 ans

(e.g. score de risque de Framingham ou SCORE (Perk ef al. 2012)).
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Les personnes a haut risque cardiovasculaire sont traitées de facon a réduire les facteurs de risque
par l'adoption de mesures hygiéno-diététiques et l'utilisation de médicaments, notamment visant a
traiter I'hypercholestérolémie (statines), I'hypertension (béta—bloquants, inhibiteurs de l'enzyme de
conversion), et réduisant le risque de complications thrombotiques (anti-aggrégants plaquettaires :
aspirine et inhibiteurs de P2Y12) (Perk et al. 2012). Les personnes présentant un ACS sont traitées
suivant des stratégies de revascularisation médicale (thrombolyse et fibrinolyse), instrumentale

(angioplastie) ou chirurgicale (pontage aorto-coronarien) (Steg et al. 2012; Hillis et al. 2011) .

1.2 Etude de I'athérosclérose

L'observation directe, histologique de 1ésions d'athérosclérose présentant un thrombus mural dans
les arteéres coronaires a été associée a la mortalité cardiovasculaire. De nombreuses études anatomo-
pathologiques post-mortem ont été menées sur des victimes de CVD et ont notamment permis la

définition des critéres de vulnérabilité (Naghavi et al. 2003a; Falk et al. 2013).

En 1948, 1'¢tude Framingham Heart Study a débuté sous la direction du NHLBI (National Heart,
Lung, and Blood Institute) avec pour objectif d’identifier les causes des maladies cardiovasculaires
dont la prévalence augmentait continuellement depuis le début du XX siécle aux Etats-Unis
d'Amérique (Framingham Heart Study 2013; Dawber, Meadors, et Moore 1951). Cette étude a
rapidement démontré que I'hypercholéstérolémie et 1'hypertension artérielle sont des facteurs de
risque majeurs d’événements cardiovasculaires (Kannel et al. 1961). La poursuite de cette étude
ainsi que d'autres études épidémiologiques menées sur diverses populations ont permis de
déterminer l'influence de divers paramétres et facteurs de risques cardiovasculaires sur le risque de
CVD. Au cours des 50 dernieres années, un grand nombre d'études cliniques ont été menées sur les
sujets a risque cardiovasculaire afin d'évaluer I'impact de diverses thérapeutiques et interventions ou
tests diagnostiques. Pour ne citer que les statines, médicaments décrits initialement comme
inhibiteur de la biosynthése de cholestérol, 26 essais cliniques de grande envergure (> 1000
participants suivis sur plus de 2 ans), incluant 169 138 participants, ont été rapportés sur la période
1994 — 2009 (de Lemos et al. 2010; Taylor et al. 2013). Différents critéres peuvent étre utilisés pour
évaluer les thérapeutiques ou interventions, dont e.g. la mesure de l'incidence d'événements
cardiovasculaires majeurs (MACE, major adverse cardiovascular events) souvent définis comme
regroupant la maladie coronaires (ACS et angor), l'accident vasculaire cérébral et la mort d'origine

cardiovasculaire.

L'hypercholestérolémie étant un facteur de risque modifiable, ce facteur a été utilisé pour

I'établissement de modeles animaux d'athérosclérose via I’administration de régimes spéciaux (Getz

15/274



Revue bibliographique

et Reardon 2012). D'abord chez le lapin, en combinaison avec la désendothélialisation et
potentiellement l'administration de substances pharmacologiques pour induire une thrombose
(Constantindes et Chakravarti 1961), puis en sélectionnant des lapins hypercholéstérolémiques
présentant spontanément des 1€sions de taille importante (Watanabe 1980). Ce modele de lapin
WHHL (Watanabe heritable hyperlipidemic) a évolué, avec la sélection des individus les plus
gravement atteints, pour donner un mod¢le présentant une incidence élevée d'infarctus du myocarde
et des caractéristiques de plaques coronaires vulnérables. Il s’agit alors du modéle de lapin

WHHLMI (myocardial infarction—prone WHHL rabbit) (Shiomi et al. 2003).

Il a été montré que certaines lignées de souris sont susceptibles a la formation de lésions sous
régimes séveres (Paigen et al. 1985), et ’avénement de techniques de manipulation génétiques a
permis de créer des modéles murins mimant les hypercholéstérolémies familiales sous fond
génétique favorable au développement de plaques (C57BL/6). Les deux modeles majeurs
développés sont les souris déficientes pour le géne de I'apolipoprotéine E (apoE™) (Piedrahita ef al.
1992; Plump et al. 1992) et pour le géne du récepteur au lipoprotéines de faible densité (LDLR™)
(Ishibashi et al. 1993). L'é¢tude de ces animaux, en tant que tels ou en combinaison avec d'autres
modifications génétiques, a permis la réalisations de progres sensibles dans la compréhension de la
physiopathologie de 1'athérosclérose au cours des 20 dernic¢res années, en particulier des processus
physiopathologiques liés a I’initiation et a la progression de I'athérosclérose, en de nombreux points

analogues a ce qui a été observé chez 'homme.

Un certain nombre de différences sont cependant observées entre les modeles animaux les plus
couramment utilisés et la pathologie humaine (e.g. absence d'épaississement de I'intima, différents
profils lipidiques). L'étude des artéres coronaires du petit animal est particulierement difficile du fait
de leur faible diametre ; I'é¢tude du processus pathologique porte donc souvent sur d'autres lits
vasculaires (e.g. aorte de souris). Bien que ce point soit encore controversé, il est généralement
considéré que les 1€sions murines (tout comme les autres modeles animaux couramment utilis€s) ne
présentent pas d’événements athérothrombotiques majeurs spontanés, avec en particulier I'absence
de rupture de plaques, ce qui représenterait une limitation importante aux études s'intéressant a la

vulnérabilité (développée en Partie expérimentale : Biomécanique).
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2 Physiopathologie de I'athérosclérose

L'athérosclérose est une pathologie de la paroi artérielle qui consiste en un développement de
lésions caractéristiques. Les atteintes initiales sont liées a la dysfonction de I'endothélium, au
passage de lipoprotéines a travers la paroi endothéliale, a leur rétention et a leur oxydation. Ces
phénomenes aboutissent au recrutement de divers types cellulaires et en particulier a celui des
cellules inflammatoires. L'inflammation et I’accumulation de lipides dans la paroi artérielle menent
a la formation d'un ceeur lipidique et a la formation de tissu fibreux recouvrant le cceur lipidique : la
capsule fibreuse. A ce stade, ces 1ésions sont des plaques d'athérome qui peuvent étre responsables

d'une thrombose dans la lumiére vasculaire.

2.1 La paroi artérielle
2.1.1 Relation fonction-structure.

Les artéres sont des vaisseaux impliqués dans le transport du sang depuis le coeur jusqu'aux tissus
ou elles se ramifient pour former un réseau capillaire. Ce transport s’effectue a haute pression. Dans
le cas de la circulation systémique, la pression a la sortie du ventricule gauche (pression systolique)
est de l'ordre de 120 mm Hg (ou 16 kPa) chez les personnes normotendues. La fermeture de la
valvule sigmoide aortique, liée a une dépression dans le ventricule gauche secondaire a la relaxation
du myocarde, résulte en une pression nulle. Le débit pulsé a la sortie du cceur est transformé en un
débit continu grace a l'importante compliance des artéres les plus proximales qui jouent un role de
réservoir de pression ; ce phénomene est appelé effet Windkessel (O. Frank 1899; Westerhof,

Lankhaar, et Westerhof 2009).

La paroi des artéres est adaptée a cette double fonction physiologique, avec une structure évoluant
depuis les tronc artériels principaux, fortement élastiques, réservoir de pression, vers des arteres
plus distales, essentiellement musculaires, assurant la conduction a forte pression. Plus distale
encore, les artérioles représentent l'essentiel de la résistance vasculaire et abaissent la pression
sanguine jusqu'a une valeur trés faible, compatible avec l'irrigation capillaire (Burton 1954). Les
artéres coronaires naissent au niveau des sinus aortiques droit et gauche a partir de 1'aorte thoracique
ascendante et irriguent le myocarde. Ce sont des artéres musculaires qui présentent une forte

capacité a réguler le débit sanguin en fonction des besoins métaboliques (Feigl 1983).

2.1.2 Structure de la paroi artérielle.

La paroi des arteres se compose de trois feuillets concentriques : I’intima, la média et I'adventice

(Figure 1).

17/274



Revue bibliographique

endothélium
intima
sous-endothélium

limitiante élastique
interne

Figure 1. A gauche, coupe d'artére coronaire issue d'un enfant de 16 mois, fixée a pression physiologique
et vue par microscopie optique (Stary et al. 1992). L'intima épaissie est constituée d'un endothélium (e) et
d'un espace sous-endothélial présentant une couche riche en protéoglycanes (pgc) et une couche
musculo-élastique (me). A I'arriere, la média (M) et I'adventice (A) sont identifiées. A droite, schéma de
coupe d'artére musculaire sans épaississement intimal.

Intima. L'intima, le feuillet le plus interne, se compose de I’endothélium vasculaire et de I'espace
sous-endothélial. L'épithélium pavimenteux unistratifi¢ est fait de cellules jointives. Les cellules
endothéliales (ECs, endothelial cells) assurent 1'étanchéité entre le sang présent dans la lumiére
vasculaire et le reste de la paroi artérielle grace aux jonctions serrées. La cohésion entre ces cellules
est assurée par les jonctions adhérentes, présentes sur la face latérale des ECs. Au poéle apical, un
glycocalyx est présent. L'espace sous-endothélial est composé de la lame basale de 1'épithélium,
constitué de matrice extracellulaire (ECM, extracellular matrix) (essentiellement de laminine,
fibronectine, de collagéne de type IV et de protéoglycanes), mais aussi, méme en condition
physiologique, d'une certaine épaisseur essentiellement composée de ECM ainsi que d'un faible
pool de cellules musculaires lisses résidentes (SMCs, smooth muscle cells), dans les artéres
coronaires humaines. L'épaississement de l'intima, appelé DIT (diffuse intimal thickening) regroupe
en continuité 1'épaississement diffus proprement dit et I'épaississement excentrique (intimal
cushion) présent au niveau des embranchements; ce phénoméne est considéré comme

physiologique (Stary et al. 1992). On distingue deux couches concentriques dans le DIT : la couche
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riche en protéoglycanes, externe, et la couche musculo-¢lastique, plus interne, plus riche en SMCs
et en fibres d'élastine. A noter que le DIT est un phénoméne li¢ a 1'dge, bien que I'épaississement
excentrique débute dés un trés jeune age (Figure 1), particuliérement accentué dans les artéres
coronaires (Nakashima ef al. 2002), et qui n'est pas présent dans les modeles animaux

d'athérosclérose les plus fréquemment utilisés (souris, lapins) (Nakashima, Wight, et Sueishi 2008).

Média. La média est le feuillet intermédiaire des artéres. Il est constitu¢ d'une alternance
concentrique de feuillets élastiques et de SMCs entourés de ECM, le tout formant des unités
lamellaires ou feuillets musculo-¢lastiques (Clark et Glagov 1985). Les feuillets élastiques sont
constitués de fibres d'¢lastine et de fibrilline ; ils sont fortement impliqués dans I'élasticité de la
paroi artérielle. Le feuillet le plus interne et le plus externe, seuls présents dans le cas d'artéres de
petit calibre, sont dénommés limitante élastique interne et externe, et constituent les limites de la
média. A noter qu'en présence de DIT, la limitante élastique interne est parfois difficilement
discernable de la couche musculo-¢lastique ; elle est parfois considérée comme faisant partie de
l'intima. Les SMCs présentes entre les lames €lastiques sont entourées d'€éléments d'ECM, constitués
d'une lame basale et d’¢éléments fibrillaires (collagéne de type I et III principalement). Les SMCs
sont impliquées dans la syntheése des éléments de ECM. Ces cellules présentent également des
propriétés contractiles, et permettent le maintien et la modulation du tonus vasculaire. Les artéres
¢lastiques (aorte et principales collatérales proximales) et les artéres musculaires se distinguent
notamment par leur richesse relative en fibres élastiques et SMCs.

Adventice. L'adventice est le feuillet le plus externe. C'est un tissu conjonctif lache présentant un
réseau de fibres de collagéne ainsi que des ¢léments cellulaires (fibroblastes) et dans lequel on
trouve des ¢éléments vasculaires (vasa vasorum) et nerveux impliqués dans l'irrigation et
l'innervation de la paroi artérielle.

Un tissu adipeux périvasculaire, quelquefois assimilé pour partie a 1'adventice, forme une couche

plus externe encore, entourant les arteres.

2.2 Les lésions athéromateuses
2.2.1 Site de développement des lésions

Les lIésions athéromateuses se développent initialement a des sites spécifiques des arteres
susceptibles a l'athérosclérose et présentant un épaississement intimal (Nakashima et al. 2002). Ces
sites privilégiés sont retrouvés principalement aux bifurcations des arteres et sur la face interne des

courbures vasculaires. A ces sites, 1'écoulement sanguin est perturbé et sort du régime laminaire
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avec pour conséquence une diminution et une irrégularité de la contrainte de cisaillement appliquée
sur les cellules endothéliales, participant a la dysfonction endothéliale reconnue comme un
événement précoce de l'athérogenése (Gimbrone 1995; Malek, Alper, et Izumo 1999). Dans les
modeles animaux ne présentant pas d'épaississement intimal, une distribution similaire des 1ésions

est observée (Nakashima et al. 1994).

2.2.2 Classification des lésions
Sur la base d'observations anatomopathologiques de 1ésions coronaires, une classification des
plaques d'athérome a été proposée par ' AHA (American Heart Association) (Stary et al. 1992; Stary
et al. 1994; Stary et al. 1995; Stary 2000b). Les Iésions sont classées suivant un ordre
physiopathologique (de I a VI ou VIII). Cette classification présente 3 stades depuis les stades
précoces I a III, correspondant a un épaississement intimal (intimal thickening) considéré comme
non pathologique, a des stries lipidiques (fatty streak) et a des 1ésions intermédiaires (intermediate
lesions), respectivement. Les stades IV a VI (ou a VIII) correspondent a des lésions avancées,
pouvant étre responsable de signes cliniques. Le stade IV décrit des plaques d'athérome (atheroma),
présentant un cceur lipidique extra-cellulaire confluent ainsi qu'une capsule fibreuse. Le stade
suivant comprend 3 types de lésions, en fonction de l'importance de la fibrose et des dépots de

calcium au sein de ces plaques : les lésions fibroathéromateuses (fibroatheroma, Va ou V), les

Main , Clinical Coronary artery at ,
Nomenclature and Sequences in progression growth Earliest P lesion-prone location Type Il lesion
main histology ] onset :
mechanism lation 3
Type I (initial) lesion Kaapﬁve £1~ Macrophage
isolated macrophage thickening 0
foam cells from (smooth muscle) c%
first _Intima

Type II (fatty streak) lesion decade L == Media
mainly intracellular growth C"’;l‘cﬁ,l(ly
lipid accumulation mainly ban

by
Type III (intermediate) lesion lipid Type Ill (preatheroma) Type IV (atheroma)

(O EEC
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Figure 2. Différentes étapes de la progression de I'athérosclérose suivant la classification de I'AHA (Stary
et al. 1995).
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1ésions calcifiées (calcified plague, Vb ou VII) et les 1ésions fibreuses (fibrous plaque, Vc ou VIII).
Enfin, les 1ésions de type VI correspondent a des 1ésions compliquées (complicated plaque) pouvant
présenter une rupture de la capsule fibreuse, des hémorragies intra-plaque et une thrombose (Figure
2) ; ces Iésions sont donc impliquées dans les ACS. A noter que si les 1ésions calcifiées ou fibreuses
sont peu sujettes a la rupture (évolution vers le stade VI), ces 1ésions peuvent présenter un caractere

sténosant, d'ou leur implication dans 1'angor.

La présence de thrombose murale sans discontinuité (rupture) dans la capsule fibreuse a également
¢été observée (van der Wal et al. 1994; Farb et al. 1996), correspondant a un autre type de plaques
vulnérables mais non sujettes a la rupture. Pour rendre compte de cet état de fait, une nouvelle
classification a été¢ proposée (Virmani et al. 2000). L'érosion peut étre observée au niveau de
plaques fibroathéomateuses ou de lésions présentant un ¢épaississement intimal pathologique

(Figure 3). Cette classification introduit également la notion de nodule calcifié, pouvant étre

Pathologic
Nonprogressive (Intimal) , intimal Fibrous Thin-cap
thickening xanthoma thickening cap atheroma fibroatheroma

o
s p— = . e "
e L g T e Y g
I Erosion
Rupture I

g TN

Figure 3. Spectre de lésions d'atherosclérose coronaire chez 'hnomme suivant la classification proposée
par Viramni et al. (Virmani et al., 2000) . EL : Lame élastique ; NC : cceur lipidique ; FC: capsule
fibreuse ; Th : thrombus ; Ca?* : calcifications. (Kolodgie et al. 2012)
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responsable de la vulnérabilité des plaques, bien que des études récentes suggerent que ce
phénomeéns soit marginal (Xu et al. 2012). Une méta-analyse récente analysant rétrospectivement
les données de 22 études s’intéressant a des plaques coronaires présentant une thrombose murale
responsable d'un infarctus du myocarde fatal a montré que 73 % des déces sont associés a une

rupture de plaque, soulignant lI'importance clinique de ce phénoméne (Falk et al. 2013).

Enfin, cette classification introduit la notion de Iésions fibroathéromateuses a mince capsule
fibreuse (TCFA, thin-cap fibroatheroma), équivalentes a des 1ésions de type IV-Va particulierement

sujettes a la rupture en raison de la faible épaisseur de la capsule fibreuse.

2.3 Initiation de I'athérosclérose

L'athérogénese implique une dysfonction endothéliale ainsi que la rétention et l'oxydation de
lipoprotéines. Comme présenté dans la revue par Stocker et Keaney (Stocker et Keaney 2004), ces
événements initiateurs référent, suivant leur importance relative et leur séquence temporelle dans le
développement de la pathologie, aux hypothéses athérogéniques de réponse a la Iésion
(endothéliale, response-to-injury hypothesis) i.e. désendothélialisation (Ross et Glomset 1973) ou —
plus pertinent d'un point de vue physiopathologique — de dysfonction ou activation endothéliale
(Ross 1993; Ross 1999), de réponse a la rétention (de lipoprotéines dans 1'espace sous-endothélial,
response-to-retention hypothesis) (K. J. Williams et Tabas 1995; Tabas, Williams, et Borén 2007) et
de la modification oxydative (des lipoprotéines, oxyiative modification hypothesis) (Steinberg 1989;
Witztum 1994; Chisolm et Steinberg 2000; Steinberg 2009). Dans tous les cas, l'initiation de
I'athérosclérose est caractérisée par une réponse inflammatoire associée au recrutement de
leucocytes en présence de lipoprotéines modifiés et par 'accumulation de lipides par les cellules de

l'intima, donnant des cellules spumeuses.

2.3.1 Dysfonction endothéliale
L'endothélium joue un réle majeur de barriére de 1'espace vasculaire et il est fortement impliqué
dans la régulation de I'homéostasie vasculaire en participant a la régulation du tonus vasculaire, de
I'hémostase, de l'inflammation et de la prolifération des cellules de la paroi vasculaire. La
dysfonction endothéliale est une altération fonctionnelle de 1'endothélium, caractérisée notamment
par une altération de la réponse aux facteurs induisant une vasodilatation endothélium-dépendante.
Elle correspond a une activation de 1'endothélium d'un état quiescent a un état pro-inflammatoire,
caractéris¢é notamment par une diminution de la biodisponibilit¢é du monoxyde d'azote (ou oxyde

nitrique, NO) et un stress oxydant. La dysfonction endothéliale est observée dans les zones
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présentant une perturbation du flux, en présence de lipoprotéines oxydées et de médiateurs de
l'inflammation. En dehors de la perturbation de la vasodilatation, la dysfonction endothéliale est
impliquée dans d'autres processus liés a l'initiation de 1'athérosclérose notamment la réponse fibro-
proliférative (a l'origine du remodelage vasculaire), 1'oxydation des lipoprotéines, l'activation
plaquettaire, le recrutement de cellules inflammatoires et l'augmentation de la perméabilité

vasculaire (Gimbrone et al. 2000).

2.3.1.1 Mise en évidence de la dysfonction endothéliale
L'acétylcholine induit la production de NO par les ECs, tandis qu’elle est responsable de la
vasoconstriction des SMCs; la réponse vasodilatatrice liée au NO est plus importante que la
vasoconstriction induite directement sur les SMCs (Furchgott et Zawadzki 1980). En cas de
dysfonction endothéliale, le déficit de production de NO en réponse a 1'acétylcholine méne a une
vasoconstriction dite paradoxale en réponse a l'acétylcholine ; c'est ce qui est observé dans les
arteres coronaires présentant des plaques d'athérome identifiées par angiographie (Ludmer et al.
1986). Cependant, il a également été montré que la dysfonction endothéliale précéde 1'apparition
des plaques, ce qui en fait un phénomene précoce dans l'athérosclérose (Celermajer et al. 1992;

Ross 1999).

2.3.1.2 Contrainte de cisaillement et homéostasie vasculaire
La contrainte de cisaillement est une grandeur représentant une force (liée a 1'écoulement et a la
viscosité du sang) par unité de surface, appliquée tangentiellement a la surface de I’endothélium
dans le sens du flux ; de fagon équivalente, cette grandeur peut aussi étre définie comme le produit
du gradient de vélocité et de la viscosité du sang a la surface de I'endothélium. Cette grandeur est
homogéne a une pression et s’exprime dans le systéme international d'unité en N/m?* ou Pa ; elle est
fréquemment exprimée en dynes/cm? (1 Pa = 10 dynes/cm?). Dans les zones rectilignes du systéme
artériel, I'ordre de grandeur de la contrainte de cisaillement est de 15 — 20 dynes/cm?* (Malek, Alper,
et Izumo 1999). Les mécano-senseurs, récepteurs sensibles a la contrainte de cisaillement et a
l'origine de la mécano-transduction, sont des structures impliquées dans 1'adhérence cellule-cellule
et cellule-ECM (intégrine, protéines des jonctions serrées et adhérentes) ainsi que d'autres structures
membranaires (canaux ioniques, récepteurs) (Nitzan Resnick et al. 2003; Chatzizisis et al. 2007,
Chiu et Chien 2011) et sont liés a des voies de signalisation responsables de régulations
transcriptionnelles via des facteurs trans régulateurs (e.g. SREBPI, shear stress response element

binding protein 1, Spl, specificity protein 1, AP1, activator protein-1, NF-xB, nuclear factor- kB,
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des €léments cis régulateurs positifs et négatifs appelés SSRE (shear stress response element) (N.

Resnick et al. 1993; Nitzan Resnick et al. 2003).

En conditions physiologiques, la présence de l'endothélium vasculaire assure 'homéostasie de la
paroi vasculaire, notamment avec la production de monoxyde d'azote (NO) (Furchgott et Zawadzki
1980; Palmer, Ferrige, et Moncada 1987; Ignarro et al. 1987). La production de NO par les cellules
endothéliales est sous le contrdle de la NO synthase endothéliale (eNOS, endothelial nitric oxide
synthase) (Palmer et Moncada 1989) et s'effectue a partir de la L-arginine en présence de co-
facteurs dont la tétrahydrobioptérine (BH4) et implique la liaison au complexe calcium-calmoduline

(Ca*-CaM) (Férstermann et Miinzel 2006).

Dans les conditions de flux laminaire, la production basale de NO (P. F. Davies 1995) met en jeu la
phosphorylation de la eNOS par I'Akt (Fulton et al. 1999; Dimmeler et al. 1999) et l'interaction
entre la eNOS et le complexe Ca*-CaM. Le complexe Ca**-CaM se forme avec I'entrée de Ca*" liée

a l'ouverture des canaux calciques dans les conditions de flux laminaire (Fleming 2010).

Le NO joue un réle majeur dans le maintien d'un état non inflammatoire et quiescent des ECs (De
Caterina et al. 1995). Cet effet est pour partie attribuable a la régulation post-traductionnelle d'un
grand nombre de protéines, par S-nitrosylation (Stamler, Lamas, et Fang 2001), et notamment la
régulation des facteurs de transcription nucléaire NF-kB — en favorisant l'expression de son

inhibiteur endogene kB (De Caterina et al. 1995) — et AP-1 (Deantield, Halcox, et Rabelink 2007).

D'autres médiateurs sont également sécrétés par l'endothélium en conditions physiologiques. La
prostacycline (ou prostaglandine 12, PGI2) est produite a partir de la prostaglandine H2, issue de
l'acide arachidonique sous I'action de cyclo-oxygénases (COX) (Dubois et al. 1998). L'endothélium
fonctionnel produit également l'activateur tissulaire du plasminogene (tPA, tissue plasminogen
activator) qui clive la fibrine et donc prévient l'activation plaquettaire. Plus récemment, il a été
montré que des microRNA, notamment miR-143 et miR-145 sont sécrétés et impliqués dans une

signalisation paracrine (Cordes ef al. 2009; Neth et al. 2013).

2.3.1.3 Activation des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont activées en réponse a plusieurs stimuli, y compris la perturbation du

flux, la présence de lipides oxydés et des stimuli inflammatoires.

Perturbation du flux. La présence de géométries variables, tel qu'observé dans les courbures ou les
bifurcations, est responsable de variations dans la contrainte de cisaillement. La présence de

contraintes de cisaillement faibles (< 5 dynes/cm?) et oscillantes est responsable d'une perturbation
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de la fonction endothéliale (Zarins et al. 1983; Ku et al. 1985). Ce phénomene est, pour partie,
attribué a la diminution de la production de NO par perturbation de la signalisation Akt (Dimmeler
et al. 1999), a la diminution de la concentration intra-cellulaire en Ca*" et donc du complexe Ca*'-
CaM ou encore a la perturbation du transport entre domaines subcellulaires (Fleming 2010) et
notamment la phosphorylation de la eNOS par la protéine kinase C (PKC) (Fleming et al. 2001) et
son association a la cavéoline-1, qui antagonise la liaison au complexe Ca**-CaM (Garcia-Cardefia

et al. 1997).

En dehors de la diminution du NO et de 1'augmentation du stress oxydant, un grand nombre d'autres
modifications sont observées en conditions de perturbation du flux ; elles affectent la signalisation

de divers facteurs (Chatzizisis et al. 2007; Chiu et Chien 2011; Neth et al. 2013).

Lipides modifiés. Il a ét¢ montré que les LDL modifiés sont responsables de l'activation de
I'endothélium ; il a notamment été montré que l'expression par les ECs de molécules d'adhésion
(e.g. VCAM-1 (J. A. Kim et al. 1994)), de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires est
augmentée en présence de LDL modifiés (Berliner et al. 1995). Ces effets sont liés a la
reconnaissance des LDL modifiés qui implique le récepteur LOX-1 (Lectin-like oxidized LDL

receptor-1) et a la signalisation en aval (Sawamura et al. 1997; J. L. Mehta et al. 2006).

Inflammation. D'autres stimuli, notamment les cytokines pro-inflammatoires, ont également été
associés a la dysfonction endothéliale. Il a ét¢ montré que divers médiateurs de l'inflammation e.g.
les cytokines pro-inflammatoire TNF, IL-1B, mais aussi la chimiokine MCP-1 (Monocyte
Chimoattractant Protein 1) et le facteur tissulaire (TF, tissue factor) peuvent favoriser divers aspects
de la dysfonction endothéliale (Raines et Ferri 2005), notamment et pour partie via la signalisation

pro-inflammatoire NF-xB (Sima, Stancu, et Simionescu 2009).

La présence de stress oxydant, fortement potentialisée avec la signalisation pro-inflammaoire, a
aussi été associée a une activation de la voie NF-kB, notamment par activation du complexe IKK
(IkB kinase) impliqué dans la dérépression de NF-kB par l'inhibiteur de kB (IkB) (Gareus et al.
2008), ainsi que par modification post-transcriptionnelle des sous-unités de NF-xB et d'autres co-

facteurs (Ghosh et Hayden 2008).

Role du stress oxydant. L'activation de l'endothélium conduit a une augmentation des especes
réactives de l'oxygene (ROS, reactive oxygen spices) par plusieurs voies, notamment par activation
de la xanthine oxydase (XO) et de la NADPH oxydase (NOX), en aval de la signalisation NF-xB
(Hwang et al. 2003; Lasse¢gue et Griendling 2010).
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La présence de ROS, et en particulier de l'anion superoxyde (O,") participe a la diminution de la
biodisponibilité du NO. Cet effet est li¢ a l'interaction entre le NO et I'anion superoxyde (O,")
(Gryglewski, Palmer, et Moncada 1986) qui induit la formation de peroxyde nitrique (ONOO") ;
l'effet direct est une diminution de la biodisponibilit¢ du NO (Harrison 1997; Hsiai et al. 2007). En
effet, le ONOO" est responsable de 'oxydation de diverses cibles, y comprise le BH4, co-facteur de
la eNOS (Szabd, Ischiropoulos, et Radi 2007). La réduction de la biodisponibilit¢ du BH4 entraine
le découplage de la eNOS, responsable d'une diminution de la synthése de NO et d'