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Introduction générale

1. Le systeme circulatoire

1.1. Généralités

La survie de chaque étre vivant dépend en tout ou partie des apports énergétiques apportés a chaque organisme.
Dans le régne animal, cette énergie est produite en présence d'oxygéne et de nutriments qui sont transportés
par le sang, via le systéme circulatoire.
Chez I'Homme, le systéme circulatoire est un circuit fermé dont la fonction principale est d’assurer le transport
continu des éléments essentiels au bon fonctionnement des tissus et de drainer les déchets toxiques des cellules
(CO2, catabolites) produits par ces derniers. Il est vulgairement décrit comme un circuit fermé composé d'une
pompe, le cceur, qui permet I'éjection du sang au travers des tuyaux, les vaisseaux sanguins, permettant sa
conduction a travers le corps.
Il existe, en réalité, deux circuits distincts (Figure 1) :

- Lacirculation systémique, permettant le transport du sang chargé en oxygéne et en nutriments jusqu’aux

tissus puis le retour des déchets vers le coeur
- La circulation pulmonaire, permettant la réoxygénation du sang et le rejet des déchets par le systéme

respiratoire

Circulation pulmonaire l I Circulation systémique

Figure 1 : Représentation schématique du systéme circulatoire.
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Dans ces deux circuits, les vaisseaux sanguins se trouvent divisés en deux classes : les artéres, qui transportent

sang du cceur vers les organes, et les veines, permettant le retour du sang vers le cceur.

1.2. Les arteres

Les artéres sont les vaisseaux les plus actifs du systéme circulatoire. Leur fonction principale consiste a assurer
I'irrigation de tous les tissus en conduisant vers la périphérie le sang éjecté par le cceur. Elles sont capables de
se contracter et de se dilater pour distribuer le sang dans tout I'organisme. Directement soumises a la pulsatilité
cardiaque, elles se doivent d’amortir celle-ci afin de protéger les organes et assurer un apport constant de sang.
La taille et la composition des artéres sont modulées en fonction de la distance qui les sépare du ceeur et des
organes. Ainsi, les artéres situées a proximité du cceur, appelées artéres de compliance ou artéres élastiques,
sont de gros calibre et ont une composition élastique permettant d’amortir la pulsatilité cardiaque. Les artéres
aux abords des organes, dites artéres de résistance ou musculaires, sont de plus petit calibre et ont une paroi
plus musculaire afin de protéger les organes de fortes variations de pression ou de débit. Elles représentent la
plus grande densité artérielle du corps pour optimiser les échanges avec les différents tissus.

Les artéres de compliance et de résistance different par leur diametre et leur structure interne mais elles partagent

une structure identique basée sur trois couches successives : I'intima, la média et I'adventice (Figure 2).

L) Intima ]
' Cellules endothéliales J

Limitante élastique interne

Cellules musculaires lisses

Limitante élastique externe

—[ Adventice

Figure 2 : Représentation schématique de la composition de la paroi artérielle.

1.2.1. La structure artérielle
a) L'intima

L'intima, ou endothélium, est la couche la plus interne du vaisseau, en contact direct avec le sang. Il est constitué
d’une unique couche de cellules endothéliales reposant sur un tissu de soutien, la membrane basale. Cette couche

de cellules est la premiére a capter les changements mécaniques et hémodynamiques du sang et des agents
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circulants. Du fait de sa position anatomique, I'endothélium constitue une barriére physique entre le sang et les
organes. L'intima forme une surface d'échanges entre le sang et les tissus en régulant la migration des cellules
et constituants du sang, ainsi que des gaz et nutriments, vers la média. Il joue aussi un réle important dans la
thrombose, I'agrégation plaquettaire et le maintien de I'intégrité vasculaire.

De plus, I'endothélium est un organe dynamique et sensible aux forces mécaniques exercées par le sang. Il est
largement impliqué dans la réactivité vasculaire en réponse au flux sanguin et a divers éléments circulants
(hormones, neurotransmetteurs, facteurs vasoactifs). Ainsi, I'endothélium est principalement connu pour son role
crucial dans la vasodilatation (Furchgott et Zawadzki 1980; Furchgott et Vanhoutte 1989) notamment par la
libération de nombreux agents vasoactifs régulant le tonus vasculaire et principalement la dilatation.

Une atteinte de l'intégrité de I'endothélium se traduit par une diminution de la capacité dilatatrice des artéres et
une diminution de la perméabilité membranaire pouvant étre associées a un défaut de coagulation. On parle
souvent de dysfonction endothéliale pour décrire la diminution de la capacité dilatatrice de I'endothélium. Celle-
ci est décrite dans de nombreuses pathologies vasculaires comme dans I'hypertension artérielle (HTA) ou elle

joue un role majeur (K.-T. Kang 2014; Martinez-Quinones et al. 2018).

b) La média

Organisation générale

La média est la tunique moyenne et la plus épaisse de la paroi artérielle. Elle est constituée de plusieurs couches
successives de cellules musculaires lisses (CML) soutenues par du tissu conjonctif, la matrice extracellulaire
(MEC). Cette derniére est principalement composée de fibres d'élastine organisées en lames élastiques
concentriques et de fibres de collagenes. Les CML permettent aux artéres de se contracter ou se dilater, c'est ce
que l'on appelle la réactivité vasculaire. L'élastine et le collagéne, quant a eux, caractérisent |'élasticité et la
rigidité artérielle déterminant la compliance du vaisseau. Le ratio élastine/collagéne diminue au fur et @ mesure
de l'avancé dans |'arbre artériel. De ce fait, les artéres aux abords du cceur possédent un fort taux d'élastine, les
rendant trés compliantes. A contrario, plus les artéres sont proches des organes périphériques, moins elles sont
compliantes. Elles ont plus de couches musculaires, ce qui les rend plus réactives aux agents circulants et aux
modifications hémodynamiques.

Ainsi, la structure des artéres varie en fonction de leur localisation et de leur réle (Figure 3). En revanche, la
média reste composée de CML et de différentes protéines constituant la MEC, dont les fibres élastiques, les fibres

de collagénes et les protéoglycanes.
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Figure 3 : Composition des parois des artéres de conductance et de résistance.
Adapté de (J.-B. Michel 2020)

Les cellules musculaires lisses (CML)

Les cellules musculaires lisses sont les cellules majoritaires de la paroi artérielle. Ce sont les principales cellules
sécrétrices des composants de la MEC et de leur dégradation. Elles représentent le composant actif des artéeres.
En effet, les CML sont les cellules responsables de la contraction et de la dilatation des artéres notamment grace
a leurs microfilaments d‘actine et de myosine (Sweeney et Hammers 2018).

La contraction des CML est directement liée au taux de calcium intracellulaire. En effet, les CML sont pourvues de
nombreux récepteurs sensibles a des facteurs mécaniques ou hormonaux qui, lorsqu'ils sont activés, induisent
une augmentation intracellulaire de calcium (Ca?*). Le Ca®* cytosolique se lie a la calmoduline afin d'activer la
kinase des chaines légéres de myosine (MLCK). Cette derniére induit la phosphorylation de la sérine 19 des
chaines légeres de myosine de 20kDa (MLC20). Cette phosphorylation permet la stimulation de I'activité GTPase
de la myosine et sa liaison avec l'actine, provoquant alors la contraction cellulaire. L'activité enzymatique de la
MLCK peut étre controlée par de nombreuses kinases : la protéine kinase activée par ’AMPc (PKA), par le GMPc
(PKG), par les petites protéines G Rac et Cdc42 (PAK) et le complexe CAM-Ca%t (CAMKII). A linverse, la
phosphatase des chaines légéres de myosine (MLCP) est régulée par les protéines de la famille des Rho GTPases
(Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique des voies de signalisation de la contraction cellulaire.
Adapté de (Ernesto L. Schiffrin et Touyz 2004)
A, Agoniste ; G, protéine G ; SR, réticulum sarcoplasmique ; PLCB, phospholipase C B ; IP3, inositol triphosphate ; DAG, diacylglycérol ;
PKC, protéine kinase C ; MLC, chaine légére de myosine ; MLCK, kinase des chaines |égeres de myosine ; GEF, facteur d'échange de
nucléotide guanine ; GTP, guanosine triphosphate ; GDP, guanosine diphosphate.

Les trois protéines fonctionnelles des CML sont ACTA2 (ou a-SMA) (Whitesell et al. 2014), SM22-a (ou transgelin)
(Yang et al. 2003) et MYH11 (myosine SMC) (Abrams et al. 2016). L'isoforme MYH11 est le dernier élément
contractile des CML découvert et est le premier a disparaitre dans le cas de dédifférenciation des CML (Babu,
Warshaw, et Periasamy 2000). De nombreuses pathologies vasculaires, comme I'hypertension artérielle ou
I'anévrisme, décrivent un changement phénotypique des CML vers un phénotype prolifératif, apoptotique et
sécrétoire avec une augmentation du stress oxydatif local. Cela peut passer par la répression de |I'expression des
génes codant pour les protéines contractiles comme ACTA2, SM22a ou MYH11 (Salmon et al. 2012; Gomez,
Swiatlowska, et Owens 2015). Les CML sont donc aujourd’hui considérées comme les acteurs majeurs des
pathologies vasculaires telles que I'hypertension artérielle et I'anévrisme. Les modifications phénotypiques et

fonctionnelles des CML dans ces pathologies seront abordées dans les chapitres suivants.

¢ La matrice extracellulaire (MEC)
Dans la média, les propriétés mécaniques et physico-chimiques des artéres sont assurées par les protéines

composant la MEC. La MEC vasculaire joue un role essentiel dans la structure et la fonction des vaisseaux. Elle
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confére un point d'ancrage pour les cellules constituant la paroi artérielle influant sur leur migration, leur
phénotype et leur fonction. Principalement synthétisées par les CML, les trois principaux composants de la MEC
sont les fibres élastiques, les fibres de collagéne et les protéoglycanes (Figure 5). Les concentrations de ces
composants influencent les propriétés des artéres et la réponse des CML aux contraintes mécaniques.

Le remaniement de la MEC joue un rdle primordial dans de nombreux processus physiologiques tels que le
développement, I'angiogenése ou la cicatrisation (Matrisian 1990; Mignatti et Rifkin 1993). Un remodelage
anormal de la MEC, se traduisant par une dégradation excessive ou insuffisante de celle-ci, a été associé a de
nombreuses pathologies vasculaires telles que I'HTA, I'athérosclérose ou les anévrismes (Barallobre-Barreiro et
al. 2020).

- Les fibres élastiques

La fonction élastique des vaisseaux est assurée par les fibres élastiques organisées en lames concentriques
paralléles a la lumiére du vaisseau. Il s'agit du composant principal de la MEC (40 a 60% du poids du vaisseau
dans l'aorte thoracique ascendante). Elles sont indispensables dans I'amortissement de la pulsatilité du ceeur. En
effet, les lames élastiques permettent d’amortir et de stocker |I"énergie de la systole et la restituer lors de la
diastole : c’est la compliance. C'est pourquoi, les fibres élastiques se retrouvent en grande quantité dans l'aorte
thoracique et leur nombre diminue a mesure que |'on s’éloigne du cceur. Plus la quantité d'élastine est forte et la
quantité de collagéne est faible, plus le pouvoir élastique des artéres est important.

Les fibres élastiques sont composées en majeure partie (90%) d'élastine. Les 10% restant correspondent aux
glycoprotéines de structure microfibrillaires comportant les fibrillines 1 et 2, des MAGP (« microfibrillar-associated
glycoproteins »), I'’émiline, les fibulines... (Wagenseil et Mecham 2007).

Il a été prouvé sur modéle murin que la délétion génétique de I'élastine (E/n”-) entraine la Iétalité quelques jours
aprés la naissance en raison de 'obstruction de I'aorte due a la prolifération des CML (D. Y. Li, Brooke, et al.
1998). En paralléle, il est décrit que les souris hétérozygotes pour le géne codant pour I'élastine sont viables mais

présentent une hypertension et une compliance aortique diminuée (D. Y. Li, Faury, et al. 1998).

- Les fibres de collagéne

Les collagénes sont les glycoprotéines les plus représentées du régne animal. Dans la paroi vasculaire, le collagéne
assure la fonction de résistance mécanique a I'étirement et de rigidité du tissu artériel (Barallobre-Barreiro et al.
2020). C'est Iui qui apporte la solidité aux tissus, notamment face a la rupture.

Il existe 28 collagénes différents classés en deux grandes sous-familles : les collagénes fibrillaires et non-
fibrillaires. Dans la paroi vasculaire, le collagéne représente 20-40% du poids sec d’un vaisseau, ol les collagénes
de type I et III, de structure fibrillaire, sont principalement retrouvés (80-90% des collagénes de la paroi
vasculaire). Le collagéne I, qui correspond a 60% du collagéne total, assure le support structural du vaisseau
alors que le collagéne III, représentant 30% du collagéne, joue un role dans I'élasticité et I'extensibilité pariétale.
De nombreuses études sur des modéles murins ont démontré I'importance majeur des collagénes I et III dans le
développement du systéme cardiovasculaire, entrainant notamment des ruptures artérielles spontanées en cas
de déficience de ces protéines (L. J, R, et R 1984; L. X et al. 1997). La paroi artérielle comprend aussi, du

collagéne 1V, V et VI (10%). Le collagéne fibrillaire de type V est localisé autour des CML et prés des membranes
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basales dans le but de réguler la croissance, la migration et la différenciation cellulaire. Les collagénes non
fibrillaires IV et VI sont situés dans la membrane basale pour soutenir les CE et entourer les CML, De méme, des
études ont mis en avant le role fondamental de ces protéines dans le maintien de I'intégrité et de la fonction de
la paroi artérielle et principalement des membranes basales vasculaires (Rj et al. 2004; E et al. 2004; T et al.
2010).

- Les protéoglycanes (PG)
Du fait de leur forte charge électrostatique négative, les PG contrdlent le mouvement des ions et la perméabilité
de la paroi artérielle. Leur localisation a l'interface entre les CML et la MEC leur permet de controler l'intégrité
structurelle des vaisseaux et d'influencer de nombreuses fonctions cellulaires (croissance, différenciation,
adhésion, migration). Enfin, elles peuvent former des complexes avec les autres protéines de la MEC et jouent
donc un rdle majeur dans le dépot de la matrice synthétisée par les CML. Une forte accumulation de
protéoglycanes a été observée dans la MEC artérielle au cours du vieillissement et dans des pathologies

vasculaires comme |'athérosclérose (Wight et Merrilees 2004; Karangelis et al. 2010).
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Figure 5 : Représentation schématique de la composition de la matrice extracellulaire artérielle.
Adapté de (Barallobre-Barreiro et al. 2020)

- Dégradation de la MEC (MMP et TIMP)
La dégradation physiologique ou pathologique de la MEC est régulée par de nombreuses protéases. Les
métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (MMP) semblent les plus impliquées dans le remodelage de la
matrice.
Les MMP matricielles constituent une famille d’endopeptidases calcium et zinc-dépendantes capables de dégrader
les composants de la MEC et des lames basales qui interviennent dans tous les processus physio-pathologiques
de remaniement de la structure artérielle. Elles sont synthétisées par toutes les cellules vasculaires (notamment

par les CML) (Galis et al. 1994) et par les cellules inflammatoires présentes dans la paroi vasculaire.
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Les MMP peuvent étre classées en différents groupes en fonction de leur structure et de leur spécificité de
substrats (Y. Li et al. 2020). Les collagénases (MMP-1 et MMP-13) dégradent spécifiquement les collagénes
fibrillaires du tissu conjonctif (collagénes de type I, II et III). Les gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-9) digerent
le collagéne dénaturé ainsi que les collagenes de type IV, V et VII. Les stromélysines (MMP-3, 10 et 11) possedent
une activité protéolytique trés large. Elles dégradent les protéoglycanes, les laminines, |a fibronectine, le collagéne
non fibrillaire ainsi que des molécules d'adhésions. D’autres MMP comme les MMP de type membranaire ou MT-
MMP ou encore les MMP exprimées par les macrophages jouent un role dans la dégradation de la MEC et la
réponse inflammatoire.

L'expression des MMP est régulée par des inhibiteurs tissulaires endogénes et spécifiques, les inhibiteurs
tissulaires des métalloprotéinases (TIMP) (Brew, Dinakarpandian, et Nagase 2000). Il existe aujourd’hui quatre
molécules appartenant a cette famille : TIMP-1, -2, -3 et -4. Leur inhibition des MMP peut se faire a deux stades,
en bloquant le précurseur des MMP (pro-MMP) en formant un complexe avec lui I'empéchant de former les MMP
ou en formant un complexe avec les MMP activées et ainsi bloquer leur activité de dégradation de la MEC.

Une augmentation de I'activité des MMP a été mise en évidence dans certaines pathologies comme I'anévrisme
de I'aorte abdominale (Y. Yao, Cheng, et Cheng 2020).

c) L'adventice

L'adventice constitue la tunique externe de la paroi vasculaire. Il s'agit d’un tissu conjonctif peu organisé, trés
vascularisé et innervé, riche en collagéne, contenant des fibroblastes, des adipocytes et des cellules immunitaires.
Elle permet de relier les vaisseaux aux tissus environnants, de les soutenir et de les protéger contre des
déformations extrémes. L'adventice artérielle est parcourue par deux réseaux distincts : le vasa vasorum et le
vasa nervorum.

Le vasa vasorum comprend des micro-vaisseaux sanguins et lymphatiques permettant la bonne irrigation de la
paroi artérielle et les apports en oxygéne et nutriments. Ils sont principalement présents dans les grosses artéres
pour lesquelles la lumiére artérielle ne permet pas d'irriguer les cellules situées en périphérie de |'artére.

Le vasa nervorum, quant a lui, est constitué de nerfs et terminaisons nerveuses jouant un rdle dans le tonus
vasculaire. Les fibres nerveuses s'infiltrent jusque dans la limite externe de la média, permettant au message
nerveux d'agir directement sur les CML les plus externes. La transmission de l'information s’effectue alors de
proche en proche par couplage électrique. Contrairement aux vasa vasorum qui sont présents sur les gros
vaisseaux, l'innervation artérielle est d’autant plus importante que les vaisseaux sont petits. En effet, les petites
artéres sont le siége des résistances périphériques et ont le plus grand tonus vasculaire.

L'adventice est le siége de la réponse immunitaire adaptative des artéres altérées ce qui peut 'amener a subir
un remodelage dans certaines pathologies comme I'anévrisme (J.-B. Michel et al. 2007a). Les pathologies
anévrismales sont le siege d’une forte inflammation et une dégradation de cette tunique peut provoquer un

remodelage expansif et dans le pire des cas, la rupture artérielle.
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1.2.2. Les artéres de conductance

Les artéres de conductance, dites élastiques, représentent les vaisseaux de plus gros calibre de I'ensemble du
réseau artériel (300 a 800um de diamétre chez la souris). Elles comprennent les artéres les plus proches du
coeeur : l'aorte, les carotides, les artéres sous-clavieres, pulmonaires, iliaques et le tronc artériel
brachiocéphalique. Leur role majeur consiste a amortir la pulsatilité du cceur afin d’assurer un flux sanguin continu
tout le long de l'arbre vasculaire. Ceci est permis par la grande proportion en fibres élastiques permettant
d’absorber I'onde de pression produite par le cceur et limitant son impact sur les organes. Ainsi, dans le cas
particulier de l'aorte, I'élasticité de la paroi permet de stocker le sang lors de la systole et le restituer durant la

diastole, maintenant un flux continu malgré la pulsatilité du cceur : c'est I'effet Windkessel.

1.2.3. Les artéres de résistance

Au fur et a mesure de I'avancée dans I'arbre artériel, la paroi artérielle perd en élasticité pour devenir de plus en
plus musculaire. En effet, la média des artéres de résistance est presque exclusivement composée de CML au
détriment des fibres élastiques. Ces artéres sont donc beaucoup plus musculaires et par conséquent plus
réactives. Ces derniéres, localisées a proximité des organes (artéres mésentériques, coronaires, rénales et
cérébrales), représentent la majorité du réseau artériel de I'organisme et ont un calibre plus faible que les artéres
de compliance (50 a 200um de diameétre chez la souris). Les artéres musculaires sont responsables de la
régulation des résistances périphériques, d’'ol elles tiennent leur nom d‘artéres de résistance.

Leur role principal consiste a protéger les organes de variations trop importantes de pression ou de débit. Pour
cela, les cellules endothéliales et musculaires lisses de ces artéres possédent de nombreux mécanorécepteurs
permettant de capter rapidement les modifications de pression ou de débit (S. Wang et al. 2016). La grande
quantité de CML permet une régulation fine et précise des débits locaux grace a la rapidité de la vasoréactivité

trés rapide lors de changements mécaniques dans le but de normaliser les contraintes.

1.2.4. La réactivité vasculaire

Dans des conditions physiologiques, de nombreux facteurs peuvent influencer la réactivité vasculaire. Les cellules
vasculaires se trouvent directement impactées par les variations hémodynamiques telles que la pression artérielle
et le débit sanguin ou, indirectement, par l'intermédiaire de facteurs chimiques locaux libérés par les cellules

sanguines et vasculaires elles-mémes.

a) Les facteurs mécaniques

La pression et le débit sont deux paramétres hémodynamiques importants qui agissent sur la réactivité et la
structure artérielle. Des variations chroniques de ces facteurs sont les premiéres responsables de pathologies
vasculaires telles que I'hypertension artérielle (HTA) ou l'athérosclérose impliquant un remodelage artériel.

Cette capacité a réagir aux paramétres hémodynamiques est une caractéristique des artéres de résistances. En

effet, pour protéger les organes de la pulsatilité du coeur, les artéres de résistance doivent compenser les
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variations de pression ou de débit. Leur capacité a se contracter ou a se dilater rapidement en réponse a la

pression ou au flux, est défini par deux parameétres : le tonus myogénique et la dilatation dépendante du flux.

e Le Tonus Myogénique (TM)
La pression, exprimée en mmHg, est une force, appliquée par le sang sur la paroi vasculaire par unité de surface.
La pression artérielle (PA) est controlée par le cerveau, le coeur, les vaisseaux et les reins. Ils agissent ensemble
pour assurer |I'homéostasie de la PA. Les variations de pression dans la microcirculation induisent une
vasoconstriction que I'on appelle tonus myogénique.
Le tonus myogénique se définit par une réponse vasoconstrictrice locale provoquée par une augmentation de
pression sur la paroi vasculaire. Le TM est retrouvé uniquement dans les artéres de petit calibre (moins de 300um
de diametre). Il permet de protéger les capillaires, et donc les organes, contre une augmentation excessive de la
pression sanguine.
Le TM se déroule en plusieurs phases successives. Dans un premier temps, I'augmentation de la pression induit
un étirement passif suivi de deux phases de contraction, une premiére phase, dite transitoire, puis une seconde,
dite soutenue (Osol et al. 2002). Différents canaux membranaires peuvent étre activés par I'élévation de la
pression intraluminale tels que les canaux TRP (« Transient Receptor Potential »), trés décrits dans le tonus
myogénique (Sharif-Naeini et al. 2008). Toutes les voies de signalisations activées ont pour seul but,
I'augmentation du calcium intracellulaire dans les CML (Knot et Nelson 1998). La dépolarisation des CML et
I'augmentation de calcium intracellulaire induisent I'activation de la kinase des chaines légéres de myosine
(MLCK). Celle-ci permet la phosphorylation des chaines légéres de myosine et ainsi le réarrangement des fibres
d’actomyosine dans les CML et donc la contraction du vaisseau.
Des variations aigiies de la pression dans la microcirculation sont contrebalancées par le tonus myogénique. En
revanche, des variations chroniques sont a l'origine de pathologies telles que I'hypertension artérielle, impliquant

notamment un remodelage artériel et une altération de la réactivité artérielle (décrits ultérieurement).

o La dilatation flux-dépendante (FMD : « Flow Mediate Dilation »)

Le débit ou flux sanguin, exprimé en mL/min, est caractérisé par le volume de sang s'écoulant dans le vaisseau
a un instant T. Les variations locales de débit dans la microcirculation induisent une vasodilatation appelée
dilatation flux-dépendante.

La FMD est une réponse a une augmentation locale de débit sanguin, responsable d’une augmentation des forces
de frottements sur I'endothélium vasculaire, nommées forces de cisaillement ou « shear stress ». Celles-ci
provoquent la sécrétion d'agents vasodilatateurs via l'activation des cellules endothéliales, induisant un
relachement des CML sous-jacentes. La dilatation due a I'augmentation des forces de cisaillement est médiée par
les trois voies de dilatation de I'endothélium : les voies du monoxyde d'azote (NO), des prostaglandines (PGI2)
et des facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHF) détaillées ultérieurement (Guzman, Abe, et
Zarins 1997).
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Des perturbations des forces de cisaillement jouent un réle dans le recrutement de cellules immunitaires via
I'augmentation des molécules d'adhérence (Walpola et al. 1995). Ces derniéres peuvent étre impliquées dans un
remodelage expansif des artéres (Tronc et al. 1996; Dumont, Loufrani, et Henrion 2007), voire méme dans une
dégradation de la paroi artérielle, phénoméne retrouvé dans des pathologies a forte composante inflammatoire

telles que I'athérosclérose ou l'anévrisme.

b) Les substances chimiques locales

La balance vasomotrice est régulée par des substances chimiques locales permettant de controler le tonus artériel
et donc les débits sanguins locaux. L'endothélium joue un réle majeur dans la régulation de la vasomotricité
locale. En effet, les cellules endothéliales peuvent sécréter des facteurs relaxants tels que le monoxyde d'azote
(NO), les prostaglandines (PGI2) et les facteurs hyperpolarisant dérivés de I'endothélium (EDHF). L'endothélium
est également responsable de la sécrétion de facteurs vasoconstricteurs tels que I'endothéline 1 (ET1), le
thromboxane (TXA2) et les dérivés réactifs de I'oxygene (ROS : « reactive oxygen species »). Ces éléments,
impliqués dans la dilatation ou la contraction des artéres, sont sécrétés en réponse a des stimuli chimiques et

mécaniques.

o Les facteurs vasorelaxants dérivés de I'endothélium (Figure 6)

- Le monoxyde d'azote (NO, « nitric oxyde »)
Le monoxyde d’azote est I'un des acteurs majeurs de la relaxation dépendante de I'endothélium. Le NO est le
produit de l'activité enzymatique de la NO synthase (NOS) qui convertit la L-arginine en citrulline avec une
libération de NO. Il existe trois isoformes de la NOS : la NOS neuronale (nNOS) produisant du NO en tant que
messager neural, la NOS inductible (iNOS) activée par des cellules exposées a des phénomeénes inflammatoires
et la NOS endothéliale (eNOS) exprimée dans le systéme vasculaire. L'activation des cellules endothéliales par
les forces de cisaillement ou par des agonistes chimiques comme la bradykinine (BK), l'acétylcholine (Ach),
I'adénosine triphosphate (ATP) ou l'adénosine diphosphate (ADP) provoque une augmentation de calcium
intracellulaire, via la libération des stocks calciques du réticulum endoplasmique. La calcium, une fois libéré peut
se coupler a la calmoduline et activer la eNOS (Fleming et Busse 1999; Rafikov et al. 2011). Une fois synthétisé
dans les cellules endothéliales, le NO diffuse vers les CML adjacentes et se lie a la guanylate cyclase soluble (GCs)
pour augmenter la synthése de guanosine monophosphate cyclique (cGMP) a partir de guanosine triphosphate
(GTP) (Denninger et Marletta 1999; Tsai et Kass 2009). L'augmentation de ¢cGMP induit alors I'activation de la
protéine kinase G (PKG) conduisant a la diminution du calcium dans les CML, a la diminution de I'activité de la

MLCK et donc a une vasorelaxation.
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Figure 6 : Représentation schématique des voies de signalisations impliquées dans la relaxation artérielle.
Adapté de (Vanhoutte 1998)
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soluble.

- Les prostacyclines (PGI2)
La deuxiéme voie de relaxation endothélium-dépendante est médiée par les prostacyclines. Ces derniéres sont
produites par les enzymes cyclooxygénases (COX) a partir de I'acide arachidonique (AA). Il existe deux isoformes
de cyclooxygénases : COX-1 et COX-2. COX-1 est exprimé constitutivement, alors que COX-2 est plutot exprimé
lors d'un dommage tissulaire ou une réaction inflammatoire. Ces deux isoformes sont exprimées dans les cellules
vasculaires, et plus particulierement dans les CE. Le PGI2 produit par les CE, principalement par COX-2 (Caughey
et al. 2001), peut se fixer sur les récepteurs IP des CML, permettant l'activation de I'adénylate cyclase A (AC) et
donc I'augmentation de la quantité d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir de I’ATP. L’AMP provoque

alors, via la protéine kinase A (PKA), la diminution du calcium dans les CML et donc leur relaxation.

- Les facteurs hyperpolarisants (EDHF)
Lorsque les voies du NO et des prostacyclines sont inhibées, la dilatation endothélium-dépendante ne se trouve
pas totalement abolie, prouvant la présence d’une troisiéme voie de dilatation dépendante de I'endothélium.
Celle-ci est la voie des facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium qui est, a ce jour, la moins décrite des

trois.
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Son activation dépend de la présence de calcium intracellulaire et de I'efflux de potassium des CE par les canaux
potassium endothéliaux activés par le calcium SKea et IKea provoquant alors I'hyperpolarisation des CE.
L'augmentation de la concentration potassique dans I'espace intercellulaire engendre I'hyperpolarisation des CML
sous-jacents. Celle-ci induit alors la diminution de calcium intracellulaire et donc une vasodilatation (K.-T. Kang
2014).

o Les facteurs vasoconstricteurs dérivés de I'endothélium

- L'endothéline 1 (ET-1)
Le role de I'endothélium dans la vasodilatation est maintenant largement connu et prépondérant. Mais il joue
aussi un role dans la vasoconstriction notamment grace a I'endothéline 1 dont il existe trois isoformes (ET-1, ET-
2 et ET-3). L'endothéline 1 est produite par I'endothélium en réponse a des facteurs inflammatoires (IL-1, TNF-
a), a l'angiotensine II, aux catécholamines ou a I'hypoxie, et est inhibée par le NO et les prostacyclines. Les
récepteurs a I'ET-1 sont situés a la fois les sur les CML (ETa et ETs2) et les CE (ETs1). La vasoconstriction induite
par l'endothéline 1 est due a la fixation sur le récepteur ETa qui provoque une augmentation de la concentration
calcique dans les CML. A contrario, la fixation de I'endothéline sur le récepteur endothélial induit une vasodilatation
par libération de NO et de PGI2 (Thorin et Webb 2010).

- Le thromboxane A2 (TXA2)
En plus de leur role dans la vasodilatation, les COX ont une importance majeure dans la production de
thromboxane A2. C'est principalement COX-1 qui induit la production de TXA2 (Caughey et al. 2001). L'action de
ce vasoconstricteur est médiée par sa fixation sur les récepteurs Thromboxane-Prostanoide (TP) situés sur les
plaquettes et les CML. L'activation des récepteurs TP est impliquée dans les mécanismes d’'adhésion, d’agrégation

plaquettaire, de contraction, de prolifération des CML et d'activation de I'inflammation endothéliale.

o Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone
Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est un acteur majeur de I'homéostasie de la pression
artérielle (PA), de I'équilibre hydrosodé et du systéme cardiovasculaire. Il agit sur le ceeur, le cerveau, les reins
et les vaisseaux dans le but de contréler la PA (Figure 7). Le premier acteur de cette voie est la rénine. Elle est
sécrétée par les cellules de I'appareil juxta-glomérulaire lors d’une diminution de la PA et du volume sanguin. La
rénine permet la conversion de |'angiotensinogéne, produit par le foie, en angiotensine I (Angl). Cette derniére
est ensuite convertie en angiotensine II (AngIl) par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA)
principalement sécrétée par les cellules endothéliales au niveau pulmonaire, rénal et artériel. L'AngII se trouve
étre un acteur majeur de la vasoconstriction et par conséquent, de I'augmentation de la pression artérielle. Son
action se situe principalement sur les glandes corticosurrénales et les artéres elles-mémes. Au niveau des glandes
corticosurrénales, I’AnglII induit la production d’aldostérone afin de réguler la volémie des artéres via la balance
hydrosodée, entrainant la rétention de sodium et d’eau au niveau rénal. Sur les artéres, I’AnglI agit directement

sur les CML afin d'induire la vasoconstriction.
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Figure 7 : Représentation schématique du systéme rénine-angiotensine-aldostérone.

Il existe deux récepteurs a I'angiotensine : le récepteur de type 1 (AT1R) et le récepteur de type 2 (AT2R) (R. M.
Touyz et Schiffrin 2000). L'action de I’AnglI a longtemps été imputée a la présence unique du récepteur de type
1. En effet, celui-ci est beaucoup plus abondant que le récepteur de type 2. AT1R est principalement exprimé
dans les glandes surrénales, les reins, le cceur, le cerveau et les CML. Il a été démontré que ce récepteur avait
un role majeur dans la vasoconstriction et la diminution du débit sanguin rénal, la libération d'aldostérone et de
vasopressine et donc dans la rétention de sodium (Hsueh et Wyne 2011). AT2R, quant a lui, est principalement
présent dans les tissus feetaux. Son expression diminue rapidement apres la naissance et se maintient a un faible
niveau chez |'adulte (Horiuchi, Akishita, et Dzau 1999). Présent dans I'endothélium vasculaire, AT2R est associé
a I'apoptose et a la vasodilatation artérielle, contrairement a AT1R, plutdt associé a la prolifération, I'inflammation

et la vasoconstriction (Henrion, Kubis, et Lévy 2001; Suzuki et al. 2002; B. Tian et al. 2003).

o Les espeéces réactives de I'oxygéne (ROS)
Les radicaux libres, ou ROS, sont des dérivés réactifs du métabolisme du dioxygéne (02). Ils comprennent
plusieurs composés : |'anion superoxyde (027), le radical hydroxyle (.OH), le peroxyde d’hydrogéne (H.0:), le
peroxynitrite (ONOOQO") et I'acide hypochloreux (HOCI). Les CE, CML et fibroblastes vasculaires sont capables de
produire des ROS. Plusieurs sources de ROS ont été décrites dans le systéme vasculaire dont la principale, la
nicotinamide dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase ou NOX), mais aussi le découplage de la eNOS et

la mitochondrie (Figure 8).

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 | 14



Membrane plasmatique
BERRRRARAAGARAARA
iy

0,7 H0,
NADH NADP* Xanthine A : ;
) Acide urique
. Hypoxanthine X0
NADPH oxidase . A
\ Xanthine Oxidase

Production

de ROS ¢===== Cyclooxygénase

Découplage de la eNOS ="

M0, H \

Chaine respiratoire mitochondriale

Lipooxygénase

0,”
]
NADPH NO \

Figure 8 : Représentation schématique des sources de ROS cellulaires.
Adapté de (Birukov 2009)

NADH, nicotinamide adénine dinucléotide réduit ; NADP*, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate ; BHs, tétrahydrobioptérine ; NO,

monoxyde d'azote ; eNOS : NO synthase endothéliale ; O, anion superoxyde ; H.0,, peroxyde d’hydrogéne ; OONO", peroxynitrite.

La principale source de ROS du systéme vasculaire est la NADPH oxydase (NOX). Sur les 5 isoformes de la NADPH
oxydase, 4 sont exprimées dans les tissus vasculaires : NOX1, NOX2, NOX4 et NOX5. Il s'agit d’'un complexe
enzymatique membranaire composé de différentes sous-unités comme p22phox, p47phox, p67phox prenant en
charge |'association, la stabilisation et Il'activation des NOX ou encore Racl responsable de leur activité
enzymatique. Les NOX vasculaires sont constitutivement actives et produisent en continu de faibles
concentrations d'anion superoxyde par la réaction d’oxydation de la NADPH par le dioxygéne (Selemidis et al.
2008).

Le découplage de la eNOS est aussi une grande source de ROS dans les pathologies cardiovasculaires. En effet,
I'oxydation des deux composants essentiels de la eNOS que sont la L-arginine et la tétrahydrobioptérine (BH4)
provoque la production de ROS en remplacement du NO (Kuzkaya et al. 2003). Le découplage de la eNOS est
impliqué dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires comme le diabéte, I'hypertension artérielle,
athérosclérose et I'anévrisme (Vasquez-Vivar et al. 2002; Thum et al. 2007; Schulz, Gori, et Miinzel 2011).
Enfin, la mitochondrie se trouve également, sétre I'une des principales sources de ROS cellulaires. Elle intervient
notamment au cours de la phosphorylation oxydative. En effet, le flux d'électrons provoque un transfert
d'électrons a la molécule d'oxygéne, induisant la production d'anion superoxyde (Zorov, Juhaszova, et Sollott
2014).

Les cellules possédent aussi un systéme de protection contre les ROS qui comprend une succession d’enzymes
antioxydantes. Les premiers acteurs de cette protection contre le stress oxydant sont les superoxydes dismutases
(SOD) dont il existe trois isoformes : la SOD cytosolique (CuZn-SOD ou SOD-1), la SOD mitochondriale (Mn-SOD
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ou SOD-2) et la SOD extracellulaire (EC-SOD ou SOD-3). Le role des SOD est de convertir 1’02~ en H20:
permettant alors a d’autres acteurs antioxydants de prendre le relais (Fukai et Ushio-Fukai 2011). Ces derniers
sont principalement la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) qui ont pour réle de convertir I'H20; en eau
(H20) (Wassmann, Wassmann, et Nickenig 2004).

Dans les conditions physiologiques, la production de ROS est compensée par leur élimination par les antioxydants.
En revanche, dans des conditions pathologiques, cet équilibre est rompu et conduit a un état de stress oxydatif.
Dans I'hypertension artérielle ou I'anévrisme aortique, une diminution de l'activité des antioxydants est observée,
générant une augmentation de la quantité et de la biodisponibilité des ROS et conduisant ainsi au développement

du stress oxydatif. L'importance de ce dernier dans les pathologies vasculaires sera approfondi ultérieurement.
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2. Les mitochondries

2.1. Géneéralités

Les mitochondries, du grec mitos (filament) et chondros (grain), ont été découvertes dans le tissu musculaire en
1857 par I'anatomiste et physiologiste suisse Rudolph Albert Von Kolliker. C'est la microbiologiste américaine,
Lynn Margulis, qui évoqua en premier la théorie endosymbiotique selon laquelle les mitochondries actuelles
proviendraient de I'endosymbiose d’une a-protéobactérie dans une cellule eucaryote primitive. Ainsi, au cours de
I'évolution, la mitochondrie a gardé des structures et des fonctions caractéristiques des deux organismes lui ayant
donné « naissance » : une double membrane, un génome spécifique, une machinerie de biosynthése de I’ARN et
des protéines ainsi qu’un métabolisme énergétique propre.

Le r6le majeur de mitochondrie consiste a fournir I'énergie indispensable au bon fonctionnement des cellules sous
forme d'ATP. Elle a un role central dans le métabolisme énergétique : elle est le siege de nombreuses réactions
du métabolisme oxydatif dont le cycle de Krebs, la B-oxydation des acides gras ou la phosphorylation oxydative
(OXPHOS). Elle a aussi un role prépondérant dans la survie et la mort cellulaire par apoptose, mais également
dans la thermogénése, la signalisation cellulaire, le stockage du calcium, la prolifération cellulaire et le
vieillissement.

Les mitochondries sont présentes dans la plupart des cellules et leur nombre est proportionnel a la consommation
énergétique de la cellule. En effet, plus un organe a besoin d'énergie, plus ses cellules compteront de
mitochondries. Les cellules musculaires, cardiaques, hépatiques et neuronales sont donc les plus riches en

mitochondries.
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Figure 9 : Représentation schématique de la structure mitochondriale.
(Molecular Cell Biology)
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2.2. Structure

La taille des mitochondries varie en fonction des besoins énergétiques des cellules et de la qualité des
mitochondries elles-mémes. 1l est difficile de leur donner une taille précise. Il est cependant accepté qu'elles
mesurent, en moyenne, 1 a 10 um de long et 0,5 a 1 ym de diamétre. Du fait de son origine endosymbiotique,
la mitochondrie est composée de deux membranes, plus ou moins perméables aux protéines et protons, qui
délimitent trois compartiments : la matrice, I'espace inter-membranaire et le cytoplasme de la cellule (espace
extra-mitochondrial). De plus, la membrane interne présente de nombreux replis formant un quatriéme

compartiment : les crétes mitochondriales (Figure 9).

2.2.1. La membrane externe

La membrane externe est une bicouche lipidique, structurellement proche de la membrane plasmique, de 5 a 7
nm d'épaisseur composée de 60% de protéines et 40% de lipides, perméable aux ions et aux petites molécules.
Elle est riche en protéines membranaires nommées porines ou VDAC (« voltage-dependant anion channel »), qui
forment des canaux aqueux traversant la bicouche lipidique et permettant le transport passif de molécules de
taille inférieure a 5-10 kDa, du cytoplasme vers |'espace intermembranaire. Les molécules de plus de 10 kDa
possédant un site d'adressage mitochondrial (MTS) sont, quant a elles, prises en charge par les complexes

d'importation TOM (translocases of outer membrane) par transport actif.

2.2,2. La membrane interne

En accord avec son ancétre procaryote, la composition de la membrane interne ressemble davantage a celle d'une
bactérie qu'a celle d’une cellule eucaryote. Du fait de ses nombreuses invaginations, la surface de la membrane
interne est 5 a 10 fois supérieure a celle de la membrane externe. Epaisse de 6-8 nm, elle est composée de 25%
de phospholipides et de 75% de protéines. La cardiolipine constitue 20% des lipides, ce qui la rend beaucoup
moins perméable que la membrane externe. Elle forme une barriére sélective entre I'espace intermembranaire et
la matrice mitochondriale, la rendant imperméable aux ions et notamment aux protons. Le passage de molécules
vers la matrice nécessite donc des transporteurs spécifiques tels que la translocase des nucléotides adényliques
(ANT) assurant I"échange ATP/ADP entre le cytosol et la matrice mitochondriale, le transporteur de phosphate
inorganique (PiC), la navette malate/aspartate, le transporteur du pyruvate, la navette glycérol 3-phosphate et
les translocases de la membrane interne (TIM) permettant le passage des protéines. La membrane interne est
aussi le siege de la formation d'un méga canal appelé pore de transition de perméabilité mitochondriale (PTPm),
dont l'ouverture engendre une diminution de la perméabilité membranaire et du potentiel de membrane,
caractéristiques notamment retrouvées dans des pathologies cardiaques (Piquereau et al. 2012; Seidlmayer et
al. 2015).

La majeure partie des protéines de la membrane interne composent la chaine respiratoire permettant la

production d’ATP a partir de I'oxygéne (phosphorylation oxydative : OXPHOS). La chaine respiratoire est une
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chaine de transport d’électrons constituée, dans un premier temps, de quatre complexes enzymatiques
permettant le transport d’électrons (Figure 10) :

- Complexe I ou NADH ubiquinone oxydoréductase

- Complexe II ou succinate ubiquinone oxydoréductase

- Complexe III ou ubiguinol cytochrome ¢ oxydoréductase

- Complexe IV ou cytochrome c¢ oxydase
A ces complexes, s'ajoutent deux transporteurs mobiles d'électrons que sont I'ubiquinone (ou coenzyme Q) et le
cytochrome c. Les électrons provenant de I'oxydoréduction du NADH et du FADH: sont transportés tout au long
de la chaine respiratoire, provoquant ainsi la libération de protons dans |'espace intermembranaire. Ces derniers
sont alors pris en charge par un cinquiéme complexe enzymatique, I’ATP synthétase, qui catalyse la production
d’ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique (Pi).

Espace

NADH + H* Fumarate

@ Succinate @

Figure 10 : Représentation schématique du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.

La sortie de protons de la matrice crée un gradient de concentration en protons et un potentiel de membrane
mitochondrial a travers la membrane interne. Une diminution de ce potentiel de membrane mitochondriale peut
étre le reflet d'une dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale retrouvé dans certaines pathologies

neurodégénératives ou cardiovasculaires (Zorova et al. 2018).

2.2.3. L'espace intermembranaire

L'espace intermembranaire est le compartiment situé entre les deux membranes mitochondriales. Du fait de la
semi-perméabilité de la membrane externe, la composition de l'espace intermembranaire est proche du
cytoplasme. De ce fait, il est composé de molécules de faible poids moléculaire (inférieur a 10 kDa) pouvant
traverser la membrane externe. La chaine respiratoire située sur la membrane interne, quant a elle, induit
I'accumulation de protons dans cet espace. Enfin, il contient de nombreuses protéines pouvant avoir un réle dans

I'apoptose, le métabolisme et la dynamique mitochondriale.
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2.2.4. Les crétes

Les crétes sont formées par les invaginations de la membrane interne dans la matrice. Elles sont maintenues a
leur base par des protéines formant les jonctions de crétes qui préviennent la diffusion du contenu de ces
derniéres en laissant un espace de 20 a 50 nm de diamétre. Ces jonctions sont formées de complexes protéiques
nommeés MICOS (« Mitochondrial contact site and organizing system complex ») (Kozjak-Pavlovic 2017). On y
retrouve aussi la protéine OPA1 (Optic Atrophy 1) qui joue un role dans la fusion mitochondriale. Les crétes
renferment le cytochrome ¢, premier maillon de la cascade apoptotique. Elles ont donc une importance majeure

dans le phénoméne de mort cellulaire par apoptose en cas de désorganisation de celles-ci.

2.2.,5. La matrice

La matrice est le compartiment interne de la mitochondrie. Elle est trés concentrée en enzymes impliquées dans
le métabolisme énergétique : cycle de Krebs, B-oxydation des acides gras, oxydation du pyruvate. Des réserves
sous forme de granules denses contenant des ions calcium et magnésium sont observées dans la matrice. De par
son origine endosymbiotique, elle contient également plusieurs copies d’ADN mitochondrial (ADNmt) et les
composants nécessaires a son métabolisme ainsi que ceux indispensables a sa réplication, transcription,

traduction et réparation (ARN ribosomiques, ribosomes, ARN de transfert, ATP, ADP...).

a) Génome mitochondrial

Le génome mitochondrial a gardé la forme circulaire du génome bactérien. Aujourd’hui, il code pour 1% de I'ADN
cellulaire total. II code pour 22 ARN de transfert, 2 ARN ribosomiques et 13 protéines de la chaine respiratoire.
Le nombre de copies d’ADNmt varie entre 2 et 10 au sein des mitochondries. C'est pourquoi, des mutations de
I'ADNmt peuvent étre responsables de pathologies. En effet, une mutation de ’ADNmt peut étre présente sur
toutes les copies (homoplasmie) ou sur une partie des copies (hétéroplasmie). Le taux d’hétéroplasmie peut étre
représentatif de la gravité d’'une pathologie (Taylor et Turnbull 2005). Parmi ces maladies liées aux mutations de
I'ADNmt, nous pouvons mettre en avant le syndrome MELAS ou la maladie de Leber ayant principalement des
atteintes neurologiques, optiques et vasculaires (Lestienne et Bataillé 1994).

L'’ADNmt est localisé sous la membrane interne, dans la matrice, et fait partie d’une structure nucléoprotéique
associée a la membrane interne, appelée nucléoide (Spelbrink 2010; Prachaf 2016). Ces derniers comprennent
des protéines impliquées dans la réplication, la transcription et la réparation de ’ADNmt et sont le point central

de la biogénése mitochondriale.

b) Biogénése mitochondriale

La biogénése mitochondriale se définit par la croissance et la division des mitochondries préexistantes au sein
d’une cellule. Elle repose sur I'action coordonnée de I'ADNmt et de plusieurs protéines codées par le génome
nucléaire qui régulent l'expression de génes mitochondriaux, eux-mémes encodés par I'ADN nucléaire. De

nombreuses protéines sont impliquées dans ce mécanisme dont (Figure 11) :
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- TFAM (« mitochondrial transcription facteur A ») est le facteur de transcription le plus abondant des
nucléoides et joue un role dans leur organisation. En plus de son rdle essentiel dans la transcription de
I'ADNmt, il joue un rdle dans le maintien et la stabilisation de ’ADNmt et contribue directement a la
réplication de ce dernier et régule donc le nombre de copies d’ADNmt (Larsson et al. 1998).

- NRF1 et NRF2 (« nuclear respiratory factor 1 and 2 ») sont deux facteurs de transcription jouant un réle
important dans la transcription de plusieurs génes impliqués dans la réplication et la transcription de
I'ADNmt tels que Tfam , Polrmt, Tfb1m et Tfb2m (Scarpulla 2006) ainsi que des génes codant pour des
sous-unités de la chaine respiratoire.

- PGCla (« proliferator-activated receptor y (PPARy) coactivator 1a ») joue un role central dans la
biogénése mitochondriale. Son expression et son activation sont régulées par des stimuli
environnementaux et représentent une activation de la biogénése. PGCla interagit notamment avec
NRF1 et NRF2 (Scarpulla 2006) permettant alors I'expression de géne codants pour des protéines de la
chaine respiratoire ainsi que pour les facteurs indispensables a la réplication et a la transcription
mitochondriale.

Les variations d’expression de ces protéines ainsi que le nombre de copies d’ADNmt sont le reflet d'une

modification de la biogénése mitochondriale.

Mitochondrie

Figure 11 : Représentation schématique de la biogénése mitochondriale.
Adaptée de (Vina et al. 2009)
PGC1a, proliferator-activated receptor y (PPARy) coactivator 1a ; NRF-1, nuclear respiratory factor 1 ; TFAM, mitochondrial transcription
factor A ; CREB, cAMP response element-binding ; FKHR, forkhead transcription factor 1 ; TF1 - TF2, transcription factors ; Cyt c,

cytochrome c ; SIRTY, sirtuin 1.
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2.3. Transport et distribution des mitochondries

Du fait des premiéres observations microscopiques, les mitochondries ont longtemps été décrites comme étant
de petites entités indépendantes et immobiles. Il est depuis accepté qu’elles constituent un réseau hautement
dynamique qui se déplace dans toute la cellule vers les zones a haute demande énergétique. Dans un premier
temps, il a été décrit que les mitochondries étaient capables de se déplacer dans le cytoplasme cellulaire le long
des microtubules grace aux protéines motrices du cytosquelette (Figure 12).

Les kinésines assurent le transport antérograde (du centre de la cellule vers I'extrémité) des mitochondries via
les microtubules. Les dynéines et les dynactines assurent, quant a elles, le transport rétrograde (de l'extrémité
vers le centre). L'interaction entre les protéines motrices et la mitochondrie sont permises par le lien entre la
protéine MIRO présente sur la membrane externe des mitochondries et la protéine cytosolique MILTON qui sert
d'adaptateur entre MIRO et la kinésine ou le complexe dynéine/dynactine (Schwarz 2013; Sheng 2014).

De plus, les mitochondries peuvent se déplacer le long de |'appareil contractile de chaque cellule grace a la
myosine 19 (MY019) qui permet le déplacement des mitochondries le long des filaments d'actine (Quintero et al.
2009). Ici aussi, la protéine mitochondriale MIRO permet le recrutement et la stabilisation de la mitochondrie sur
MYO19 (Quintero et al. 2009 ; Lopez-Doménech et al. 2018).

Transport Transport
rétrograde MIRO antérograde

— MILTON |:>

Dyneine Kinésine
) 090 8¢ POO OO % % DO ¢ %

Microtubules

Figure 12 : Représentation schématique du transport mitochondrial le long des microtubules.
Adapté de (Schwarz 2013)

Cependant, nous savons désormais que la morphologie et la distribution des mitochondries sont aussi régulées

par un mécanisme appelé la dynamique mitochondriale.
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2.4. Ladynamique mitochondriale

2.4.1. Généralités

La dynamique mitochondriale regroupe l'ensemble des phénoménes qui participent aux mouvements, a la
structure et a la morphologie des mitochondries. La forme du réseau mitochondrial varie continuellement pour
adapter sa structure en réponse aux besoins énergétiques et aux conditions physiopathologiques de chaque
cellule. La morphologie du réseau mitochondrial dépend d’un équilibre constant entre des phénomenes de fusion
et de fission mitochondriales. La fission est largement mise en avant lors de dysfonctions cellulaires, pathologies
ou stress environnementaux. Elle est cependant indispensable lors de la division cellulaire pour la bonne
répartition des mitochondries au sein des cellules filles. Elle a également un réle majeur dans le relargage du
cytochrome c lors de I'apoptose et dans I'élimination des mitochondries de mauvaise qualité par mitophagie. La
fusion, quant a elle, est principalement vue comme un mécanisme bénéfique, permettant d’homogénéiser le
contenu des mitochondries, pour ainsi corriger les éventuelles dysfonctions de I'ADNmt, mais également
d’augmenter le potentiel de membrane et donc la respiration mitochondriale.

Les phénomenes de fission et de fusion sont régulés par des protéines de la famille des GTPases qui hydrolysent

le GTP en GDP+Pi pour leur fonctionnement.

GTPase Middle Variable GED
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Min1 GTPase Middle tms cC
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Short repeat CC tms
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Mid4g tms Mab-21 like
Mid51/Mief [ [ 1

Figure 13 : Représentation schématique des protéines de la fusion et de la fission mitochondriales.
(van der Bliek, Shen, et Kawajiri 2013)
Drp1, dynamine related protein 1 ; Mfnl - 2, mitofusine 1 - 2 ; Opal, optic atrophy 1 ; Mff, mitochondrial fission factor ; Fis1,
mitochondrial fission 1 protein ; Mid49/51, mitochondrial dynamics proteins of 49kDa and 51 kDa.

2.4.2. Fission mitochondriale

La fission mitochondriale correspond au processus de division des mitochondries qui induit la formation de petites
mitochondries isolées dans les cellules. L'acteur majeur de la fission mitochondriale est la GTPase « dynamin-
related protein 1 » (DRP1) principalement aidée par la protéine adaptatrice FIS1. Les autres protéines impliquées
dans le phénomeéne de fission sont principalement MFF, MID49 et MID51 (Figure 13).
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a) DRP1

La protéine DRP1 est codée par le géne Dnml1 (« dynamin like 1 ») localisé sur le chromosome 12q11.21, dans
le noyau. Il s’agit d'une dynamine ubiquitaire cytosolique de 736 acides aminés appartenant a la superfamille des
GTPases. Elle possede un domaine GTPase N-terminal, un domaine Dynamin-like intermédiaire, un domaine
variable et un domaine GTPase effecteur (GED) C-terminal, qui régule I'nydrolyse du GTP, mais elle ne posséde
pas de séquence d’adressage a la mitochondrie. Elle peut donc étre localisée a la membrane des mitochondries
(au niveau des futurs sites de fission) grace notamment a son interaction avec des protéines adaptatrices.

DRP1 est une protéine cytosolique existant sous forme de dimére ou de tétramére. Au cours de la fission
mitochondriale, ces derniers s'assemblent autour de la mitochondrie pour induire sa fission grace a I'hydrolyse
du GTP. L'activité de DRP1 est régulée par des modifications post-traductionnelles permettant |'activation de son

activité GTPase mais aussi son interaction avec les protéines adaptatrices.

Il existe différentes modifications post-traductionnelles de DRP1, les phosphorylations étant les plus connues
(Figure 14). Plusieurs sites de phosphorylation de DRP1 ont été décrits : ils sont situés dans le domaine variable
de DRP1. Deux sites ont été particulierement étudiés. Le premier site correspond a la phosphorylation sur la
sérine 616 par la cycline B/Cdk1, principalement pendant le cycle cellulaire, induisant l'activation de DRP1
(Taguchi et al. 2007). La deuxiéme phosphorylation importante de DRP1 se situe sur la sérine 637 par la PKA. II
s'agit d'une phosphorylation inhibitrice, bloquant I'activité GTPase de DRP1 (Chang et Blackstone 2007).

D’autres modifications post-traductionnelles de DRP1 ont été décrites comme jouant un role dans sa régulation,
notamment dans des pathologies cardiaques. Une acétylation de la lysine 642 associée a une augmentation de la
phosphorylation s616 et une diminution de la phosphorylation s637 ont été mises en évidence dans des
dysfonctions cardiaques (Hu et al. 2020). DRP1 est aussi sujet a la sumoylation, décrite comme ayant un role
dans la cardioprotection contre des lésions d'ischémie reperfusion (Bian et al. 2019). L'activité de DRP1 peut aussi

étre négativement régulée par polysulfidation de la cystéine 624 (A. Nishimura et al. 2019).
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Figure 14 : Représentation schématique des modifications post-traductionnelles de DRP1.
Adapté de (Adaniya et al. 2019)
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La protéine DRP1 est connue comme étant la clef de la fission mitochondriale, mais son action sur la mitochondrie
ne peut avoir lieu sans la présence de récepteurs mitochondriaux. En effet, DRP1 ne peut étre recrutée a la
mitochondrie sans l'aide de protéines adaptatrices telles que FIS1, MFF (« Mitochondrial Fission Receptor »),
MID49, MID 51 (« Mitochondrial Dynamic Protein de 49 et 51 kDa ») sur la membrane externe des mitochondries

et sans une oligomérisation (Loson et al. 2013 ; Palmer et al. 2013).

b) FIS1

FIS1 est une protéine ubiquitaire de 152 acides aminés, codée par le géne nucléaire Fis localisé en 7q22.1. Cette
protéine se trouve ancrée a la membrane externe des mitochondries via son domaine transmembranaire en C-
terminal. Son domaine N-terminal est constitué de six hélices a antiparalléles incluant deux domaines
tétratricopeptides (TPR) et se trouve exposé vers le cytoplasme. Il constitue le principal point d’ancrage de DRP1
a la membrane externe des mitochondries. Il a été prouvé qu‘une surexpression de FIS1 induisait une
fragmentation mitochondriale dépendante de DRP1. En effet, une absence de DRP1 inhibe la fragmentation
médiée par la surexpression de FIS1 (James et al. 2003; Yoon et al. 2003).

De récents articles ont mis en évidence qu’une inhibition de l'interaction entre FIS1 et DRP1 pouvait réduire la
fragmentation mitochondriale et restaurer la fonction cardiaque dans des conditions de cardiomyopathie septique

(Haileselassie et al. 2019) et dans un modéle cardiaque de la maladie de Huntington (Joshi et al. 2019).

c) Protéines « accessoires »

Méme si FIS1 semble étre la protéine adaptatrice principale de DRP1, plusieurs autres protéines ont été identifiées
comme participant au recrutement de DRP1 dont les trois principales sont MFF (« Mitonchondrial Fission Factor »),
MiD49 et MiD51 (« Mitochondrial Dynamics proteins »).

En 2010, Otera et ses collaborateurs ont prouvé qu’une absence de FIS1 n‘altére pas totalement la fission
mitochondriale, prouvant alors qu'elle n'est pas la seule protéine adaptatrice de DRP1. Des auteurs se sont alors
penchés sur de nouveaux acteurs pouvant jouer un réle dans le recrutement de DRP1 a la mitochondrie. Trois
acteurs majeurs ont été mis en avant : le facteur de fission mitochondriale (MFF) et les protéines MiD49 et MiD51.
MFF se trouve ancrée dans la membrane externe des mitochondries par son extrémité C-terminale. Sa partie N-
terminale, orientée vers le cytosol, posseéde un site de liaison pour DRP1. Il a été prouvé que MFF interagissait
avec DRP1 a la mitochondrie et ce, indépendamment de FIS1. La surexpression de MFF provoque la translocation
de DRP1 a la mitochondrie et la fragmentation du réseau mitochondrial. A I'inverse, |'absence de MFF entraine
I'allongement du réseau mitochondrial par la réduction du recrutement de DRP1 a la mitochondrie (Otera et al.
2010).

MiD49 et MiD51 sont des protéines homologues ancrées, elles-aussi, dans la membrane externe des
mitochondries. De méme que pour MFF, I'absence de ces protéines induit une élongation de réseau mitochondrial
via le recrutement de DRP1 a la mitochondrie (Otera et al. 2016; Osellame et al. 2016). Il a aussi été démontré
que MiD49 et MiD51 pouvaient agir indépendamment de MFF et de FIS1 sur le recrutement de DRP1 et son action

dans la fission (Palmer et al. 2013).
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d) Déroulement de la fission mitochondriale

La fission mitochondriale est un mécanisme comprenant plusieurs étapes successives dont I'action principale est
le recrutement de DRP1 a la membrane externe des mitochondries permettant leur scission en deux.

L'une des premiéres étapes de la fission mitochondriale comprend la réplication de I'ADNmt. Ceci marque une
premiére phase de pré-constriction de la mitochondrie permise par le réticulum endoplasmique (RE) qui forme
des tubules en s’enroulant autour du site de fission mitochondriale. La suite du processus repose sur le
recrutement de DRP1 a la membrane externe des mitochondries. Les diméres ou tétrameéres de DRP1 cytosolique
sont capables de former un anneau (Ingerman et al. 2005; Fréhlich et al. 2013) autour des mitochondries au
point de contact entre la mitochondrie et le RE, grace a leur ancrage aux protéines adaptatrices : FIS1, MFF,
MiD49 et MiD51. C'est ensuite I'hydrolyse du GTP qui induit la constriction de la mitochondrie (Mears et al. 2011)

et ainsi la scission en deux mitochondries filles (Figure 15).

1) Réplication de I'Angt et pré-constriction régulé par le RE

2) Recrutement de la machinerie de fission

() DRP1
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Figure 15 : Représentation schématique du fonctionnement de la fission mitochondriale.
Adapté de (Tilokani et al. 2018)

e) La mitophagie

L'une des fonctions majeures de la fission mitochondriale reste aujourd’hui, I’élimination des mitochondries de

mauvaise qualité. Les mitochondries peuvent procéder a une fission asymétrique ou la partie « saine » de la
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mitochondrie garde un potentiel de membrane élevé quand la partie défectueuse, présente un potentiel de
membrane trés faible, I'empéchant de fusionner avec une autre mitochondrie. Une fois la mitochondrie
défectueuse isolée, elle peut étre éliminée par mitophagie. Cette fonction a une importance majeure dans
I'élimination de 'ADNmt de mauvaise qualité, notamment lorsque les mécanismes de réparation de I'ADNmt ne
peuvent compenser les altérations de '’ADNmt.

L'autophagie est un mécanisme de recyclage des composants cellulaires indésirables ou de mauvaise qualité. La
mitophagie est une forme spécifique d'autophagie dirigée contre les mitochondries endommagées. Plusieurs voies
de signalisation ont été décrites mais la plus connue repose sur deux protéines : PINK1 (« PTEN-induiced putative
kinase 1 ») et PRKN (« parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase ») ou PARKIN (R.-Q. Yao et al. 2020) (Figure 16).
PINK1 est une sérine/thréonine kinase considérée comme controle qualité des mitochondries. En effet, en
condition physiologique, PINK1 est adressée a la mitochondrie via sa séquence d'adressage MTS. Elle peut ensuite
étre transloquée dans la mitochondrie grace aux complexes d'importation des membranes externe et interne
(TOM/TIM). PINK1 peut alors étre rapidement clivée et dégradée par les peptidases membranaires et la protéase
PARL (« presenilin-associated rhomboid-like protease »). Ceci est possible lorsque le potentiel de membrane
mitochondrial est maintenu. En revanche, lorsque celui-ci est diminué, PINK1 ne peut plus étre importée
correctement a la membrane interne des mitochondries. Elle se trouve alors ancrée a la membrane externe et
induit la phosphorylation et |'activation de PARKIN, une E3 ubiquitine ligase. Une fois activée, celle-ci peut alors
ubiquitinyler de nombreuses protéines membranaires comme VDAC ou encore les mitofusines 1 et 2. La
mitofusine 2, lorsqu’elle est phosphorylée, sert de récepteur pour le recrutement de PARKIN augmentant alors le

recrutement de celle-ci.

Phosphorylation
Cible d’ubiquitination
@ Ubiquitine
O 3
Lysosome
v
Phagophore Autophagosome Autolysosome Dégradation mitochondriale

Figure 16 : Représentation schématique de la mitophagie.
Adapté de (Morciano et al. 2020)
PINK1, PTEN-induiced putative kinase 1 ; PARKIN, parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase ; P62, sequestrosome 1 ; NDP52, nuclear domain
protein 52 ; OPTN, optineurin.

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 1 27



De nombreuses protéines récepteurs cargos comme le SQSTM1 ou p62 (« sequestrosome 1 »), OPTN
(« optineurin »), CALCOCO2 ou NDP52 (« nuclear domain protein 52 »), sont capables de reconnaitre les
protéines phosphorylées et ubiquitinylées a la surface des mitochondries. Ceci permet alors I'adressage des
mitochondries vers l'autophagosome pour induire leur dégradation grace a l'interaction des protéines cargos avec
la protéine LC3 présente dans la membrane du phagophore (Morciano et al. 2020; R.-Q. Yao et al. 2020). Ces
récepteurs cargos peuvent aussi étre la cible de la protéine TBK1 (« TANK-binding kinase 1 »). Cette derniere est
phosphorylée et activée par PINK1 et induit a son tour la phosphorylation des protéines cargos, augmentant alors
leur affinité a l'ubiquitine et donc I'augmentation de la mitophagie.

Il a été démontré qu’une mitophagie efficace était indispensable au maintien de 'homéostasie des cardiomyocytes
et qu’une dérégulation de celle-ci pouvait contribuer a des cardiomyopathies séveres (Tong et al. 2019). Dans le
systéme vasculaire, une diminution et une dérégulation de la mitophagie ont été mises en évidence dans les
plaques d'athérome de patients et de modéles murins d'athérosclérose (Razani et al. 2012; Swaminathan et al.
2014). La mitophagie est donc un point central de protection contre les pathologies cardiovasculaires, qui se

trouve dérégulée dans des stades avancés et chroniques de ces derniéres (Morciano et al. 2020).

2.4.3. Fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale est le processus permettant de regrouper les mitochondries, formant ainsi un réseau
mitochondrial long et tubulaire. Ce phénoméne comprend la fusion des membranes externes, dirigée par les
mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) et la fusion des membranes internes, régulée par la protéine OPA1. Ces trois
GTPases se doivent d’étre parfaitement coordonnées et synchronisées afin de respecter la compartimentation

mitochondriale, mais les mécanismes responsables de cette synchronisation ne sont pas encore identifiés.

a) Mitofusines 1 et 2

Les mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) sont des protéines ubiquitaires codées par les genes Mfn1 et Mfn2,
respectivement localisés en 3q25q26 et 1p36.22. Ces deux protéines d'environ 750 acides aminés font toutes
deux parties de la famille des dynamines GTPases et partagent environ 60% d‘identité de séquence.

Les deux mitofusines présentent leurs domaines N-terminal et C-terminal orientés vers le cytosol. Elles sont
constituées d'un domaine de fixation au GTP correspondant a leur domaine d‘activité GTPase. Elles possédent
aussi deux domaines transmembranaires permettant leur ancrage a la membrane externe des mitochondries. Ces
domaines sont encadrés par deux motifs répétés hydrophobes HR1 et HR2 (Heptad Repeat). Ces derniers forment
des structures « coiled-coil » orientées vers le cytosol. Les mitofusines peuvent interagir en trans pour former
des homo ou hétéro-oligoméres (MFN1-MFN1, MFN2-MFN2 ou MFN1-MFN2) via leur domaine HR2, permettant
ainsi le rapprochement des mitochondries, indispensable a la fusion des membranes externes. La fusion elle-
méme, est alors réalisée grace au domaine GTPase fournissant I'’énergie au changement de conformation des
mitofusines, permettant ainsi le rapprochement des membranes externes de deux mitochondries, entrainant leur
fusion.

La fusion des membranes externes de deux mitochondries adjacentes requiert la présence de mitofusines sur

chacune d'entre elle. En effet, 'absence des deux mitofusines empéche la fusion mitochondriale (Koshiba et al.
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2004). De plus, I'absence de I'une ou l'autre des mitofusines réduit significativement la fusion mitochondriale
mais peut étre restaurée par la surexpression de la deuxieme (H. Chen et al. 2003). De méme, la fusion peut
étre restaurée par la surexpression d'une seule mitofusine, dans le cas de I'absence de MFN1 et MFN2, Une étude
a prouvé que seule MFN1 était nécessaire pour la fusion mitochondriale médiée par OPA1 (Cipolat et al. 2004)

mais elles restent, pour autant, assez contradictoires sur l'importance des deux mitofusines.

b) OPA1

La protéine OPA1 (« Optic Atrophy Protein 1 ») a un réle central dans la structure et I'organisation de la membrane
interne des mitochondries. Elle joue un role important dans le métabolisme énergétique, le maintien de
I'organisation des crétes mitochondriales et I'apoptose (Frezza et al. 2006; Patten et al. 2014; Varanita et al.
2015). Une inactivation d’OPA1 induit une fragmentation du réseau mitochondrial, une diminution du potentiel
de membrane, une désorganisation de la structure des crétes, un relargage du cytochrome c et une activation de
I'apoptose (Olichon et al. 2003). Tous ces mécanismes sont liés au réle central d’'OPA1 dans la fusion des
membranes internes des mitochondries.

OPA1 est une dynamine GTPase ubiquitaire retrouvée en majeure partie dans le cerveau, les testicules, les
muscles squelettiques et |a rétine. Elle est codée par le géne nucléaire Opal situé sur le chromosome 3 (3q28-
g29). Ce gene est composé de 30 exons dont 3 a épissage alternatifs (4, 4b et 5b) a l'origine de 8 isoformes (5
chez la souris) d’ARNm d’OPA1 (Delettre et al. 2001). Tous les isoformes présentent la méme structure.

Les ARNm sont traduits sous forme de précurseurs protéiques qui présentent une séquence d'adressage a la
mitochondrie (MIS : « Mitochondria Importe Sequence ») en N-terminal, un domaine transmembranaire, une
séquence a structure « coiled-coil », un domaine GTPase, un motif central trés conservé de type dynamine, un
domaine d’homologie aux pleckstrines et d'un domaine GTPase effecteur (GED) en C-terminal régulant I'hydrolyse
du GTP.

Les transcrits sont dirigés a la mitochondrie grace leur séquence d'adressage a la mitochondrie. Celle-ci est alors
clivée par une peptidase mitochondriale MPP (« Mitochondrial Processing Peptidase ») donnant place a la forme
longue d'OPA1 (L-OPA1). Cette derniére peut étre clivée sur deux sites précis S1 et S2 pour générer les formes
courtes d'OPA1 (S-OPA1) (Ishihara et al. 2006) (Figure 17). Les deux sites de clivage permettent I'action de
deux protéases : YME1L (« ATP-dependent protease yeast mitochondrial DNA escape 1-like ») qui coupe le
domaine S2 et OMAL (« zinc metalloprotease overlapping with m-AAA protease ») pour cliver le domaine S1
(Kaser et al. 2003; Anand et al. 2014).

La place de chaque isoforme long et court dans la fusion mitochondriale est encore trés controversée. Il a d'abord
été démontré que les deux isoformes étaient nécessaires pour la fusion des membranes internes (Ishihara et al.
2006). Il semblerait pourtant qu’une inhibition de YME1L et OMA1 permette tout de méme de préserver la fusion
et la forme des crétes, démontrant le rdle de la forme longue dans la fusion. En revanche, une perte de la forme
longue et I'accumulation de la forme courte provoquerait une désorganisation des crétes et une apoptose (Z.
Wang et al. 2019). Ces informations peuvent lier L-OPA1 a la fusion mitochondriale et S-OPA1 a la fission (Anand
et al. 2014; Wai et al. 2015).
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Figure 17 : Représentation schématique des formes courtes (S-OPA1) et longues (L-OPA1) d'OPA1 et de leurs
fonctions.
Adapté de (MacVicar et Langer 2016)

La protéine OPA1 a été décrite pour la premiére fois dans des pathologies optiques. En effet, les mutations d’OPA1
sont connues pour étre responsables d'une atrophie optique dominante (AOD) (Alexander et al. 2000; Delettre
et al. 2000), caractérisée par une destruction du nerf optique et des cellules ganglionnaires de la rétine entrainant
une perte progressive de la vision. On retrouve aujourd’hui de plus en plus d'articles dans la littérature démontrant
I'implication d’OPA1 dans des pathologies neurodégénératives et cardiaques. En effet, il a été démontré que
certaines pathologies cardiaques telles que l'ischémie myocardique présentent un réseau mitochondrial
hyperfragmenté, traduisant un défaut d’OPA1 (Piquereau et al. 2012). De méme, les lésions d'ischémie-
reperfusion des souris hétérozygotes pour OPA1 sont augmentées par rapport aux souris contréles (Le Page et
al. 2016).

c) Déroulement de la fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale comprend la fusion des membranes externes des mitochondries par les mitofusines puis
celle des membranes internes grace a OPA1 (Tilokani et al. 2018) (Figure 18).

Dans un premier temps, la fusion mitochondriale débute par l'interaction entre les protéines MFN1 et MFN2 via
leur domaine GTPase ou HR2. L'hydrolyse du GTP induit ensuite le changement de conformation des diméres et
le rapprochement des mitochondries, menant a I'ancrage des deux membranes externes et a I'augmentation des
sites de contact entre les deux membranes induisant leur fusion.

Dans un deuxiéme temps, la protéine OPA1 et les cardiolipines permettent la fusion des membranes internes des

deux mitochondries. C'est, la encore, I'hydrolyse du GTP qui permet la fusion de ces membranes. L'activité GTPase
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d'OPA1 serait en partie régulée par son association avec les cardiolipines présentes dans la membrane interne
des mitochondries.

La localisation d'OPA1 lui permet d‘interagir avec les mitofusines pour coordonner la fusion des membranes
interne et externe (Cipolat et al. 2004). Tous les mécanismes impliqués dans l'interaction entre les mitofusines
et OPA1 restent encore mal connus. De plus, de nombreux désaccords demeurent quant a I'importance des formes
courtes et longues d'OPA1 dans la fusion mitochondriale. Il semblerait cependant que la forme longue soit

privilégiée dans la fusion des membranes internes des mitochondries (Anand et al. 2014; Wai et al. 2015).

1) Rapprochement des OMM

HR1

l Mitochondrie

2) Changement de conformation des mitofusines

3) Fusion des OMM 4) Rapprochement des IMM

5) Fusion des IMM l

Figure 18 : Représentation schématique du fonctionnement de la fusion mitochondriale.
Adapté de (Tilokani et al. 2018)

OMM, membrane mitochondriale externe ; IMM, membrane mitochondriale interne.
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De nos jours, les maladies cardiovasculaires représentent un probléme majeur de santé publique. Il s'agit de la
premiére cause de mortalité dans le monde avec plus de 17 millions de décés par an, soit 30% de la mortalité
mondiale totale (Organisation Mondiale de la Santé, OMS).

Selon I'OMS, les maladies cardiovasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le cceur et les
vaisseaux (cardiopathies coronariennes, maladies cérébro-vasculaires, artériopathies périphériques,
cardiopathies rhumatismales, malformations cardiaques, thromboses veineuses profondes et embolies
pulmonaires). Les facteurs de risque de ces pathologies cardiovasculaires sont principalement classés en deux
catégories : les facteurs de risque non modifiables comprenant I'age, le sexe masculin et I'hérédité, et les facteurs
modifiables dont les plus importants sont le tabagisme, la dyslipidémie, le diabéte et I'nypertension artérielle
(Figure 19).
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Figure 19 : Représentation schématique des facteurs de risque cardiovasculaires.
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Etude 1 : Place d'OPA1 dans I’hypertension artérielle

1. Introduction

1.1. L'hypertension artérielle

L'hypertension artérielle (HTA) est I'un des facteurs de risques majeurs des maladies cardiovasculaires. Selon
I'OMS, « plus d'un adulte sur trois souffre d'hypertension artérielle, un état pathologique a l'origine de la moitié
environ des décés dus aux accidents vasculaires cérébraux et aux cardiopathies » et responsable de pres de 10
millions de morts chaque année.
L'HTA se définie par une augmentation chronique de la pression artérielle systémique se traduisant par une
pression artérielle systolique (PAS) supérieure a 140 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique (PAD)
supérieure a 90 mmHg. Elle peut étre classifiée en deux grades : I'HTA primaire, dite essentielle, et I'HTA
secondaire. Plus de 90% des patients souffrent d’hypertension primaire de cause inconnue. Elle peut étre le fruit
d’'une combinaison de nombreux facteurs génétiques, environnementaux et comportementaux. Létiologie de
I'hypertension secondaire, quant a elle, est généralement connue. Elle peut étre due a des néphropathies ou étre
d’origine endocrinienne (Chiong et al. 2008).
L'HTA représente |'une des causes majeures de décés dans les pays industrialisés et la prévalence augmente avec
le vieillissement de la population. Ainsi, le traitement de I'HTA représente un objectif majeur pour la réduction de
la mortalité cardiovasculaire. En effet, le traitement de I'HTA avec des B-bloquants, des diurétiques ou des
inhibiteurs de la voie de l'angiotensine II, diminue respectivement de 40% et de 15% le risque d’accidents
vasculaires cérébraux (AVC) et d'infarctus. En revanche, selon I'INSERM, de nos jours, 10 a 30% des patients
hypertendus sont résistants aux traitements connus. Il devient donc indispensable de mieux comprendre tous les
mécanismes impliqués dans I'HTA afin de mettre en place de nouveaux traitements plus efficaces.
L'HTA est décrite comme étant une pathologie multifactorielle dont les causes et les mécanismes impliqués dans
sa survenue et son maintien sont multiples :

- Altération structurelle et fonctionnelle des artéres : remodelage vasculaire

- Dysfonction endothéliale

- Dysfonction du systéme rénine-angiotensine-aldostérone : action de I’Angiotensine II

- Inflammation

- Stress oxydatif

1.1.1. Le remodelage artériel

La premiére manifestation de I'augmentation de pression artérielle se traduit par un remodelage vasculaire. Il
s'agit d’un processus actif regroupant les modifications de la morphologie et de la composition artérielle. Dans
des conditions physiologiques, le remodelage artériel s'opére dans le but de normaliser les contraintes pariétales
imposées par des changements hémodynamiques. Une augmentation chronique de flux peut intervenir lors d’une
grossesse ou chez les sportifs ayant une activité physique soutenue, mais elle peut étre inversée aprés

I'accouchement ou lors de I'arrét de I'activité sportive. Une augmentation chronique de la pression artérielle,
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quant a elle, est plutot retrouvée dans un cadre pathologique. Le remodelage artériel devient alors permanent et
joue un role majeur dans l'entretien de la pathologie.

Le remodelage artériel peut étre caractérisé par deux modifications phénotypiques : le changement du diamétre
artériel interne ou externe, appelé remodelage expansif ou constrictif, et le changement de I'épaisseur de la paroi
artérielle, dit hypotrophique, eutrophique ou hypertrophique. Ce remodelage implique notamment la croissance,
la mort et la migration cellulaire ainsi que des modifications de composition de la MEC. Dans le cas de I'HTA, les

artéres de compliances et de résistances subissent deux remodelages différents (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique des différents types de remodelage artériel.
Adapté de (M. J. Mulvany et al. 1996)

Les artéres de conductance subissent un remodelage hypertrophique se traduisant par une augmentation de
I'épaisseur de la paroi et du diamétre externe du vaisseau (Laurent et Boutouyrie 2015; I. A. M. Brown et al.
2018). Cette augmentation de I'épaisseur de la média est principalement due a I'hyperplasie et I'hnypertrophie des
CML. Cela passe dans un premier temps par I'augmentation de la prolifération des CML (Hadrava et al. 1991)
mais aussi par leur « rigidification ». En effet, il a été démontré que les CML présentaient un appareil contractile
plus important et plus actif, avec une augmentation de I'expression des protéines contractiles et de leur activation,
comme pour la MLCK, et donc de la phosphorylation des chaines légéres de myosine (Reusch et al. 1996). De
plus, nous pouvons observer une accumulation de collagéne, au détriment des lames élastiques, dans la paroi
artérielle (Leung, Glagov, et Mathews 1976) conduisant a une augmentation de la rigidité artérielle et une

diminution de la compliance des artéres de gros calibre. Ce remodelage est aussi retrouvé dans les artéres de
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patients dgés, présentant ou non une HTA. C'est pourquoi I'HTA est souvent décrite comme un vieillissement

prématuré des artéres.

Les artéres de résistance, quant a elles, subissent un remodelage eutrophique (Aalkjaer et al. 1987; Michael J.
Mulvany 2012). Il s'agit d’une réduction du diamétre de la lumiére, une augmentation du ratio entre I'épaisseur
de la média et de la lumiére du vaisseau (ratio média/lumiére), caractérisée par une masse pariétale constante
autour d'un diamétre plus petit. Il y a donc une réorganisation d’une méme quantité de matériel autour d’une
lumiére réduite. Ce remodelage eutrophique serait induit par une apoptose périphérique des CML associée a une
prolifération vers l'intérieur, pouvant tous deux expliquer la diminution des diamétres externe et interne des
artéres avec un maintien du volume de la média (Intengan et Schiffrin 2001). De plus, les CML elles-mémes se
trouvent modifiées. En effet, le remodelage des artéres de résistance est en partie causé par la polymérisation
de l'actine (Staiculescu et al. 2013), I'augmentation intraluminale de la pression induit la polymérisation de I'actine
dans les CML qui maintient une vasoconstriction continue du vaisseau, entrainant ainsi le remodelage des artéres
de résistance (Cipolla, Gokina, et Osol 2002; Staiculescu et al. 2013). Le remodelage implique aussi une
réorganisation de la MEC. En effet, il a été mis en évidence une augmentation de la production de collagéne par
les CML associée a une diminution de l'activité des MMP provoquant I'accumulation de collagéne dans la matrice

artérielle et par conséquent la rigidification des artéres de résistance (Intengan et Schiffrin 2001).
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Figure 21 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans le remodelage artériel de
I'hypertension artérielle.
Adapté de (Harvey et al. 2016)

1.1.2, La dysfonction endothéliale
La dysfonction endothéliale est aussi une caractéristique majeure de I'hypertension artérielle. Elle correspond a

une altération phénotypique de I'endothélium vasculaire, caractérisée par une altération de la réponse
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vasomotrice. Cette perturbation de I'noméostasie endothéliale se traduit par des troubles pro-thrombiques et pro-
inflammatoires associés a des troubles de la prolifération des cellules endothéliales, de la perméabilité vasculaire
et surtout de la capacité de relaxation endothélium-dépendante. Elle est retrouvée aussi bien au niveau des
artéres de compliance que de résistance et constitue un facteur de risque important dans la survenue de
pathologies cardiovasculaires telles que I'HTA et I'athérosclérose (E. L. Schiffrin 1996; Aldosari et al. 2018).
L'altération de la réponse vasomotrice de I'endothélium est caractérisée par un déséquilibre dans la production
d'agents vasocontractants et vasorelaxants qui se traduit par une augmentation de la production d’espéces
vasoconstrictrices et/ou une diminution de la production des facteurs vasodilatateurs. Le point central de cette
dysfonction endothéliale reste I'altération de la production de NO, acteur majeur de la relaxation artérielle. En
effet, on retrouve une diminution de la production et de la bioviabilité du NO dans I'HTA, principalement due a
une atteinte de la eNOS elle-méme. En effet, de nombreuses études ont mis en avant une altération de la
relaxation endothélium-dépendante grace a l'acétylcholine sans modification de la dilatation endothélium-
indépendante, a l'aide du nitroprussiate de sodium (SNP) chez des patients hypertendus (Panza et al. 1990;
Taddei et al. 1993). Les études sont divergentes quant a une sous- ou sur-expression de la eNOS dans I'HTA mais
s'accordent sur une altération de sa distribution subcellulaire et une altération de son activité (Sullivan, Pollock,
et Pollock 2002). Cette derniére est principalement modulée par une production accrue de ROS au sein des cellules
endothéliales qui provoquent la diminution de la biodisponibilité du NO. En effet, on retrouve dans les CE d'artéres
hypertendues, une suractivation de la NADPH oxydase ainsi qu’une dysfonction mitochondriale, toutes deux
induisant I'augmentation de la production d'O2" dans les CE. Celui-ci peut réagir avec le NO pour former du
péroxinitrite (ONOO") pouvant oxyder le BH4 (cofacteur de la eNOS pour la formation de NO). La diminution du
niveau de BH4 provoque également la production d’02" par la eNOS. C'est ce qu’on appelle le découplage de la
eNOS, acteur majeur de la dysfonction endothéliale (Mollnau et al. 2002; Landmesser et al. 2003).

Enfin, la dysfonction endothéliale peut se traduire par une thrombose, un phénotype inflammatoire des cellules
endothéliales et une augmentation de la perméabilité endothéliale (Martinez-Quinones et al. 2018). On remarque
en effet, une augmentation de I'adhésion plaquettaire et leucocytaire permise par la surexpression des molécules
d’adhésion endothéliales, ICAM-1, VCAM-1 et les sélectines, et des médiateurs pro-inflammatoires comme MCP-
1 (Marui et al. 1993; J. Liu et al. 2003; Aldosari et al. 2018). Toutes ces modifications favorisent alors I'adhésion
des plaquettes et des leucocytes a la surface des cellules endothéliales et augmentent donc les risques

thrombotiques et I'infiltration pariétale de cellules immunitaires.

1.1.3. Lerole de I'angiotensine II

De maniére générale, la contraction cellulaire se trouve augmentée dans I'HTA. Elle est due a une augmentation
de la concentration en facteurs vasocontractants comme I'endothéline-1 ou la vasopressine. Mais I'acteur majeur
de la contraction cellulaire dans I'HTA est l'angiotensine II. Par lintermédiaire d’AT1R, I'AngIl induit
I'augmentation de calcium dans les CML, provoquant la phosphorylation des chaines Iégéres de myosine et donc
I'augmentation de la contraction des artéres (R. M. Touyz et Schiffrin 2000). L'AnglII est aussi I'acteur principal
du remodelage vasculaire notamment au niveau des artéres de résistance par son role dans la croissance des

CML, la production de collagéne, la contraction artérielle, l'inflammation et la production de ROS.
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L’AnglI est a l'origine de I'hyperplasie et de I'nypertrophie (augmentation du nombre et de la taille) des CML via
I'expression de facteurs de croissance (Gibbons, Pratt, et Dzau 1992; R. M. Touyz et al. 1999). De plus, le nombre
d’AT1R se trouve significativement augmenté avec I'hypertension et joue un réle majeur dans la fibrose
vasculaire. Dans un premier temps, I’AnglII participe activement a I'accumulation de collagéne dans I'HTA (R. M.
Touyz et al. 2001; Eto et al. 2003). Ensuite, il empéche la dégradation de celui-ci en diminuant les MMP en charge
de la dégradation du collagene et en augmentant les TIMP (Laviades et al. 1998; Castoldi et al. 2003).

Le SRAA joue aussi un role dans la réponse inflammatoire dans I'HTA (Kranzhdfer et al. 1999; Rocha et al. 2002;
Tostes et al. 2002). L'AngIl a une forte action pro-inflammatoire, notamment par la production de ROS (Rhian
M. Touyz et al. 2002) ainsi que par la modulation de 'expression de molécules d’adhésion comme VCAM-1, ICAM-
1 et I'E-selectine et de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-6 (Kranzhéfer et al. 1999; Pueyo et al. 2000).
Enfin, I’AnglI posséde un rdle majeur dans la production de ROS au sein de I'endothélium. Cela se traduit par
I'augmentation de l'activité de la NADPH oxydase et |'altération de la fonction mitochondriale, ou dysfonction
mitochondriale (Dikalov et al. 2014), augmentant la production d’O>" et diminuant la biodisponibilité du NO. Il en

résulte alors une dysfonction endothéliale (Aldosari et al. 2018).

1.1.4. Inflammation

La composante inflammatoire a largement été mise en évidence dans I'HTA (Ernesto L. Schiffrin 2014), souvent
associée a l'infiltration rénale et vasculaire de macrophages, lymphocytes T et cytokines pro-inflammatoires
(Rodriguez-Iturbe et al. 2003; Bravo et al. 2007; Chandramohan et al. 2008).

Les macrophages sont les acteurs majeurs de I'immunité innée. De nombreuses études ont démontré que la
déficience en macrophages dans différents modéles murins d’HTA induit une réduction de la dysfonction
endothéliale, du remodelage vasculaire et du stress oxydant, suggérant I'importance du réle de I'immunité innée
dans I'HTA (De Ciuceis et al. 2005; Ko et al. 2007). De méme, l'infusion d’AngII dans un modéle murin présentant
une ablation de monocytes/macrophages ne provoque pas d’augmentation de la PA et réduit I'hypertrophie
vasculaire, la dysfonction endothéliale et la production de ROS, ceci étant corrigé par le transfert de monocytes
compétents (Wenzel et al. 2011).

L'immunité adaptative est également, largement impliquée dans la survenue de I'hypertension artérielle. Le
modele murin Ragl’/- présentant une déficience pour les lymphocytes T et B présente une hypertension
significativement inférieure a des souris controles dans différents modéles expérimentaux d’HTA (Guzik et al.
2007). Contrairement aux lymphocytes B, le transfert de lymphocytes T supprime la protection des souris Rag1-
/- dans le développement de I’'HTA, diminue la vasodilatation endothélium dépendante et augmente la production
de ROS chez des souris traitées avec de I’AnglII (Guzik et al. 2007), prouvant ainsi le role des lymphocytes T dans
le développement de I'HTA. En paralléle, lorsque des souris dites scid (« severe combined immune deficiency »),
c'est-a-dire possédant une anomalie génétique empéchant le développement de lymphocytes T et B, sont
soumises a un traitement hypertenseur a I'’Angll, elles présentent une hypertrophie et une fibrose cardiaque
réduite, une diminution des atteintes rénales (Crowley et al. 2010). Dautre part, les sous-populations de
lymphocytes T ont été étudiées dans I'HTA. Il semblerait qu'il y ait une dérégulation de la balance entre les
lymphocytes T helper de type 1 (Th1l), produisant principalement I'IFN-y et I'IL-2, et les lymphocytes Th2

produisant différents types d'interleukines comme I'IL-4, I'IL-5 et I'IL-13. En effet, une étude a mis en avant une

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'nypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 | 38



augmentation d'IFN-y et une diminution de I'IL-4 dans un modéle d'infusion chronique d’AnglI chez le rat (Shao
et al. 2003). D'autres études ont prouvé le role protecteur des lymphocytes T régulateurs (Treg), impliqués dans
I'inhibition de la prolifération des lymphocytes T helper, dans I’'HTA. Le transfert adoptif de Treg chez des souris
déficientes n‘a pas de réelle influence sur la réponse hypertensive a I’AngIl mais joue principalement un rdle sur
les dommages cardiaques causés par le traitement hypertenseur, a savoir une réduction de I'hypertrophie, de la
fibrose et de l'inflammation cardiaque (Kvakan et al. 2009).

Les cytokines contribuent aussi a la pathogénicité de I'HTA. Dans un premier temps, I'IL-17, qui est active dans
la production et le recrutement de cellules immunitaires (Kao et al. 2005; Hartupee et al. 2007), se trouve
augmentée dans I'HTA. Dans un modéle murin déficient en IL-17, l'infusion d’AngIl ne permet pas une
augmentation persistante de la PA, ceci étant associé a la réduction de l'infiltration des lymphocytes T, et diminue
la production de ROS (Madhur et al. 2010). Ces observations nous permettent alors d'affirmer que I'IL-17 est
indispensable pour le maintien de I'HTA induite par I'AngIl. De la méme facon, une augmentation plasmatique
d'IL-6 a été mise en évidence dans I'HTA (Sturgis et al. 2009). L'implication de I'IL-6 est assez controversée car
son implication dans le développement de I'HTA a été démontré dans des modéles d’HTA induits par I'Angll
(Schrader et al. 2007; Brands et al. 2010) mais pas dans le modéle DOCA-salt (Sturgis et al. 2009). A contrario,
le role protecteur de I'IL-10 a été mis en avant dans I'HTA. En effet, lors d’un traitement a I’AngII les souris IL-
107 présentent une dysfonction endothéliale accrue par une augmentation de ROS (Didion et al. 2009). Enfin,
on retrouve une sécrétion augmentée de TNF-a (facteur de nécrose tumorale) qui augmente le processus
inflammatoire mis en jeu dans I'HTA. En effet, le traitement avec un antagonisme du TNF-a prévient la dysfonction
vasculaire, l'augmentation de pression et l'inflammation chronique (Guzik et al. 2007; Venegas-Pont et al. 2010).
La diminution de TNF-a a aussi un fort effet protecteur contre les atteintes rénales, sans jouer sur la pression

artérielle (Muller et al. 2002; EImarakby et al. 2008).

L'inflammation est un point central du remodelage artériel, de la dysfonction endothéliale et surtout de la

production de stress oxidatif (Nava et al. 2003; Rodriguez-Iturbe et al. 2003).

1.1.5. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un mécanisme physiopathologique qui survient lors d’une élévation de la quantité de ROS
ou d’un épuisement des défenses anti-oxydatives. Plusieurs études ont mis en évidence le role majeur des ROS
dans le développement et la progression de I'HTA, avec principalement une augmentation de l'activité de la
NADPH oxydase (Taniyama et Griendling 2003; R. M. Touyz et Schiffrin 2004). Les ROS se trouvent impliquées
dans tous les mécanismes importants de I'HTA : I'augmentation de la PA, le remodelage, la dysfonction
endothéliale et I'inflammation.

Dans un premier temps, I'augmentation du stress oxydatif pourrait jouer un role dans l'augmentation de la PA
(Meng et al. 2003; N. Tian et al. 2005). Pour preuve, I'inhibition de la NADPH oxydase ou d'une de ces sous unités
réduit de maniére significative I'augmentation de PA induite par le traitement hypertenseur (Landmesser et al.
2002). De méme, un traitement antioxydant comme la vitamine C, le tempol ou la SOD réduit I'augmentation de

la pression artérielle (Laursen et al. 1997; Schnackenberg et Wilcox 1999; N. Tian et al. 2005).
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En parallele, les ROS jouent un réle majeur dans I'hypertrophie vasculaire retrouvée dans I'HTA (Ushio-Fukai et
al. 1996; Zafari et al. 1998), notamment par leur role majeur dans la prolifération des CML (Rao et Berk 1992).
Une fois encore, I'utilisation d’antioxydants a permis d'inhiber ce remodelage pariétal (Sundaresan et al. 1995;
Zafari et al. 1998; Patterson et al. 1999) par l'inhibition de la prolifération et de I'apoptose des CML (M. R. Brown
et al. 1999).

Comme il a été décrit précédemment, le stress oxydatif est la cause majeure de la dysfonction endothéliale. Les
ROS ont, en effet, un impact direct sur la biodisponibilité du NO en entrainant le découplage de la eNOS (Mollnau
et al. 2002; Landmesser et al. 2003), elle-méme responsable de I'augmentation du stress oxydant (Schulz, Gori,
et Minzel 2011). L'administration de SOD restore la relaxation endothélium-dépendante dans différents modéles
murins d'HTA (Laursen et al. 1997; Somers et al. 2000).

Si l'inflammation de la paroi artérielle provoque une augmentation du stress oxydatif, ce dernier favorise a son
tour l'inflammation en activant notamment le facteur de transcription NF-k B (Nucléaire-kappa B) et la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (Q. Li et Verma 2002). En paralléle, les ROS induisent I'augmentation de
I'expression des protéines d'adhésion comme ICAM-1 et VCAM-1, augmentant alors l'infiltration leucocytaire
(Marui et al. 1993; J. Liu et al. 2003).

1.2. Place de la mitochondrie dans I'hypertension artérielle

En condition physiologique, la mitochondrie est une source importante de ROS (Balaban, Nemoto, et Finkel 2005).
Une augmentation anormale de la quantité de ROS est un marqueur important de nombreuses pathologies
cardiovasculaires et de leur principal facteur de risque, I'HTA (Dikalova et al. 2010; Dikalov et al. 2014). Les
complexes I et III de la chaine de transport d'électrons sont les principales sources de ROS mitochondriaux
(Turrens 2003; M. P. Murphy 2009). Ces derniers sont impliqués dans un cercle d'auto-amplification du stress
oxydant cellulaire (Zorov, Juhaszova, et Sollott 2006). En effet, les ROS mitochondriaux sont capables de
provoquer des dommages de I’ADN mitochondrial. Celui-ci codant presque exclusivement pour des protéines de
la chaine respiratoire, toute altération de son intégrité provoque ainsi inévitablement une dysfonction de la
phosphorylation oxydative, une production défectueuse d’ATP et une augmentation de la production de ROS en
retour (Esposito et al. 1999).

Le role de la mitochondrie dans I'HTA a principalement été imputé a la production accrue de ROS (Dikalova et al.
2010; Rubattu et al. 2014). De nombreuses études ont mis en avant le role majeur des ROS mitochondriaux dans
I'augmentation de la rigidité artérielle, de la relaxation vasculaire, de I'inflammation chronique et de la sénescence
des cellules endothéliales (Q. Li et Verma 2002; Mollnau et al. 2002; Landmesser et al. 2003; R.-H. Zhou et al.
2012), mais aussi dans I'endommagement des organes cibles comme le cceur, I'inflammation microvasculaire
cérébrale ou encore I'inflammation intra-rénale (Rodrigues et Granger 2012; Rubattu et al. 2014).

Outre le role majeur de la mitochondrie dans la production d’ATP et de ROS, d’autres mécanismes pourraient étre
a l'origine de la pathogénicité de I'HTA. Nous savons que la dynamique mitochondriale est un mécanisme
indispensable au maintien de la qualité des mitochondries et qu’elle a donc un impact majeur sur la respiration
mitochondriale, la qualité de I’'ADNmt et le renouvellement mitochondrial. Cette dynamique pourrait donc jouer

un role majeur dans I'HTA.
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Jusqu'alors, peu d'études ont cherché a comprendre la place de cette dynamique dans I’'HTA. Une diminution de
I'expression des genes codant pour OPA1, et les mitofusines 1 et 2 a été mise en évidence dans les ceeurs de rats
hypertendus (Lahera et al. 2017). Au niveau vasculaire, Iinhibition de la fission mitochondriale semblerait
diminuer la contraction d’artéres mésentériques et d'aortes isolées, suggérant une augmentation de la fission
mitochondriale dans la contraction artérielle (M.-Y. Liu et al. 2016). Ces études laissent entrevoir un possible role
de la dynamique mitochondriale dans la physiopathologie vasculaire et I'HTA mais restent encore trés évasives.
En revanche de nombreuses études cellulaires ont mis en avant son role dans la prolifération et I'apoptose des
cellules musculaires lisses. En effet, les premiéres observations semblent associer la fission mitochondriale a la
production accrue de ROS dans les CML (L. Wang et al. 2015) ainsi qu’a un phénotype hyperprolifératif des CML
provenant d’animaux présentant une hypertension pulmonaires (Marsboom et al. 2012). De plus, I'inhibition de
la fission prévient la prolifération des CML (Chalmers et al. 2012). A l'inverse, la fusion mitochondriale semble
favoriser I'apoptose des CML. En effet, I'augmentation de I'expression de MFN2 dans les CML provoque |'arrét du
cycle en phase G0/G1 et donc l'arrét de la prolifération des CML (D. Li et al. 2015) et augmente leur apoptose
(W. Zhang et al. 2015). De plus, la surexpression de MFN2 provoque l'apoptose CML en culture alors que son
inhibition protége contre leur apoptose (Guo Xiaomei et al. 2007).

Ainsi, nous savons que la mitochondrie joue un réle majeur dans le stress oxydant de la paroi vasculaire retrouvé
dans I'HTA et que la dynamique mitochondriale est largement impliquée dans la prolifération et I'apoptose des

CML vasculaires, mais son implication précise dans I'HTA est encore inconnue.

1.3. Objectif de la premiére partie

Le role de la dynamique mitochondriale a largement été étudié dans des pathologies neurodégénératives
(Manczak et al. 2016; Qi et al. 2019). Les premiéres études mitochondriales au niveau cardiovasculaire ont été
menées sur le cceur. En effet, il est connu que les mitochondries occupent 30% du volume total des
cardiomyocytes et produisent 90% de I'énergie nécessaire au bon fonctionnement du ceeur via la phosphorylation
oxydative (Schaper, Meiser, et Stammler 1985; Vasquez-Trincado et al. 2016). Ainsi, toute atteinte de cet
organite peut avoir un impact majeur sur le fonctionnement cardiaque, comme on peut le constater dans
I'ischémie myocardique ou la mitochondrie joue un role majeur dans la mort des cardiomyocytes (J. G. Murphy,
Marsh, et Smith 1987). De par l'importance des mitochondries dans le cceur, le role de la dynamique
mitochondriale dans le systéme cardiaque a été étudié, mettant en avant une forte déréqulation de cette
dynamique dans les pathologies cardiaques pour lesquelles on retrouve une hyper-fragmentation mitochondriale
(L. Chen et al. 2009; Piquereau et al. 2012; Varanita et al. 2015; Le Page et al. 2016).

Pour compléter notre compréhension des mécanismes impliquant la dynamique mitochondriale dans les
pathologies cardiovasculaires, nous avons décidé de nous intéresser, dans cette étude, a la place de cette
dynamique dans le facteur de risque majeur des pathologies cardiovasculaires, I'hypertension artérielle. Le role
protecteur de la protéine de fusion, OPA1, dans les pathologies cardiaques étant bien défini, nous avons basé
notre premiére étude sur I'hypothése suivante : « OPA1l pourrait jouer un roéle protecteur dans

I’hypertension artérielle ».
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2. Article N°1 : Protective role of the mitochondrial fusion
protein OPA1 in hypertension

Au vu de l'absence d'informations quant a la place de la dynamique mitochondriale dans les pathologies
vasculaire, nous avons décidé d'étudier le role de la protéine de fusion mitochondriale, OPA1, dans I'hypertension
artérielle, Pour ce faire, nous avons mis en place différents modéles murins et cellulaires. Ceux-ci ont d‘abord
permis de visualiser la structure du réseau mitochondriale des artéres mésentériques et cellules vasculaires lors
d’une dysfonction de la fusion mitochondriale et en présence d'un traitement hypertenseur. D'autre part, 'impact
de la mutation d’Opal et du traitement sur la physiologie vasculaire a été étudiée. Ces éléments ont révélé une
hyperfragmentation mitochondriale associée a une aggravation de I'hypertension artérielle, mettant en avant le

role protecteur d'OPA1 dans I'hypertension artérielle.

Cette partie est présentée sous forme d‘article (accepté pour publication au journal Faseb).
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Abstract

Hypertension is associated with excessive reactive oxygen species (ROS) production in vascular cells.
Mitochondria undergo fusion and fission, a process playing a role in mitochondrial function. OPA1
is essential for mitochondrial fusion. Loss of OPAL is associated with ROS production and cell
dysfunction. We hypothesized that mitochondria fusion could reduce oxidative stress that defect in
fusion would exacerbate hypertension. Using 1) Opal haploinsufficiency in isolated resistance
arteries from Opal*" mice, 2) primary vascular cells from Opal*" mice and 3) RNA interference
experiments with siRNA against Opal in vascular cells, we investigated the role of mitochondria
fusion in hypertension. In hypertension, Opal haploinsufficiency induced altered mitochondrial
cristae structure both in vascular smooth muscle and endothelial cells but did not modify protein level
of long and short forms of OPAL. In addition, we demonstrated an increase of mitochondrial ROS
production, associated with a decrease of superoxide dismutase 1 protein expression. We also
observed an increase of apoptosis in vascular cells and a decreased VSMCs proliferation. Blood
pressure, vascular contractility as well as endothelium-dependent and -independent relaxation were
similar in Opal*", WT, L-NAME-treated Opal*"- and WT mice. Nevertheless, chronic NO-synthase
inhibition with L-NAME induced a greater hypertension in Opal*" than in WT mice without
compensatory arterial wall hypertrophy. This was associated with a stronger reduction in
endothelium-dependent relaxation due to excessive ROS production. Our results highlight the
protective role of mitochondria fusion in the vasculature during hypertension by limiting

mitochondria ROS production.
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Introduction

Hypertension is a main risk factor for cardiovascular disorders. Increased vascular oxidative stress
has been shown to play a major role in the pathophysiology of hypertension leading to vascular
inflammation, endothelial and smooth muscle cells dysfunction (1). Mitochondrial dysfunction could
precede endothelial dysfunction, and might promote the development of hypertension. Energy
requirements in the endothelium are relatively low (mitochondria represent 2-6% of the endothelial
cell (ECs) volume compared to 32% in cardiomyocytes) and glycolysis is the major source of ATP
production. It is recognized that endothelial mitochondria play a prominent role in cellular responses
through the production of reactive oxygen species (ROS) to signal a change in endothelial phenotype
(2). The cellular distribution of mitochondria is important for its function and its communication with
other cellular organelle (e.g. endoplasmic reticulum, ER) and nucleus. In ECs, mitochondria release
ROS in response to cell deformation by shear stress (3). But oxidative stress could also be induced
by an imbalance in cellular calcium hemostasis due to poor cooperation between mitochondria and
ER (4). Thus, altered mitochondrial calcium contributes to endothelial response to pathological
stimuli. Elevated global Ca2+ concentration in endothelial cells promotes endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) activation, and consequently nitric oxide (NO) production (5).

Fusion and fission are essential processes for preservation of normal mitochondrial function. In
mammalian cells, mitochondrial fission is controlled by FIS1 and DRP1 while mitochondrial fusion
requires the mitofusins MFN1 and MFN2 for the outer membrane fusion, and OPA1 for the inner
membrane fusion. These morphological changes are regulated also by proteolytic processing of OPA1
by the inner-membrane peptidases YMELL (also known as YME1L1) and OMAL. Long, membrane-
bound forms of OPA1 are required for mitochondrial fusion, but their processing to short, soluble
forms limits fusion and can facilitate mitochondrial fission (6). Besides its role in mitochondrial
fusion, OPAL is also responsible for the maintenance of cristae structure (7). Loss of OPA1 leads to
mitochondrial fragmentation and disorganization of cristae, subsequently resulting in alterations in
mitochondrial function including ATP production by oxidative phosphorylation, calcium
homeostasis, and regulation of cell growth and apoptosis (8-12). These alterations lead to excessive
ROS production as shown in previous studies which have demonstrated that Opal mutations caused
the accumulation of oxidative damages in drosophilia (aging and lifespan) (11), in human
lymphoblastoid cell lines from four autosomal dominant optic atrophy families (13) and in eye-
specific somatic mutation (14) nevertheless no study has shown such a role in vascular cells.

The need for blood vessels to adapt to hypertension increases the energy demand of the vascular
smooth muscle cells (VSMCs) and could induce mitochondrial biogenesis and activation of fusion-

fission cycles in order to optimize mitochondria functions. Mitochondria are also an important source

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'nypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 [ 46



of cellular ROS production for hypertrophy and cell migration (15) but the possible protective role of
mitochondrial dynamics remains incompletely understood. Clinical investigations have observed a
significant increase in OPA1 mRNA and protein expression in the placenta of patients with
preeclampsia (16). Moreover, genetic variation of Opal is associated with hypertension in the Korean
population suggesting a possible role of mitochondrial fusion in the pathogenesis of hypertension
(17). Finally, in specific ocular hypertension, mitochondrial OPA1 provides protection against
pressure-mediated retinal damage (18) although no systemic hypertension occurs in this pathology.
Experimental studies also give unclear results. Indeed in spontaneously hypertensive rats,
mitochondrial dynamics were in favor of fusion (19); in this model, Tang et al. demonstrated a
decreased level of mitochondrial fission protein DRP1 while that of OPAL protein is increased in
cardiomyocytes, suggesting a possible role of mitochondrial dynamic in heart damages induced by
high blood pressure (20). But another study using phenylephrine-induced hypertrophy demonstrated
a decrease in MRNA levels of the outer membrane fusion proteins MFN1/MFN2 and OPAL in the
heart of hypertensive rats, suggesting a shift towards increased mitochondrial fragmentation during
hypertension (21). In the heart, excessive fission has been associated with more ischemia/reperfusion
(I/R) injury and cell apoptosis (22). Similarly, Le Page et al. have demonstrated that Opal deficiency
is associated with increased sensitivity to I/R, imbalance in mitochondrial Ca®* uptake, and
subsequently to an increase in sodium-calcium exchanger activity (23).

Although OPAL has been abundantly linked to cardiovascular pathophysiology, to our knowledge its
contribution in the pathophysiological mechanisms of arterial hypertension has never been clearly
demonstrated. Therefore, we hypothesized that mitochondrial fusion and specifically the long and
short forms of OPA1 might contribute to the regulation of vascular function, especially in
endothelium-mediated tone which is very sensitive to oxidative stress. We tested this hypothesis on
vascular tone and adaptation to high blood pressure, challenging an Opal*- mouse model with L-

NAME-induced hypertension.
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Materials and Methods

e Animals

We used a male mouse model carrying the recurrent Opalc.2708%T™A¢ mutation (24). A total of 93
Opal** and 93 Opal*" mice aged 6 months were used for all the study : 35 Opal*’* and 35 Opal*"
mice treated with L-NAME (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in the drinking water
(300mg/kg/day) during 14 days as previously shown (25) and 46 Opal** and Opal*" non treated
mice. Systolic blood pressure was measured in conscious mice every day using tail cuff
plethysmography (non-invasive automated and computerized Visitech BP2000 Systems Inc.). For
good quality, reliability and reproducibility of measurements, mice were previously trained during 7
days before treatment. After 21 days of measurement (7 days without treatment and 14 days with
treatment) mice were sacrificed and mesenteric resistance arteries were quickly removed and placed
in an ice-cold physiological salt solution (PSS). Different arterial segments (second order of
mesenteric arteries) were used for cell culture, pharmacological, biochemical, immuno-histological
and mitochondrial length and cristae analyses as described below.

The experimental procedures followed for the care and euthanasia of animals were in accordance
with the European Community Standards on the Care and Use of Laboratory Animals (Ministére de
I’ Agriculture, France, authorization number 6422). Protocols were approved by the regional ethical
committee (Protocol CEEA PdL number CEEA.2012.21).

e Primary Cell culture

Vascular Smooth muscle cells were obtained from the whole mesentery arterial bed of WT and
Opal*" mice. First, adventitial peripheral fat was removed. Then, arterial wall was enzymatically
digested with elastase (0.125 U/ml) and collagenase (2 U/ml) (Worthington, Lakewood NJ, USA)
during 3 hours at 37°C under agitation in DMEM medium without serum. Vascular smooth muscle
cells were maintained in DMEM medium (Lonza, Basle, Switzerland) supplemented with 10% fetal
bovine serum (Biowest, Nuaille, France), glutamine (2mM, Lonza), penicillin (100U/ml, Lonza) and
streptomycin (100pg/ml, Lonza) and maintained at 37°C with 5% carbon dioxide and 95% humidity.
Cells between P2 and P4 were seeded in Petri dish. Once reached 80% of confluence cells were
treated with Angiotensin 1l (Angll 10-°M, Sigma-Aldrich) or DMEM medium for 24 hours.
Stimulation was stopped with PBS washing and cells were used for electronic microscopy or western
blot analysis. Specificity of primary VSMCs were determined by gene expression of contractile
proteins Myh11, Mylk and Myl9 (SUP8), using Real-Time qPCR.
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e Transmission electron microscopy

Primary cells and mesenteric arteries were fixed in glutaraldehyde 2.5% and 60-nm thick sections
were cut with an ultramicrotome, and examined using a JEOL JEM 1400 electron microscope
(SCIAM platform, University of Angers). Measurements of mitochondrial cristae width were
conducted using the Image J software (NIH, USA).

e 3D fluorescence microscopy

Cells were then incubated for 15 minutes with 100 nM Mitotracker® green (Molecular Probes,
Sunnyvale, CA, USA) to stain mitochondrial network. For fluorescence imaging, coverslips were
mounted in housing and placed on the stage of an inverted wide-field microscope ECLIPSE Ti-E
(Nikon, Champigny sur Marne, France) equipped with a 100x oil immersion objective (Nikon Plan
Apol100, N.A. 1.45) and an Andor NEO sCOMS camera controlled by Metamorph® 7.7 software
(Molecular Devices). A precision, piezoelectric driver mounted underneath the objective lens allowed
faster Z-step movements, keeping the sample immobile while shifting the objective lens. Twenty-one
2D images were acquired along the Z-axis at 0.2 pum increments. For mitochondrial network
characterization, acquired images were iteratively deconvolved using Huygens Essential® software
(Scientific Volume Imaging, Hilversum, The Netherlands), with a maximum iteration scored 50 and
a quality threshold at 0.01. After this deconvolution step and applying a threshold to separate the
mitochondrial signal from the background, Imaris 8.0® software (Bitplane, Zurich, Switzerland)
created a 3D mask around the fluorescent signal that we call the 3D model of the mitochondrial
network (26) (27).

e Histomorphometric analysis

Mesenteric arterial segments pressurized at 75mmHg and fixed in 4% para-formaldehyde solution
were cut using a cryostat. Transverse sections (7pum thick) were stained with an orcein solution. After
image acquisition (Olympus T100 microscope, Sony camera), internal and external medial
circumferences and media thickness were measured and analyzed using the ImageJ software. Using

these values, the cross sectional area (CSA) was calculated as previously described (28).
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e Pharmacological reactivity of isolated arteries

Segments of mesenteric resistance arteries (second order, 2mm long) were mounted on a 610M wire-
myograph (Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark) as previously described (29). For each
condition, 2 arterial segments of each mice were used and averaged as a single value. Two tungsten
wires (40um diameter) were inserted into the lumen of the arteries and respectively fixed to a force
transducer and a micrometer. Arteries were bathed in a physiological salt solution (PSS) of the
following composition (mmol/L): 130.0, NaCl; 15.0, NaHCOg3; 3.7, KCI; 1.6, CaCly; 1.2, MgSO4 and
11.0, glucose (pH 7.4, 37°C). Wall tension was applied as previously described (30). After a 45min
equilibration period under applied wall tension, artery viability was tested using a potassium rich PSS
(80mmol/L). Then, cumulative concentration-response curve to phenylephrine (lnmol/L to
10pumol/L) was performed. After washout, the arteries were pre-contracted with phenylephrine to a
level approximately equivalent to 50% of the maximal response. Cumulative concentration-response
curves to acetylcholine (1nmol/L to 10umol/L) were done (31). On the second artery, after viability
test, the arteries were precontracted with phenylephrine (10pmol/L). In order to test the NO sensitivity
of the VSMCs, a cumulative concentration-response curve to a NO donor, sodium nitroprusside
(SNP) (Inmol/L to 3pumol/L) was performed.

e Detection of reactive oxygen species using confocal microscopy in resistance arteries

Frozen mesenteric arterial segments were cut using a cryostat to obtain transverse sections of 7um
thick. Dihydroethidium microphotography (DHE; Sigma-Aldrich) was used to evaluate superoxide
production in arteries, as previously described (28). Cells are permeable to DHE, which is oxidized
by superoxide to form fluorescent products, which are, in turn, trapped by intercalation in the DNA.
Sections were incubated with 1 mmol/L of DHE at 37°C for 30 minutes in a humidified chamber
protected from light. Fluorescent images of DHE were obtained by using confocal microscopy and
the QED-image software (Solamere Technology, Salt Lake City, UT, USA). Pixel quantification was
executed as also described previously (28). A positive control was performed using a section of
mesenteric artery treated for 2 hours with lipopolysaccharide in vitro at 37°C in a physiological salt
solution (100 of Arbitrary unit). A negative control was obtained by omitting DHE or by adding
Tempol to the section 15 minutes before DHE (0 of Arbitrary unit).

e Quantitative real time PCR

Mesenteric arteries were dissected in ice cold PBS and stored at -20°C in RNAlater Tissue Storage
Reagent (Sigma-Aldrich). RNA extraction was performed using the RNeasy® micro kit (Qiagen,
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Hilden, Germany). 100 ng of total RNA were subjected to reverse transcription with the QuantiTect®
Reverse Transcription kit (Qiagen). Real-time PCR was performed with Sybr® Green PCR master
mix (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) on using a LightCycler 480 Real-Time PCR System
(Roche, Branchburg, NJ, USA). 7500 SDS Real-Time PCR system (Applied Biosystems). Relative
expression was calculated according to the formula E = 2-(CtTagetl-CtiReference) - A1| data were
normalized to the Gusb, Hprt and Gapdh mRNA. Gapdh, Hprt and Gusb were used as housekeeping
genes. Analysis was not performed when Ct values exceeded 35. Results were expressed as: 2(Ct

target-Ct housekeeping gene).

e Western Blot analysis

Western blots were performed on VSMCs primary culture from mesenteric arteries and whole on
mesenteric arteries tissues. Mesenteric arteries from WT and Opal*" mice with or without L-NAME
treatment were crushed and extracted in SDS lysis buffer (SDS 20%, Tris 500mM pH7.4, halt
protease & phosphatase inhibitor cocktail, 0.5M EDTA solution). VSMCs were directly extracted in
SDS lysis buffer. The homogenate of mesenteric arteries and cells in lysis buffer was centrifuged at
13000 rpm at 4°C for 20min, and the supernatant was then collected. Protein concentration was
determined using Micro BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. After solubilization in 25ul of Laemmli sample buffer
containing 5% B-mercaptoethanol, boiled 5 min at 90°C, equal amounts of proteins (10ug) were
separated on 4-15% polyacrylamide gel electrophoresis (BioRad, Marnes la Coquette, France) and
transferred to a nitrocellulose membrane (BioRad). For OXPHQOS protein detection, 10pg were
solubilized in 25ul of Laemmli sample buffer containing 5% B-mercapto ethanol, boiled 5 min at
45°C and separated by 12% polyacrylamide gel electrophoresis (Bio-Rad) and transferred to a PVDF
membrane (Bio-Rad). Proteins were detected with specific antibodies: Total Oxphos cocktail (1:500,
Abcam, Cambridge, UK), NDUFS1 (1:2000, Abcam), OPA1 (1:1000 BD Biosciences, Le Pont de
Claix, France), Collagen 1 (1:250, Abcam), Collagen Il (1:1000, Abcam), Elastin (1:500, Abcam),
SOD 1 (1:1000, EnzoLife Sciences, Villeurbanne, France), SOD 2 (1:1000, EnzoL.ife Sciences),
INOS (1:1000, BD Biosciences), VDAC (1:1000, Abcam), GAPDH (1:2000, Cell Signaling
Technology). The amount of targeted proteins was normalized to the total protein amount (Ponceau

staining) present in each line.
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e RNA interference
Vascular smooth muscle cells from MOVAS (American Type Culture Collection ATCC) were

maintained in DMEM medium (Lonza), supplemented with 10% fetal bovine serum and 200ug/mi
G-418 (Sigma). Vascular endothelial cells from MS1 (American Type Culture Collection ATCC,
MILE SVEN1) were maintained in DMEM medium (Lonza), supplemented with 5% fetal bovine
serum. Cells were maintained at 37°C in 5% carbon dioxide. RNA interference experiments were
performed by transfection of 50 nM of a control and a prevalidated siRNA against Opal (Ambion ID
AS010402), using the Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher), according the manufacturer’s
instructions, and followed by a 48h incubation.

To verify siRNA efficiency, Western blot assay of OPAL was carried out. Transfected cells were
trypsinized, washed once in ice-cold PBS, and harvested. Equal amounts of cells were solubilized in
25ul of Laemmli sample buffer were separated by SDS-PAGE using a 4% stacking gel followed by
a 10% running gel. Proteins were detected with specific antibodies: OPA1 (1:1000, BD Biosciences),
beta-actin (1:5000, Sigma-Aldrich) and a second antibody anti-mouse HRP (1:5000, Thermofisher).
After 48h of transfection, cells were incubated with Angiotensin 11 (10-6M) for 24h, then proliferation

assay or apoptosis assay or mitochondrial superoxide assay were conducted.

e Mitochondrial superoxide assay
Cells grown on glass coverslips were incubated with Mitotracker Green FM (200nM, Thermo Fisher

Scientific) and Mitosox Red (5uM, Thermo Fisher Scientific) following the manufacturer’s

instructions. The percentage of positive cells was calculated using the Image J software.

e Apoptosis assay
Cells grown on glass coverslips were fixed in paraformaldehyde 4%. Blocking of unspecific protein

binding sites was carried out in PBS-BSA 5%. Cells were incubated with primary antibody Cleaved
Caspase-3 (1:100, Merck Millipore, France) overnight at 4°C. Then, cells were incubated with
secondary antibody Anti-Rabbit IgG PE (1:100, Thermo Fisher Scientific) and DAPI (1:1000, Sigma-
Aldrich) for 2 hours at room temperature in the dark. Percentage of cleaved caspase-3 positive cells

per total cells was assessed.

e Proliferation assay
Ki67 immuno-histochemical labeling was performed and cells grown on glass coverslips, according

to manufacturer’s instructions. For that purpose, 7um thick frozen sections of aorta were prepared,
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fixed in paraformaldehyde 4%. After blocking unspecific protein binding sites in PBS-BSA 5%, the
sections were incubated with fluorescent conjugated antibody anti-Ki67-eFluor 570 (1:100, Thermo
Fisher Scientific) and DAPI (1:1000, Sigma- Aldrich) for 2 hours at room temperature in the dark.
Then, glass coverslips were observed with a confocal microscope. The percentage of Ki67 positive

cells was calculated.

e Statistical analysis
Results were expressed as means + SEM. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism®

software (San Diego, CA, USA). For vascular reactivity, a 2-way ANOVA for consecutive
measurements was used followed by a Bonferroni’s post-test. A Mann-Whitney test was used for all

other results. All results were considered as significantly different when p <0.05.

Results

e Impact of OPAL on mitochondrial length and cristae morphology in primary VSMCs
and whole mesenteric arteries

To test if OPAL influenced mitochondrial length and cristae morphology in vascular cells in normal
or hypertensive condition, transmission electron microscopic observations were performed both on
primary VSMCs of mesenteric arteries and on whole resistance arteries (Fig 1).

Opal haploinsufficiency reduced mitochondria length in primary VSMCs and whole mesenteric
arteries in both normal and hypertensive condition (Fig 1B, 1E). Furthermore, a mitochondrial
fragmentation and disorganized cristae were found in primary VSMCs but neither in whole
mesenteric arteries nor in hypertensive condition (Fig 1C, 1F). In the same way, the Opal siRNA
(siOpacl) induced reduction of the mitochondria length in the VSMCs, a mitochondrial
fragmentation, with less disorganized cristae, unusual shapes (i.e. vesicle-like structures). In parallel,
siOpal ECs showed enlarged cristae (SUP 1A and 1B).

e Impact of OPAL on mitochondrial fragmentation in primary VSMCs of mesenteric
arteries in normal and hypertensive conditions.

In order to characterize the impact of OPAL on mitochondrial network architecture, mitochondrial
morphology was investigated in primary VSMCs isolated from mesenteric arteries of WT and Opal*
mice in the presence or absence of Angll.
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Representative images of the mitochondria in VSMCs are shown in Fig 2A. Four phenotypes of
mitochondrial shape have been found in primary VSMCs. On the basis of mitochondrial volume,
types of mitochondria were classified in 4 categories: cells with filamentous and interconnected
mitochondria (Fig 2A 1V), cells with coexisting long and short tubular mitochondria (Fig 2A 111),
cells with short tubular mitochondria (Fig 2A 1) and cells with completely fragmented mitochondria
(Fig 2A 1). According to mitochondrial shape, it was found out that the wild type mitochondria were
essentially filamentous with long coexisting and some short tubular mitochondria (Fig 2B 111 + V).
Whereas OPAL displayed high rate of mitochondrial fragmentation. Moreover, in these isolated
mitochondria, a high proportion of rounded shape was found (Fig 2B I1 + I). The histograms show
the distribution of the mitochondrial population in 4 different categories on the basis of mitochondrial
volume. Following Angll treatment, the mitochondrial interconnected network of WT VSMCs

became hyper-fragmentated with an increase rate of short mitochondria 0.1 pm?®.

e Impact of OPAL on L-NAME-induced hypertension

In vivo studies were realized in order to investigate the impact of OPAL in hypertension. We observed
no significant change in mice body weight in Opal** vs Opal*" mice in normal (32.0+1.2g; n=11 vs
31.0£1.3g; n=10) or hypertensive (30.0+0.4g; n=7 vs 29.0+0.9g; n=9) conditions. Systolic blood
pressure (SBP) was not significantly different in Opal*" mice than in WT mice (121+1mmHg in
Opal*" mice vs 119+1mmHg in WT mice before treatment, Fig 3A, Day 0). Furthermore, to evaluate
whether partial depletion of OPAL affect vascular function in stress condition, we treated WT and
Opal*" mice by L-NAME to induce hypertension. After 6 days, SBP was higher in Opal*" mice than
in WT mice. 14 days after L-NAME treatment, SBP was significantly greater in Opal* mice than in
WT mice (150+1mmHg in Opal*" mice vs 140+2mmHg in WT mice) (Fig 3A). Mesenteric arteries
of L-NAME-treated Opal*" and WT mice displayed a similar increase in the media/lumen ratio
compared to mesenteric arteries of non-treated mice (Fig 3B), suggesting that no further hypertrophy

occurred in hypertensive Opal*"- mice despite higher hypertension as compared to WT mice.

e Vascular reactivity of mesenteric arteries in Opal*- hypertensive mice

Phenylephrine-mediated contraction of mesenteric arteries was not different between WT and Opal*"
mice without or with L-NAME treatment (Fig 4A, 4B). In addition, no significant difference in
endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine was observed between WT and Opal*”

mice (Fig 4C). But, acetylcholine-mediated endothelium-dependent relaxation of mesenteric arteries
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was lower in L-NAME-treated WT and Opal*" mice than in non-treated mice thus L-NAME
treatment induced endothelial dysfunction. The reduction in acetylcholine-mediated relaxation was
significantly higher in L-NAME-treated Opal*" mice than in L-NAME-treated WT mice (Fig 4D).
Finally, no significant difference was observed between the 2 groups of mice in endothelium-
independent relaxation to the SNP in mesenteric arteries (Fig 4E) and in L-NAME-treated WT and
Opal*" mice (Fig 4F).

e Impact of OPAL on oxidative stress in whole mesenteric arteries

ROS level was higher in mesenteric arteries of hypertensive mice compared to normotensive mice in
both Opal*-and WT mice (Fig 5A). The mesenteric arteries of Opal*" hypertensive mice displayed
a significantly higher ROS level than in WT hypertensive mice (Fig 5A).

We then evaluated gene expression level of antioxidant enzymes including Sod1, Sod2 and Gpx1 in
the different groups of mice. Expression of Sod1 in Opal*" mice and L-NAME-treated Opal*" mice
were significantly lower than in WT mice and L-NAME-treated WT mice (Fig 5B1). In addition,
Sod2 expression was significantly lower in L-NAME-treated Opal*” mice in comparison with
Opal*"-mice while it was not different between the two groups of WT mice (Fig 5C1). The protein
levels of SOD1 and SOD2 were also altered. SOD1 protein level were significantly lower in Opal™"
treated mice than in WT treated mice (Fig 5B2). SOD2 protein level were significantly higher in
Opal*" treated mice than in WT treated mice (Fig 5C2). Besides, the expression level of GPX1 was
comparable between these groups of mice (Fig 6A). Similarly, eNOS gene expression level was not
different between WT mice and Opal*"mice (Fig 6B).

e Impacts of Opal silencing on mitochondrial superoxide generation

Impact of Opal silencing on vascular cells was then investigated. Opal deletion has been reported to
increase mitochondrial ROS (MROS) generation (11, 13). Therefore, mitochondrial superoxide was
evaluated in VSMCs transfected with Opal siRNA. Compared to siCTR, the production of
mitochondrial ROS in siOpal VSMCs was not different in normal condition, but was significantly
increased after treatment by Angll 10°% M for 24h (SUP. 2A). In ECs, siRNA mediated Opal silencing
potentiated the mROS generation induced by Angll (SUP 2B).
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e Impacts of Opal silencing on vascular cells apoptosis and proliferation

The role of OPAL in apoptosis of vascular cells was then tested. Opal silencing did not increase
spontaneous apoptosis in VSMCs. However, Angll increased the cleaved caspase 3 positive cells in
siOpal VSMCs, but not in those transfected with siCTR cells. In ECs, loss of OPAL (siOpal ECs)
induced apoptosis and Angll had no effect (SUP 3A and 3B). In addition, Angll induced an increased
percentage of ki67 positive cells in VSMCs infected with siCTR and CTR cells, whereas this increase
was blunted in siOPA1-treated VSMCs (SUP 4).

e Mitochondrial gene expression in whole mesenteric arteries

Finally, we evaluated the expression of mitochondrial transcription factor A (Tfam), which is required
for mitochondrial DNA (mtDNA) transcription and replication, and nuclear respiratory factor 1 (Nrfl)
which has been shown to regulate expression of many genes involved in mitochondrial function and
mitochondrial biogenesis (32, 33). Gene expression level of Tfam was increased in Opal*" mice
compared to WT mice (Fig 6C). Nrfl gene expression level in L-NAME-treated Opal*" mice was
higher than in L-NAME-treated WT mice (Fig 6C). Mfnl expression level was higher in L-NAME-
treated Opal*" mice and Opal*" mice in comparison with L-NAME-treated WT mice and WT mice
(Fig 6E). However, there was no significant difference in the gene expression level of Mfn2 between

these groups of mice (Fig 6F).

e Mitochondrial Oxidative Phosphorylation (OxPhos) in primary VSMCs and whole
mesenteric arteries

No significant difference was found in the expression of OxPhos proteins in primary VSMCs from
mesenteric arteries (Fig 7)

Also, we evaluated the expression of mitochondrial oxidative phosphorylation system in whole
mesenteric arteries (Fig 8). We measured the NADPH-ubiquinone oxidoreductase (NDUFS1),
Succinate deshydrogenase (CII-SDH8), Cytochrome b-c1 complex subunit 2 (CIII-UQCRC?2),
Cytochrome c oxidase subunit 1 (CIV-MTCOL1), and the ATP Synthase (CV-ATP5A) levels.
Finally, Oxphos western blot complex analysis showed no significant difference in the expression of

OxPhos proteins in whole vessel.
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e Mitochondrial OPAL long (OPALL) and short (OPALs) forms in primary VSMCs and
whole mesenteric arteries

No significant difference, with or without hypertension, was found in the expression of total OPA1
protein in primary VSMCs from mesenteric arteries (Fig 9) or in whole mesenteric arteries (Fig 10),
but as expected, total OPA1 protein is halved in Opal* mice.

Finally, we found similar results for OPALL or OPA1s form in Opal*" hypertensive mice compared
to Opal*”- mice in primary VSMCs from mesenteric arteries (Fig 9) or in whole mesenteric arteries
(Fig 10).

Discussion

Studies highlighted the importance of mitochondrial dynamics, in particular the pro-fusion protein
OPAL, in cells with high-energy demand such as neurons, skeletal muscle, and cardiomyocytes (34-
36). In accordance, our study suggests that mitochondrial fusion has a protective role against
hypertension in Opal haploinsufficiency mice model, a total Opal silencing being lethal. Indeed, our
results showed, for the first time, impact of decreased mitochondrial fusion on the vasculature during
hypertension despite a maintained activity of half of the OPA1 proteins. Although Opal* mice
displayed no obvious change in mice body weight, normal blood pressure and vascular function, they
developed a more severe hypertension than Opal** mice in association with an altered endothelium-
dependent relaxation and excessive oxidative stress of mitochondrial origin. These results were not
associated with a difference in INOS expression after 2 weeks of L-NAME treatment. In accordance,
Sun et al described in a model of iINOS knockout mice, that INOS leads to better preservation of
cardiac function induced by a reduced oxidative stress and an increased eNOS without a significant
role in preventing hypertension and hypertrophy (37).

Previous clinical studies showing that besides abnormalities due to OPAL protein deficiency get
worse visual failure, deafness, peripheral neuropathy, ataxia and cardiomyopathy but had normal
feeding and body weight (24). Similarly, Opal*" mice body weight was not different from that of
Opal*’* mice (23, 38). Studies have shown that loss of Opal resulted in disruption of cristae structure
and increased cell sensitivity to spontaneous and induced apoptosis (supplemental data) (7, 9). Anti-
apoptotic function of OPA1 was attributed to the formation of OPAL oligomers that maintained the
structure of the cristae junctions and sequester cytochrome ¢ within the cristae (7, 9, 39).

L-Name treatment induced a lower hypertension compared to angiotensin Il infusion with osmotic
pump in mice. Because L-NAME-induced hypertension is associated with renin-angiotensin system
activation (40), we stimulated our cells with Ang Il. We observed that Opal haploinsufficiency
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resulted in altered mitochondria morphology and cristae structure in both primary mouse VSMCs and
whole mouse resistance arteries and in Opal silencing MOVAS cells. Opal haploinsufficiency
induced mitochondria hyper-fragmentation as observed in arteries from hypertensive WT mice.
Furthermore, we found that Angll-dependent production of ROS was further increased in Opal-
silenced VSMCs compared to control cells, demonstrating that the loss of Opal increased ROS
production as it has also been described in diabetes (41), (42).

We found that Opal deficiency in MOVAS VMSCs led to cristae disorganization causing increased
cell apoptosis in MS1 ECs and in MOVAS VSMCs after treatment with Angll. This result is in
agreement with previous studies performed in invertebrate models bearing Opal mutations and in
lymphoblastoid cells of autosomal dominant optic atrophy (ADOA) patients which both present an
excessive mROS production associated to mitochondrial dysfunction (11, 13, 14). In mouse
embryonic fibroblasts bearing Opal mutations and in fibroblasts from ADOA patients, recent studies
have shown an increased percentage of apoptotic cells compared to controls in oxidative stress
conditions (7, 43).

Chronic inhibition of NO with L-NAME-induced hypertension in both Opal*~ and WT mice.
However, Opal haploinsufficiency in Opal*" mice displayed higher hypertension than WT mice,
showing that haplo-insufficiency of Opal had a deleterious impact in a stress condition such as
hypertension. This finding suggests a vascular protective effect for Opal under conditions of chronic
stress. Our results are consistent with a study showing no evidence of cardiac dysfunction in Opal*”
mice, whereas these mice were more vulnerable to chronic pressure overload (44). In agreement with
previous studies (45, 46), we found that L-NAME-induced hypertension was associated with
impaired endothelium-dependent relaxation in resistance arteries (47). However, the alteration was
more pronounced in L-NAME-treated Opal*" mice than in L-NAME-treated WT mice, consistent
with the higher blood pressure observed in L-NAME-treated Opal*" mice. This higher hypertension
was not associated with further hypertrophy in Opal*" mice compared to WT mice, this result may
be due to a slower hypertension dependent remodeling in the Opal*"- mice which would be evidenced
by a longer L-NAME treatment. In our experiments, although the increase of collagen 1 is not
significant, this variation is associated with an increase of collagen Il in L-NAME-treated Opal*"
mice as demonstrated in supplemental data. Our results did not show that hypertension is the
consequence of a deficiency of mitochondrial fusion but that alteration of mitochondrial fusion was
an aggravating factor in hypertension. As described by Sarzy et al, the authors found that Opal*"
mouse displays a multi-systemic poly-degenerative phenotype, and a pre-mature age-related
mitochondrial supercomplex instability preceding degeneration and cell death (24). Indeed, it is well
known that in aging, vascular wall stiffness is increased (48). All these arguments could explain the
excessive increase in blood pressure in Opal* hypertensive mice.
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Previous studies have shown that endothelium dysfunction occurs before organ damage in
hypertension (49). Chronic impairment in NO-mediated endothelium-dependent dilation and low-
grade inflammation facilitate the maintenance of elevated peripheral resistance and promote
hypertension development (50, 51). Nevertheless, a recent study has compared plethysmography
analysis using the tail cuff method to telemetry. It has demonstrated that the amplitude of the rise in
pressure in mice is the same whether it is measured using plethysmography or telemetry, even though
basal blood pressure is better measured with telemetry (52).

Endothelial dysfunction in cardiovascular pathologies is usually associated with increased ROS
production which inactivates NO released from endothelial cells (53). In agreement, DHE staining
showed significantly increased ROS level in L-NAME-treated Opal*” mice compared to L-NAME-
treated WT mice, suggesting that ROS reduced endothelium (NO)-mediated relaxation in both groups
and this effect was significantly more pronounced in L-NAME-treated Opal*" mice than in L-
NAME-treated WT mice.

We also observed that SOD1 level was significantly lower in L-NAME-treated Opal*’- mice than in
WT mice and SOD2 higher in L-NAME-treated Opal*" mice than in WT mice, showing an
imbalance of the oxidative stress. Despite this higher SOD2 protein level trying a compensatory
effect, oxidative stress (DHE and mitosox) stays significantly higher in L-NAME-treated Opal*"
mice vs WT mice and subsequently leads to a more severe endothelium dysfunction in L-NAME-
treated Opal™” mice. Otherwise, there is no significant difference in expression level of eNOS
between L-NAME-treated WT mice and L-NAME-treated Opal* mice. Thus, the more pronounced
impairment in endothelium-dependent relaxation in L-NAME-treated Opal* mice was not related
to a reduced NO synthesis but to NO scavenging by ROS.

Nrfl is critical for mitochondrial biogenesis and for the regulation of respiratory genes. Tfam is an
essential activator of mtDNA transcription and replication. Changes in Nrfl and Tfam expression
could generally affect mitochondrial functionality and encoded in mtDNA (33). In the present study,
we observed an up-regulation of Nrfl in L-NAME-treated Opal*"~ mice and up-regulation of Tfam in
Opal*" mice compared to WT mice. These results show that Opal influence Tfam expression in
normal condition and Nrfl expression during hypertension. Besides, up-regulation of Mfn1 but not of
Mfn2 in L-NAME-treated Opal*” mice suggests a compensatory process in the control of
mitochondrial fusion due to Opal deficiency in these mice.

Finally, Oxphos complex western blot analysis showed that no significant difference was found in
primary VSMCs and in mouse mesenteric arteries. These results could demonstrate a potential
difference of complex expression but not activity, in agreement with Le Page et al. who characterized

. : . +- . . —
mitochondrial respiration in Opal and WT mice by measuring the respirations of complex I, 11 and
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IV without significant difference (23). Although the oxphos components showed no difference in
protein levels, this did not mean that the mitochondrial membrane potential and hence ATP or ROS
production were not altered by these enzymes. Furthermore, no significant difference, with or without
hypertension, was found in the expression of OPA1 long and short forms, suggesting a possible
change of location of the OPAL short form to be more active. Vascular cells (ECs and VSMCs) are
exposed to blood pressure and shear stress. Hypertension induces mechanical fluctuations of pressure,
applied to VSMCs, which could influence ATP and ROS production (54). On the other hand, the
myocardium is also subjected to a variety of forces during each contraction, such as stretch, afterload,
and shear stress, and adapts to those mechanical stimuli. The interaction between mitochondria and
sarcomere directly affects cardiomyocyte excitation-contraction and is also involved in mechano-
transduction through the cytoskeletal proteins and the sarcoplasmic reticulum. Mitochondria adapt
their structure and activity by sensing the mechanical force in the environment and, within a dynamic
organ such as the heart, it contributes to calcium homeostasis (55). Taken together, these results
suggest that Opal deficiency affects in vivo response to high blood pressure via the induction of an
excessive oxidative stress probably due to an altered mitochondrial function demonstrated by a hyper-
fragmentation of the mitochondria.

In conclusion, down-regulation of Opal has no obvious impact on baseline vascular tone and
structure, but in our Opal haploinsufficiency model, it aggravates endothelial dysfunction during
hypertension and decrease the possibility to normalize tensile stress due to high blood pressure by
hypertrophy of the vessel wall; an effect which might explain the increase in blood pressure in Opal*"
mice. Taken together, these data suggest for the first time that OPA1L, a regulator of mitochondrial

fusion and function, plays a protective role in blood vessels in stress conditions.
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Figure Legends

Figure 1: Mitochondrial length and cristae morphology in primary VSMCs treated with Angll (10°
6M or DMEM, 24h, A, B, C) and in whole mesenteric arteries from normotensive or hypertensive
mice treated with L-NAME in the drinking water (5mg/10mL, 14 days, D, E, F) (n=30-50
mitochondria used for analysis in each animal. Red Arrows correspond to disorganized cristae,
Yellow Arrows correspond to normal cristae. Mean £ SEM is shown (n=5 mice per group), * p< 0.05,
*x% n< 0,001

Figure 2: Angll promotes mitochondrial hyperfragmentation in VSMCs.

A: VSMCs were loaded with MitoTracker Green probes as described in Materials and Methods.
Mitochondrial shape and distribution of WT and Opal+- VMSCs were classified in four categories
(I-1V) and representative images are shown. Details show enlargement of some mitochondria; the

mitochondrial shape were assessed and color-coded.

B: Histograms indicate the proportion of WT and OPA1+/- VSMCs within subcategories (I+I1) and
(I1+1V). Values are the mean + sem of at least 60 measurements from two independent acquisitions

for each animal. Scale bar = 10 um.

Statistical analysis was carried out using non-parametric Mann-Whitney test, *** p-value < 0.001,

n=8 mice per group.

Figure 3: L-NAME-mediated hypertension in WT and Opal*" mice (A). (* p<0.05, ** p<0.01,
Opal*" hypertensive mice versus WT hypertensive mice) (n=10 mice per group).

Media/lumen ratio of mesenteric arteries (B) in WT and Opal™", WT hypertensive (WT L-NAME)
and Opal*’" hypertensive mice (Opal*- L-NAME), (n=5-7 mice per group), ($ p<0.05, hypertensive

Versus normotensive mice).

Figure 4: Vascular reactivity in WT and Opal*" mice. Concentration-response curves to
phenylephrine, acetylcholine, SNP were performed in mesenteric arteries of normotensive mice (A,
C, E) and hypertensive mice (B, D, F). Mean £ SEM is presented (n = 5-9 mice per group). $ p<0.05,
WT versus WT+L-NAME, $$ p<0.05 Opal*" versus Opal*" +L-NAME, * p<0.05, WT+L-NAME
versus Opal*” +L-NAME.

Figure 5: Measurement of ROS level by DHE staining in mesenteric arteries (A) (n=5 per group);

Gene expression level of Sod1 (B) and Sod2 (C) measured using gPCR analysis in mesenteric arteries
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(n=5-8 mice per group) (* p<0.05, Opal*" hypertensive mice versus WT hypertensive mice, $
p<0.05, hypertensive versus normotensive mice). Western blot examining SOD1 (B2) and SOD?2
(C2) protein level in whole mesenteric arteries from normotensive and hypertensive mice, (n=6 per
group), * p< 0.05, *** p< 0.001. The amount of targeted proteins was normalized to the total protein

amount (Ponceau staining) present in each line.

Figure 6: Gene expression level of Gpx1 (A), eNOS (B), Nrfl (C), Tfam (D), Mfnl (E) and Mfn2 (F)
measured using gPCR analysis in mesenteric arteries (n=5-8 per group); (* p<0.05, ** p<0.01,

Opal*” hypertensive versus WT hypertensive mice).

Figure 7: Western blot examining Oxphos proteins level in primary VSMCs isolated from mesenteric
arteries after 24h of Angll treatment. (n=6), * p< 0.05, *** p< 0.001. The amount of targeted proteins

was normalized to the total protein amount (Ponceau staining) present in each line.

Figure 8: Western blot examining Oxphos protein level in whole mesenteric arteries from
normotensive and hypertensive mice. (n=6), * p< 0.05, *** p< 0.001. The amount of targeted proteins

was normalized to the total protein amount (Ponceau staining) present in each line.

Figure 9: Western blot examining OPAL protein and OPA1s and OPALL level in primary VSMCs
isolated from mesenteric arteries after 24h of Angll. (n=6), * p< 0.05, *** p< 0.001. The amount of

targeted proteins was normalized to the total protein amount (Ponceau staining) present in each line.

Figure 10: Western blot examining OPAL protein and OPA1s and OPA1L level in mesenteric arteries
from normotensive and hypertensive mice. (n=6), * p< 0.05, *** p< 0.001. The amount of targeted

proteins was normalized to the total protein amount (Ponceau staining) present in each line.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
Oxphos (VSMCs, MA Primary culture)
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Figure 8
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Figure 9
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Figure 10
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Supplemental legends

SUP1: Western blot examining Opal protein level in VSMCs (n=3 per group) and in ECs (B) (n=5
per group); after siRNA transfection, and mitochondrial length, cristae morphology in VSMCs (A)
and ECs (B). Red Arrows correspond to disorganized cristae; Yellow Arrows correspond to normal
cristae. (n=30-50), * p< 0.05, *** p< 0.001, OPA1-siRNA versus CTR-siRNA).

SUP2: Impact of OPAL silencing on VSMCs and ECs function in vitro after siRNA transfection:
Measurement of mitochondrial superoxide production in VSMCs (A) (n=3 per group), in ECs (B)
(n=5 per group);

($ p<0.05, $$ p<0.01, $3$ p<0.001, Angll-treated cells versus untreated cells; * p<0.05, ** p<0.01,
Angll-treated siOPAL cells versus Angll-treated siCTR cells.

SUP3: Apoptosis assay in VSMCs (C) and in EC (D) (n=3 per group) after siRNA transfection ($
p<0.05, $$ p<0.01, $$$ p<0.001, Angll-treated cells versus untreated cells; * p<0.05, ** p<0.01,
Angll-treated siOPA1 cells versus Angll-treated siCTR cells.

SUP4: Impact of OPAL silencing on VSMCs proliferation in vitro after siRNA transfection (n=3 per
group), ($ p<0.05, $$ p<0.01, $3%$ p<0.001, Angll-treated cells versus untreated cells; * p<0.05, **
p<0.01, Angll-treated siOPAL cells versus Angll-treated siCTR cells.
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SUP2
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Conclusion de I'étude 1

Les premiers éléments de la littérature mettant en avant un role protecteur d’OPA1 dans les pathologies
cardiaques, |'objectif de cette étude visait a comprendre, la place de la protéine de fusion mitochondriale dans
I'nypertension artérielle, premier facteur de risque des pathologies cardiovasculaires. Ce projet a été basé sur
I'utilisation de modeles murins et cellulaires présentant une déficience d’expression du géne codant pour la
protéine de fusion mitochondriale, OPA1, soumis a un traitement hypertenseur. Le modéle murin Opal*/- soumis
a un traitement hypertenseur au L-NAME, a permis de mettre en évidence une aggravation de I'nypertension
artérielle chez ces animaux par rapport aux controles. En paralléle, I'utilisation de lignées de cellules endothéliales
et musculaires lisses de souris nous ont permis comprendre les effets de I'extinction d’Opal et du traitement
hypertenseur sur les deux types cellulaires majoritaires composants les artéres. Le traitement a I'angiotensine II
et l'altération de la fusion mitochondriale ont ainsi provoqué une augmentation du stress oxydant mitochondrial
et de I'apoptose des cellules associés a une fragmentation du réseau mitochondrial. Enfin, l'isolement spécifique
de CML primaires d'artéres mésentériques des animaux Opal*/- permet en plus de prouver que le traitement
hypertenseur, lui-méme, provoque la fragmentation du réseau mitochondrial. Ceci prouve alors que cet effet sur
la physiologie des artéres mésentériques peut étre en partie di a la fragmentation du réseau provoqué par la

délétion d'Opal et potentialisée par I'effet du traitement hypertenseur.
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Durant cette premiéere étude, basée sur les artéres de résistances, nous avons conservé un regard sur les artéres
de conductance et principalement l'aorte thoracique. Par ailleurs, en paralléle du traitement hypertenseur au L-
NAME, nous avons traité des souris a l'angiotensine II. C'est alors que nous avons observé des remodelages de
type anévrismaux et disséquants sur les aortes thoraciques des souris Opal*/- traitées a I’Angll (Figure 22),
soulevant alors une deuxiéme question :

- Lafusion mitochondriale joue-t-elle un réle dans les pathologies anévrismales et disséquantes de l'aorte ?

WT WT Opa1t*- Opa1t*-
sham Angll sham Angll

Figure 22 : Remodelage de l'aorte thoracique des souris contréles (WT) et Opal+*/- soumises a un traitement
hypertenseur (AngII) ou non (Sham).

Ces observations macroscopiques ont donc été le point de départ de notre deuxiéme étude visant a comprendre

le role de la dynamique mitochondriale dans l'anévrisme et la dissection aortique.

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 l84



Etude 2: Place de la dynamique mitochondriale dans

I'anévrisme et la dissection aortique

1. Introduction

1.1. Anatomie de |'aorte

L'aorte est la plus grosse et la plus longue artére du corps dont la principale fonction est de distribuer le sang
riche en oxygéne et en nutriments dans tout I'organisme. Directement connectée au ventricule gauche du cceur,
elle donne naissance aux principales artéres de la cage thoracique (artéres coronaires, tronc brachio-céphalique,
carotide gauche, brachiale gauche...) et abdominale (artéres hépatique, mésentériques, rénales...), jusqu'a la

partie inférieure de la cavité abdominale donnant naissance aux artéres iliaques.

\[ Carotlde commune gauche
l//< Artére sous claviére gauche

Crosse aortique

Tronc artériel brachio-céphalique

Aorte \,‘\__)1 ;
thoracique Aorte thoracique ascendante / 7/7 Aorte thoracique descendante
f

Artéres rénales

Aorte -
abdominale
$ Aorte abdominale sous-rénale

Arteres iliaques —, //h

Figure 23 : Représentation schématique des deux parties principales de I'aorte et de leurs sous-parties.

Le diaphragme décrit une division naturelle de I'aorte en deux parties : thoracique et abdominale (Figure 23).
De méme, 'aorte thoracique est, elle-méme, subdivisée en trois segments :

- Segment 1 : l'aorte thoracique ascendante (ATA) est directement située a la sortie de la valve aortique
et se termine au départ du tronc artériel brachio-céphalique (TABC). Elle est, elle-méme, divisée en
deux : le sinus de Valsalva (d’ou partent les deux coronaires) et I'ascendante elle-méme (1 a 2 cm au-
dessus des ostia coronariens)

- Segment 2 : la crosse aortique comprend la partie horizontale de I'aorte. Elle part du TABC, passe par la

carotide commune gauche et se termine sous |'artere sous-claviere gauche.
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- Segment 3 : l'aorte thoracique descendante qui chemine de I'artére sous-claviére gauche, exclue, jusqu’a
I'origine aortique du diaphragme. Elle donne naissance aux arteres bronchiques et intercostales.

L'aorte abdominale, quant a elle, est généralement considérée comme un seul et méme bloc. Elle peut tout de
méme étre scindée en deux segments :

- L'aorte abdominale péri-rénale : point de départ des principales artéres abdominales.

- L'aorte abdominale sous-rénale : linéaire jusqu’aux iliaques, présentant peu de collatérales.
Ainsi, l'aorte thoracique permet l'irrigation des muscles et organes de la téte, du cou, des bras et du thorax
comprenant principalement le cceur et le cerveau. L'aorte abdominale fait suite a |'aorte thoracique a partir du
diaphragme, jusqu'aux artéres iliaques et permet la vascularisation des organes abdominaux (reins, foie, rate,

estomac, intestins...) ainsi que la partie inférieure du corps (jambes).

Comme décrit précédemment, la structure pariétale de I'aorte est composée de 3 couches : I'intima, la média et
I'adventice. Etant donné que l'aorte est classée comme une artére de conductance, ou artére élastique, sa matrice
extracellulaire est principalement composée de fibres élastiques. Cependant, cette artére étant la plus longue du
corps, sa composition évolue a mesure que |'on s'éloigne du ceeur. En effet, I'aorte thoracique ascendante (ATA)
est le segment artériel comprenant la plus grande quantité d’élastine. Cette quantité diminue tout au long de

I'aorte proportionnellement a I'augmentation de collagéne.

1.2. Pathologies aortiques

L'aorte est constamment soumise a des contraintes hémodynamiques variables sur toute sa longueur, selon sa
distance avec le cceur et de la présence, ou non, de collatérales. Ces facteurs ont un impact majeur sur les
variations de pression ou de débit tout au long de I'aorte, donc sur les contraintes pariétales exercées sur la paroi
aortique. Ainsi, les atteintes vont étre variables tout au long de I'aorte.

- L'ATA est sujette a la forte pression du sang éjecté par le coeur qui s'abat principalement sur sa partie
externe (grande courbure). Elle est aussi la premiére touchée lors de dysfonctions valvulaires. La forte
pression trés localisée est responsable d’atteintes anévrismales non athéromateuses et de dissections
aortiques.

- Lacrosse aortique est le siége de perturbations de flux importantes. En effet, la naissance de trois artéres
provoque la formation d’un flux non laminaire favorisant les dépots lipidiques et, par conséquent, la
formation de plaques d'athérome.

- Par effet de « ricochet », le sang pulsé du cceur provenant directement de I’ATA peut entrainer une
fragilisation de la paroi aortique du haut de I’ATD a I'origine de grandes dissections aortiques.

- L'aorte abdominale, par la présence de nombreuses collatérales, présente de fortes perturbations
hémodynamiques, en faisant le siége privilégié d’anévrismes de types athéromateux.

Ces différentes atteintes aortiques peuvent étre associées aux facteurs de risque cardiovasculaires décrits dans
la partie 1 comme le mode de vie, le sexe ou I'dge des patients. Néanmoins, les deux points les plus importants
dans les pathologies aortiques, et principalement de type anévrismal, sont les facteurs génétiques (mutations

génétiques) et I'hypertension artérielle.
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1.3. L’'anévrisme

L'anévrisme est défini comme une pathologie de la paroi artérielle responsable d'une dilatation permanente et
localisée d'un vaisseau sanguin, d’au moins 50% de son diametre initial (Ernst 1993) associée a une perte de
parallélisme des parois de |'artére. Cette dilatation est liée a un remodelage de la paroi artérielle qui affecte les
propriétés mécaniques de |'artére et peut mener, dans le pire des cas, au décés du patient par rupture du
vaisseau. Par son caractére asymptomatique, un anévrisme est le plus souvent découvert de maniére fortuite lors
d'un examen médical ou lors de sa rupture. Il s'agit du stade le plus avancé de I'anévrisme qui peut entrainer la
mort du patient s'il n’est pas pris en charge a temps et le risque de rupture augmente a mesure que le diamétre
de I'anévrisme augmente.

Les anévrismes peuvent affecter tous les segments artériels et peuvent étre classifiés en fonction de leur
apparence macroscopique (Figure 24). Les anévrismes sacciformes forment une excroissance dans la paroi
artérielle due a une fragilisation ponctuelle. Les anévrismes fusiformes, les plus communs, sont diffus et affectent

toute la circonférence de l'artére.

@ B

Anévrisme sacciforme Anévrisme fusiforme

Rupture d’anévrisme

Figure 24 : Représentation schématique des différents types d'anévrisme.

a) anévrisme sacciforme, b) anévrisme fusiforme, c) rupture d'anévrisme.

La majeure partie de la population associe I'anévrisme avec les accidents vasculaires cérébraux (AVC). En effet,
les anévrismes intracraniens, formés a partir de vaisseaux de petit calibre, sont responsables d'une partie des
accidents vasculaires cérébraux, les AVC hémorragiques. Ils représentent environ 20% des cas mais ce sont les
plus graves. Majoritairement de type sacciforme, les anévrismes cérébraux sont principalement retrouvés au
niveau de bifurcations.

L'aorte peut également, étre sujette a la pathologie anévrismale. Comme décrit précédemment, toutes les parties
de 'aorte peuvent étre plus ou moins propice a un remodelage anévrismal. La localisation la plus fréquente reste

cependant l'aorte abdominale, avec plus de 60% des anévrismes artériels.
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Les anévrismes, quelle que soit leur localisation, sont définis par des changements progressifs de la paroi artérielle
en réponse a des modifications hémodynamiques conduisant a un amincissement de la média artérielle, avec la

dégradation de la MEC et la perte des CML, augmentant la susceptibilité de rupture (3.-B. Michel et al. 2011).

1.3.1. L'anévrisme de l'aorte abdominale
a) Généralités

Lorsque la dilatation touche la partie abdominale de I'aorte, on parle d'anévrisme de I'aorte abdominale (AAA). II
s'agit de la localisation la plus fréquente avec plus de 60% des anévrismes artériels (Ernst 1993). L'anévrisme de
I'aorte abdominale a une prévalence de 4 a 8% pour les hommes de plus de 65 ans et augmente avec I'age. Il
existe une forte prédominance masculine, qui tend a s'estomper avec I'age et le tabagisme. Le risque de rupture
est directement corrélé au diameétre de I'anévrisme et a sa vitesse de croissance (Brewster et al. 2003; Brady et
al. 2004). Ainsi, le risque de rupture augmente avec I'age et la gravité des |ésions. Méme si, jusqu’a la ménopause,
les femmes semblent étre moins touchées que les hommes, il a cependant été prouvé que les atteintes étaient
plus graves chez les femmes. De fait, le risque de rupture est quatre fois plus important chez les femmes par
rapport aux hommes pour des anévrismes de méme taille (Murali Krishna et al. 2020). En effet, |'cestrogéne est
impliqué dans la diminution du ratio collagene/élastine dans la paroi aortique, a l'origine de la fragilisation
pariétale et donc de la rupture d'anévrisme (Norman et Powell 2007).

Du fait de son caractére asymptomatique, I’AAA est principalement découvert de maniére fortuite lors d’examens

annexes ou trop tard, lors de la rupture du vaisseau.

L'aorte abdominale reste, a ce jour, la partie de I'aorte la plus touchée par les atteintes anévrismales étant donné
sa composition moins élastique et des facteurs hémodynamiques. Elle constitue en effet, le point de départ de
nombreuses artéres permettant l'irrigation de la partie inférieure du corps, créant de nombreuses perturbations
de débit et de pression. L'AAA est une forme particuliére d'évolution d'athérome caractérisé par la présence d'un
thrombus intraluminal, d’'une fragmentation de I'élastine, de I'apoptose des CML, de l'augmentation du stress

oxydant dans la paroi aortique et une infiltration de cellules immunitaires par I'adventice.

b)  Athérothrombose et hémodynamique

o Athérosclérose et athérothrombose
Selon I'OMS, « I'athérosclérose est une association variable de remaniements de l'intima des artéres de gros et
moyen calibre ». Il s'agit d’une pathologie diffuse et évolutive a I'origine de nombreuses complications vasculaires
comme l'infarctus du myocarde ou les AVC ischémiques, qui se caractérisent par une réaction immunitaire

chronique induisant la formation d'une plaque lipidique néo-intimale (Weber et Noels 2011).

La pathologie athéromateuse débute par une accumulation de lipoprotéines de basse densité (LDL-cholestérol)
dans la circulation sanguine qui, par un phénomeéne passif, va entrainer I'accumulation de ces derniers dans

I'intima artérielle. Suite a cette infiltration lipidique, les LDL subissent une oxydation (Jessup, Kritharides, et
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Stocker 2004; Stocker et Keaney 2004). Les LDL-oxydés pouvant alors générer des dérivés réactifs capables
d'induire des modifications de certains lipides (Stocker et Keaney 2004). Il est généralement admis que les
lipoprotéines modifiées sont impliquées dans la genése de la dysfonction endothéliale et dans la formation et la
progression des |ésions d'athérosclérose (Baynes et Thorpe 2000).

La deuxiéme phase implique les cellules immunitaires. Une accumulation néo-intimale de LDL provoque
I'augmentation d’expression de molécules d'adhérences (VCAM-1 et ICAM-1) a la surface de I'endothélium (Lusis
2000), permettant alors I'adhésion des monocytes circulants a la surface de celui-ci (Libby 2002). Une fois
adhérés, les monocytes sont capables de traverser la monocouche de cellules endothéliales et de se différencier
en macrophages sous l'influence de MCP-1 (« monocyte chemoattractant protein 1 ») et M-CSF (« macrophage
colony-stimulating factor »). Les macrophages présents dans |'espace sous-endothélial se transforment alors en
cellules spumeuses en captant les LDL-oxydés via leurs récepteurs « Scavenger ». Ceux-ci vont alors entrainer
une réaction inflammatoire chronique impliquée dans la croissance et |'entretien de la plaque (Lusis 2000; Libby
2002). L'ensemble des lipides infiltrés dans la paroi s'associe ensuite pour former un ceeur lipidique entouré d’une

chape fibreuse composée de CML dédifférenciées, possédant un phénotype sécrétoire, et de protéines de la MEC.

Dans le cas de I'AAA, on parle principalement d’athérothrombose pouvant contribuer a la formation du thrombus
intra-luminal (ILT), notion développée ultérieurement. Tout comme |'athérosclérose, l'athérothrombose est
définie comme une maladie générale des artéres, diffuse et évolutive, a 'origine de la plupart des accidents
cardiovasculaires graves, résultant de I'association de deux phénomeénes : I'athérosclérose et la thrombose. La
relation entre le dépdt de plaques lipidiques dans I'athérosclérose et le développement anévrismal dans l'aorte
abdominale a été établie par I'équipe du docteur Glagov (Xu, Zarins, et Glagov 2001). Cette étude prouve que
dans I’AAA le dépot de plaques lipidiques est associé a une dilatation locale avec un amincissement de la paroi et
une dégradation des fibres élastiques.

Les pathologies athérothrombotiques sont spécifiques des artéres possédant un terrain athéromateux, comme

les zones de bifurcations que I'on retrouve au niveau de I'aorte abdominale.

¢ Hémodynamique

L'aorte abdominale est une localisation préférentielle de dilatations athérothrombotiques spécifiquement par les
conditions hémodynamiques associées aux nombreuses bifurcations créées par toutes les artéres irrigant
I'abdomen et les membres inférieurs.

Il existe un important gradient de pression entre la lumiére soumise a la pression artérielle systolo-diastolique
(120-80 mmHg) et I'adventice ayant une pression interstitielle trés faible (10-30 mmHg). Ceci explique le
phénoméne de convection radiale des éléments plasmatiques a travers la paroi artérielle ainsi que les Iésions
médiales en résultant. Ainsi, les éléments sanguins circulants vont pénétrer dans la paroi aortique vers les couches
les plus externes et induire la destruction de la MEC et des CML. L'intensité et I'importance de cette pénétration
vont dépendre de plusieurs facteurs hémodynamiques comme le stress biomécanique, la réflexion de I'onde de

pression et de flux sur la bifurcation aortique et la porosité de la paroi aortique. Cette convection radiale est
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d’autant plus importante dans les AAA du fait de la forte porosité de I'ILT (Adolph et al. 1997), la perte
d’endothélium, la dégradation de la MEC, les perturbations de flux (J. B. Michel et al. 2011).

Aux bifurcations aortiques irrigant I'abdomen, vient s'ajouter la bifurcation aorto-illiaque créant des modifications
hémodynamiques importantes, prédisposant I'aorte abdominale a la dilatation athérothrombotique. Une étude de
Vollmar et ses collaborateurs (Vollmar et al. 1989) menée sur des patients présentant une amputation au-dessus
du genou, a mis en évidence un développement anévrismal sur le c6té opposé de la jambe non amputée (Figure
25). A l'inverse de la jambe amputée, pour laquelle l'lliaque se trouve thrombosée, la jambe « saine » présente
de nombreuses bifurcations, prouvant alors que les ondes de réflexion sur les bifurcations peuvent jouer un role
important dans le développement et la latéralisation des AAA.

Tous ces éléments mettent en évidence le réle majeur des facteurs hémodynamiques dans la survenue et le

développement de I'AAA.

X X
left right

Figure 25 : Formation d’anévrisme aprés amputation au-dessus du genou. (Volimar et al. 1989)

Enfin, si l'aorte thoracique est une zone a haute pression dans laquelle la convection radiale contribue a la
dilatation aortique, I'aorte abdominale est une grande zone de perturbation de flux favorisant la formation d’un

thrombus intraluminal susceptible de s'étendre et de provoquer la rupture aortique.

c) Role du thrombus intraluminal

En temps normal, une lésion vasculaire est a l'origine de la mise en place de I'hémostase qui empéche le
saignement grace a la coagulation, tout en limitant ce phénomeéne pour empécher l'occlusion du vaisseau.
L’hémostase fait intervenir de nombreux acteurs dont la fibrine, formée grace a la thrombine, qui est le point
final de la coagulation. En condition physiologique, elle est contrebalancée par un mécanisme de fibrinolyse
indispensable a la dissolution du caillot fibrinoplaquettaire, afin d’'empécher I'obstruction du vaisseau (Longstaff
et Kolev 2015). Une production inappropriée et une activité excessive de la thrombine sont les fondements de la

formation de caillots de fibrine dans la lumiére artérielle responsable d’événements thromboemboliques et
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ischémiques. L'une des caractéristiques de I’AAA est justement la formation de fibrine appelée thrombus intra-
luminal.

En effet, I'altération du milieu hémodynamique de I'aorte entraine une stagnation et la collision des éléments
figurés du sang, contribuant a la formation d’un thrombus intraluminal (ILT) qui est retrouvé dans 75% des AAA
(Harter et al. 1982). 1l s'agit d’'un néo-tissu biologiquement actif et dynamique, stratifi¢, constitué de différentes
couches de fibrine se formant au niveau intimal, a l'interface avec le sang (Fontaine et al. 2002; Touat et al.
2006; J. B. Michel et al. 2011). Il est principalement constitué d’hématies et de plaquettes favorisant la rétention
et I'activation du plasminogéne (Fontaine et al. 2002; Xavier Houard et al. 2009). Ce dernier permet la formation
de couches successives de fibrine qui peut jouer un rdle de soutien de la paroi aortique amincie et dégénérée. En
effet, il a été prouvé que la présence d’'un ILT est corrélée a une épaisseur de la paroi aortique diminuée (Kazi et
al. 2003).

Du fait de sa taille et de sa composition, I'ILT forme un terrain hostile au développement de cellules vasculaires
(Fontaine et al. 2004) et a l'initiation et la propagation de la réponse inflammatoire (Kazi et al. 2003; J.-B. Michel
et al. 2007b). En effet, des études ont mis en avant la production accrue de protéases contribuant non seulement
a la dégradation de la MEC mais aussi des protéines d’adhésion provoquant le détachement des cellules par
anoikis (Fontaine et al. 2002; Meilhac et al. 2003; J.-B. Michel et al, 2011). Cet environnement protéolytique est
favorisé par un recrutement immunitaire important dans I'ILT (Kazi et al. 2003; X. Houard et al. 2007; J.-B.

Michel et al. 2007b) qui sera décrit ultérieurement.

d) Remodelage de la paroi aortique

o Dégradation de la matrice extra-cellulaire

La dégradation de la MEC est considérée comme le facteur le plus important dans le développement de I'AAA.
L'un des éléments principaux est la fragmentation et la diminution de la quantité des lamelles élastiques. L'élastine
représente plus de 40% de la paroi aortique, contre 8% de celle d'une aorte anévrismale (Campa, Greenhalgh,
et Powell 1987; Carmo et al. 2002). On retrouve en effet, une diminution, une désorganisation et une
fragmentation du nombre de lamelles élastiques mais aussi du nombre de fibres d'élastine par lame. En paralléle,
la quantité de collagéne se trouve généralement augmentée dans l'aorte anévrismale (He et Roach 1994; Minion
et al. 1994; Carmo et al. 2002). De nombreuses études montrent, en plus de I'augmentation du collagéne, une
accélération de son renouvellement (Menashi et al. 1987; Baxter et al. 1994; Minion et al. 1994).

Les variations d'élastine et de collagéne de la paroi sont principalement quantifiées via le rapport
élastine/collagéne. Au vu de la diminution d’élastine par rapport au collagéne, ce ratio se trouve diminué dans
I’AAA. 1l arrive que la quantité d'élastine soit augmentée (Baxter et al. 1994; Minion et al. 1994) ou que le
collagéne soit inchangé (Dubick et al. 1988). Dans les deux cas, il y a toujours un effet de dilution de la quantité
d'élastine par rapport au collagéne réduisant toujours le ratio élastine/collagéne. Celui-ci est d’autant plus diminué
a mesure de I'évolution de I'’AAA. En effet il a été prouvé que les anévrismes de petite taille (moins de 5 cm de
diamétre) présentent principalement une diminution de la quantité d'élastine. A l'inverse, lors d'anévrismes de
plus grand diamétre, nous retrouvons une augmentation progressive du collagéne qui induit un effet de dilution

de I'élastine dans la masse augmentée de collagéne (Sakalihasan et al. 1993).
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Ainsi, I’AAA est principalement défini par la protéolyse de I'élastine qui favorise le développement anévrismal. Si
le collagéne est principalement augmenté dans I’AAA, il subit également, une dégradation protéolytique (Abdul-
Hussien et al. 2007) qui est principalement impliquée dans le risque de rupture. En effet, l'activité collagénase
dans la paroi anévrismale se trouve augmentée dans les anévrismes rompus (Menashi et al. 1987), et une faible

quantité de collagéne est associée au risque de rupture (Abdul-Hussien et al. 2007; Klink et al. 2011).

De nombreuses protéases ont été impliquées dans le développement de I’AAA telles que les ADAM (« A Disintegrin
and Metalloprotease ») (Folkesson et al. 2015; Kawai et al. 2017), les cathepsines (Sun et al. 2011; 2012; Y. Qin
et al. 2012) ou encore certains composants du systéme fibrinolytique (E. Allaire, Hasenstab, et al. 1998; X.
Houard et al. 2007). Les sérines protéases ont aussi un role important dans le développement anévrismal
(Chamberlain et al. 2010) en dégradant la MEC, directement ou indirectement, en passant par les protéines
d'adhésion induisant, par la méme occasion, le détachement des CML par anoikis (Meilhac et al. 2003). Mais les
MMP restent, a ce jour, les acteurs majeurs de la protéolyse matricielle. Plusieurs études ont démontré une
augmentation de I'expression de MMP dans I’AAA aussi bien chez I'Homme que dans des modéles expérimentaux
(Annabi et al. 2002; Abdul-Hussien et al. 2007). Il a été démontré que l'inhibition de I'activité des MMP par
I'administration de doxycycline limite la dégradation de la média et réduit I'incidence de I'AAA (Prall et al. 2002).
Ce sont les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) qui jouent le role le plus important dans la dégradation matricielle des
aortes anévrismales (Sakalihasan et al. 1996; Wassef et al. 2001; Annabi et al. 2002; Longo et al. 2002).
MMP-2, principalement produite par les CML vasculaires et les macrophages infiltrant la paroi, se trouve largement
augmentées dans I'AAA. Sa concentration semble augmenter a mesure de la croissance de I'AAA (Freestone et
al. 1995; Crowther et al. 2000), suggérant le r6le de MMP-2 dans |I'expansion anévrismale. Il a été mis en évidence
que la déficience génétique de MMP-2 inhibe le développement d’AAA (Longo et al. 2002). L'activation des MMP-
2 semble également augmentée dans I’AAA. En effet, MT1-MMP, qui joue un rdle important dans son activation,
est surexprimé dans I'’AAA chez I'Homme (Nollendorfs et al. 2001). La déficience en MT1-MMP réduit
drastiqguement I'incidence de la dilatation anévrismale dans un modéle expérimental d’AAA, qui est restauré par
le transfert de macrophages compétents (Xiong, Knispel, et al. 2009).

En paralléle, de nombreuses études ont démontré que MMP-9 est la métalloprotéinase majoritaire dans I'AAA.
Son expression et son activité sont largement augmentées dans I’AAA tant au niveau tissulaire que plasmatique
(Sakalihasan et al. 1996; Patel et al. 1996; Hovsepian et al. 2000; Vasic et al. 2017). La dégénérescence de I'AAA
chez I'animal se trouve inhibée par l'invalidation du géne codant pour MMP-9 (Pyo et al. 2000) et I'inhibition de
la voie de signalisation MMP-9 permet de prévenir le développement de I'AAA (F. Yao et al. 2019). De plus,
I'expression de MMP-9 se trouve plus importante dans les anévrismes rompus, mettant alors en avant son rdle
dans I’évolution de I’AAA vers la rupture (Petersen, Wagberg, et Angquist 2002). Comme pour MMP-2, les CML
mais aussi les macrophages ont une part importante dans la production des MMP-9 (Thompson et al. 1995). En
effet, le transfert de moelle osseuse déficiente en MMP-9 dans une souris sauvage met en avant |'effet protecteur
révélé lors de la déficience en MMP-9. A contrario, la transplantation de cellules de moelle osseuse exprimant
correctement MMP-9 chez une souris déficiente en MMP-9 altére cette protection (Pyo et al. 2000). De méme, la

transplantation de macrophages péritonéaux compétents chez des souris déficientes en MMP-9 abolit la protection
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contre le développement anévrismal, confirmant la place cruciale des macrophages dans la dégradation de la
MEC par les MMP-9 (Longo et al. 2002).

L'élastase macrophagique (MMP-12) prend aussi une part dans la protéolyse de |'élastine pariétale (Shipley et al.
1996). Une expression de MMP-12 dans la partie active de dégradation de I'élastine de I’AAA a été démontrée (J.
A. Curci et al. 1998). En revanche, des résultats contradictoires ont été mis en avant quant a son implication
dans le développement anévrismal dans différents modéles murins d’AAA (Pyo et al. 2000; Longo et al. 2005).
Enfin, des études ont rapporté I'importance d’autres MMP dans la dégradation du collagéne adventitiel dans I'’AAA
qui se trouvent augmentées dans les aortes anévrismales comme les MMP-1 (Irizarry et al. 1993; Tamarina et
al. 1997), MMP-3 (Carrell et al. 2002) et MMP-13 (Mao et al. 1999)..

Cette protéolyse matricielle est partiellement limitée par les antiprotéases comme les TIMP (K. Nishimura et al.
2003), sécrétées en tout ou partie par les CML et les macrophages au sein du tissu anévrismal. La modification
de la balance entre les MMP et leurs inhibiteurs, les TIMP, joue un réle important dans le développement de I'AAA
en créant un déséquilibre entre I'activité des MMP et des TIMP (Knox et al. 1997). En effet, I'inflammation accrue
de la paroi anévrismale entraine une forte augmentation de la quantité des MMP et un déréglement de la balance
MMP/TIMP potentialisant alors la dégradation de la MEC et la mort des CML, empéchant le renouvellement de la
MEC.

De nombreuses études ont cherché a comprendre les variations et le role de TIMP-1 et TIMP-2 au cours du
développement de I’AAA (Tamarina et al. 1997; Elmore et al. 1998). Les études montrent des résultats variables
mais, dans I'ensemble, les expressions de TIMP-1 et TIMP-2 sont principalement augmentées ou inchangées
(McMillan, Patterson, Keen, et Pearce 1995; McMillan, Patterson, Keen, Shively, et al. 1995). L'important est le
ratio MMP/TIMP qui se trouve augmenté dans I’AAA suggérant que l'augmentation des MMP prend le dessus sur
celle des TIMP (Tamarina et al. 1997; Elmore et al. 1998). Quelles que soit les variations d’expression des TIMP
dans le tissu anévrismal, leur réle protecteur dans le développement de la pathologie a largement été mis en
avant. En effet, il est acquis que la déficience de TIMP-1 provoque l'aggravation de la dilatation anévrismale dans
un modéle d’AAA (Eskandari et al. 2005). En outre, la surexpression locale de TIMP-1 provoque la diminution de
MMP-2 et MMP-9 diminuant ainsi la dilatation anévrismale en restaurant la balance MMP/TIMP (E. Allaire, Forough,
et al. 1998). Enfin, l'inhibition de TIMP-2 provoque |'accroissement anévrismal dans un modéle murin d’AAA
(Xiong et al. 2006).

e Apoptose des CML
En plus de I'impact majeur de la protéolyse matricielle, la diminution drastique de la densité de CML participe
activement a I'amincissement de la média dans I'AAA.
Dans la paroi anévrismale, les CML subissent ce qu’on appelle un « switch phénotypique » durant lequel elles
évoluent d'un phénotype contractile différencié vers un phénotype sécrétoire dédifférencié. Ce switch (Lacolley
et al. 2012) est associé a des modifications structurelles et fonctionnelles des CML. On y retrouve alors une
répression de I'expression des genes codant pour les protéines contractiles. En effet, des articles ont démontré

une diminution significative de I'expression génique de I'a-SMA et de Sm22-a dans différents modéles d’AAA, en
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partie due a la méthylation de leur promoteur (Ailawadi et al. 2009; Zhong et al. 2019). Il a été prouvé que
I'inhibition de SM22-a est associée a une augmentation de la production de ROS et a une aggravation de la
pathologie anévrismale. A contrario, la surexpression de SM22-a protége la paroi aortique contre le
développement de I’AAA (Zhong et al. 2019). En paralléle de cette répression des génes contractiles, ce switch
phénotypique des CML est associé a une augmentation significative de la sécrétion de MMP-2 et MMP-9 par les
CML (Airhart et al. 2014). Elles jouent donc un rdle important de soutien des cellules inflammatoires dans la
sécrétion de MMP et donc dans la dégradation de la MEC. En effet, I'inhibition du switch phénotypique des CML
limite I'expansion de I’AAA (X. Qin et al. 2019; Lai et al. 2020).

Cette diminution des marqueurs spécifiques des CML est associée a une augmentation de leur apoptose.
L'environnement proche des CML a un impact majeur sur leur phénotype. En effet, la dégradation de la MEC et
la diminution du contact entre les CML et la MEC peuvent induire le détachement des CML et leur mort par anoikis
(Meilhac et al. 2003). De plus, les cytokines et facteurs de croissance produits par les cellules inflammatoires
environnantes, ou encore les différents stress mécaniques ou les ROS influencent le phénotype des CML. En effet,
la présence de fibronectine ou encore de collagene I favorise le switch phénotypique des CML vers un phénotype
sécrétoire (Hedin et al. 1988). Une étude in vitro a mis en évidence que I'action combinée de plusieurs cytokines
pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'IFN-y, et I'IL-1B provoque l'apoptose des CML de rat (Geng et al. 1996).
Ceci provoque un cercle d’amplification car cette apoptose précoce des CML augmente la réponse inflammatoire
et donc le développement anévrismal. En effet, I'inhibition de I'apoptose cellulaire provoque la diminution de
I'infiltration macrophagique, la dégradation de la MEC et par conséquent le développement de I’AAA dans un
modele expérimental d’AAA (Yamanouchi et al. 2010).

Les CML ayant une part trés importante dans la production des composants de la MEC, leur apoptose a un impact
majeur sur le développement de I'AAA. La restauration de la quantité de CML dans un modéle d’AAA diminue la
dégradation de la MEC, l'infiltration des cellules inflammatoires et donc le développement anévrismal (Eric Allaire
et al. 2002).

e) L'inflammation

En plus des modifications hémodynamiques, de la dégradation de la MEC et de l'apoptose des CML, I'anévrisme
de I'aorte abdominale est défini par une forte réponse immunitaire adventitielle, site privilégié de la réponse
immune adaptative de la paroi artérielle (Figure 26).

L'infiltrat inflammatoire chronique est une des caractéristiques principales de I’AAA (Koch et al. 1990), donnant
ainsi sa définition de pathologie inflammatoire chronique de la paroi vasculaire. Une grande partie de cet infiltrat
est retrouvé dans l'adventice de l'aorte anévrismale (Freestone et al. 1995) grace aux vasa vasorum. La
progression de I'AAA implique I'immunité innée et adaptative. Des études ont en effet mis en avant la présence
de cellules de I'immunité innée (monocytes, macrophages, mastocytes, cellules dendritiques, Natural Killers et
neutrophiles), de I'immunité adaptative (lymphocytes T et B) et de nombreuses cytokines dans I'AAA (Koch et al.
1990), associées a une augmentation de l'expression de leurs génes (Lenk et al. 2007; Biros et al. 2015).
L'inhibition de linfiltration leucocytaire via I'administration d’‘anticorps anti-CD18 réduit le développement

anévrismal dans un modéle d’AAA chez le rat (Ricci et al. 1996).
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Figure 26 : Représentation schématique des mécanismes associés a la physiopathologie de I'anévrisme de

I'aorte abdominale. Adapté de (Davis, Rateri, et Daugherty 2014)

o Les cellules immunitaires
Parmi les différents types de leucocytes retrouvés dans l'infiltrat inflammatoire de I’AAA, les macrophages se
trouvent en plus grand nombre et sont retrouvés dans la média et I'adventice, notamment lors de I'initiation de
la pathologie (Koch et al. 1990; Saraff et al. 2003; Boytard et al. 2013). Cette accumulation de macrophages a
été mise en évidence dans différents modeéles expérimentaux d’AAA (Anidjar et al. 1990; Freestone et al. 1997;
Saraff et al. 2003; Rateri et al. 2011). Des études ont prouvé qu'au-dela des macrophages seuls, différents
acteurs de la différenciation des monocytes en macrophages, de leur recrutement ou de la signalisation des
macrophages sont modulés dans I'AAA. 1l a été mis en évidence qu’une déficience de CCR2 (« C-C chemokine
receptor type 2 ») dans différents modéles expérimentaux d’AAA réduit le développement anévrismal (M.
Ishibashi et al. 2004; MacTaggart et al. 2007; Daugherty et al. 2010). De la méme maniére, une déficience de
MyD88 (« Myeloid differenciation factor 88 ») dans les macrophages provoque une diminution de I'’AAA dans un
modele murin de perfusion d’AnglI (Owens et al. 2011).
Des expérimentations ont aussi révélé la présence de neutrophiles dans I’AAA (Cohen et al. 1991), principalement
sur la face luminale du thrombus (Xavier Houard et al. 2009). Il a été prouvé que la déplétion en neutrophiles
réduit la formation anévrismale (Eliason et al. 2005). De méme, I'inhibition de la L-sélectine, impliquée dans le
recrutement des neutrophiles, diminue le développement anévrismal dans un modéle murin d’AAA (Hannawa et
al. 2005).
Les mastocytes, connus pour produire de nombreuses protéases et facteurs inflammatoires, sont aussi
représentés dans la réaction inflammatoire de I'’AAA (Swedenborg, Mayranpaa, et Kovanen 2011). Leur inhibition
permet, 1a encore, de prévenir le développement de I'’AAA dans des modéles expérimentaux d’AAA (Sun et al.
2007; Tsuruda et al. 2008).
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Plusieurs études ont aussi révélé la présence de cellules Natural Killers (NK) dans la paroi aortique anévrismale
(Chan et al. 2005). Cette augmentation de la quantité de NK a principalement été relevée dans la circulation
sanguine de patients présentant un AAA (Forester et al. 2006). Mais le rdle de ces cellules dans le développement

anévrismal n'est pas encore déterminé.

L'analyse de tissus aortiques anévrismaux de patients révéle une surexpression de lymphocytes T et B (Saraff et
al. 2003). Chez I'Homme, les lymphocytes T, principalement les CD4+, sont les plus représentés dans les phases
avancées de la pathologie (Koch et al. 1990). Cet infiltrat lymphocytaire a aussi été mis en avant dans des
modéles expérimentaux d’AAA (Saraff et al. 2003; John A. Curci et Thompson 2004), confirmant I'importance de
ces cellules dans le développement anévrismal. L'implication des lymphocytes T dans le développement
anévrismal est encore controversée. En effet, une cohorte de patients présentant un AAA a démontré une
déficience fonctionnelle des lymphocytes T régulateurs CD4+ et CD25+ (Yin et al. 2010, 25). Mais l'inhibition
totale des lymphocytes semble n‘avoir aucun impact sur la formation anévrismale sur un modele murin d’AAA
(Uchida et al. 2010). Il semblerait cependant que les différents sous-types de lymphocytes T CD4+ jouent des
roles différents dans le développement anévrismal. Il est acquis que les lymphocytes T CD4+ peuvent évoluer
vers différents types cellulaires dont les principaux sont les lymphocytes T helper (Th1l, Th2 et Th17) et les
lymphocytes T réqulateurs (Treg) présentant chacun des profils cytokiniques différents. Il semblerait que la
déstabilisation de la balance entre lymphocytes T helper de type 1 et 2 joue un rdle dans le développement
anévrismal (Shimizu et al. 2004). En effet, le profil cytokinique du tissu anévrismal semblerait orienté vers le
type Th2, et un blocage de la signalisation Thl au profit des Th2 favoriserait la survenue d'événements
anévrismaux (Shimizu et al. 2004), mais ces observations restent encore controversées (Xiong et al. 2004; Galle
et al. 2005). Quant aux lymphocytes Th17, ils sont responsables de la production d'IL-17 et d'IL-23, décrits
ultérieurement.

En paralléle, on retrouve une diminution du nombre de lymphocytes Treg dans la paroi anévrismale avec une
capacité immunosuppressive altérée (Yin et al. 2010; Y. Zhou et al. 2015). Ces derniers ont un role protecteur
dans le développement anévrismal (M. X et al. 2014), notamment par la production d’IL-10 et de TGF-B. En effet,
la déficience d'IL-10 inhibe I'effet protecteur des Treg (Ait-Oufella et al. 2013). Le réle du TGF-B sera développé
ultérieurement.

Les lymphocytes B ont aussi été retrouvés dans l'infiltrat inflammatoire de I’AAA chez I'Homme ainsi que dans
des modéles expérimentaux d’AAA (Ocana et al. 2003; Furusho et al. 2018). Leur role dans le développement de

I’AAA reste cependant encore controversé (Meher et al. 2014; Schaheen et al. 2016; Furusho et al. 2018).

¢ Les cytokines
Les cytokines sont des molécules de signalisation indispensables aux communications intercellulaires, a la réponse
inflammatoire et au recrutement leucocytaire. Ce sont aussi des actrices majeures du développement anévrismal.
En effet, un nombre important d'études a révélé une augmentation des taux plasmatiques et tissulaires de TNF-
a, d'IL-1pB et d’IL-6 (Juvonen et al. 1997; Middleton et al. 2007; Golledge et al. 2009).
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Le TNF-a (« tumor necrosis factor »), qui a un role important dans la production de MMP-2 et MMP-9, se trouve
augmenté dans le plasma de patients présentant un AAA (Juvonen et al. 1997; Golledge et al. 2009) ainsi que
dans les tissus anévrismaux de patients (Satoh et al. 2004; Kaneko et al. 2011). Il a été rapporté qu’une inhibition
pharmacologique du TNF-a limite le développement de I'AAA (Xiong, MacTaggart, et al. 2009). On observe aussi
une augmentation des enzymes régulatrices du TNF-a comme le TACE (« TNF-a-converting enzyme ») (Satoh et
al. 2004). L'inhibition du TNF-a ou du TACE diminue le développement anévrismal dans un modéle expérimental
d’AAA (Xiong, MacTaggart, et al. 2009; Kaneko et al. 2011). En revanche, la déficience génétique du récepteur
p55 TNF (p55 TNFR), I'un des récepteurs les plus importants dans la réponse inflammatoire régulée par le TNF-
a, ne semble produire aucun effet sur le développement anévrismal (Xanthoulea et al. 2009).

La deuxieme cytokine ayant un role important dans la réponse inflammatoire de I'AAA est le TGF-B
(« transforming growth factor »). A I'inverse du TNF-a, le TGF-B joue un role protecteur dans I’AAA par l'inhibition
de l'activité des MMP et la stimulation de la production de collagene par les cellules vasculaires (Amento et al.
1991; Xie, Dong, et Fidler 1994; Roberts et al. 1986). Il a été démontré qu’une inhibition du TGF-B induisait
I'aggravation de la pathologie anévrismale vers la rupture (Lareyre et al. 2017). De plus, le blocage systémique
du TGF-B provoque l'augmentation de I'apoptose des CML et la fragmentation de I'élastine, augmentant alors le
risque de rupture dans différents modéles murins d’AAA (Y. Wang et al. 2010; Lareyre et al. 2017). A l'inverse,

la surexpression de TGF-B permet une stabilisation de I'AAA préexistant (Dai et al. 2005).

Enfin, les interleukines (IL) sont également d'importants régulateurs de I'inflammation dans I’AAA. Ici encore, de
nombreuses études ont montré une augmentation plasmatique et tissulaire de nombreuses interleukines comme
I'TL-1B, I'IL-6 et I'IL-17 (Juvonen et al. 1997; Middleton et al. 2007; Golledge et al. 2009).

L'IL-1B, principalement produite par les macrophages, se trouve augmentée dans I’AAA (Middleton et al. 2007).
Tout comme I'IL-10, I'IL-1B semble avoir un rdle protecteur dans I'AAA. En effet, le blocage précoce de I'IL-1B
prévient le développement anévrismal dans un modele expérimental d’AAA (Lareyre et al. 2017). En revanche,
son effet dans la progression de la pathologie vers la rupture est assez controversé car son inhibition, lorsque la
pathologie est déja installée, ne semble pas freiner sa progression (Lareyre et al. 2017).

L'IL-6, produite par les macrophages, les lymphocytes T et les cellules vasculaires, se trouve aussi augmentée
dans I'AAA (Middleton et al. 2007; Pope et al. 2015). En revanche, son role dans le développement de la pathologie
est encore mal connu. Dans un modéle murin d’AAA, la délétion de I'IL-6 n’a pas d'effet sur le développement de
I’AAA (Pope et al. 2015). En revanche, la diminution de I'activité du récepteur a I'IL-6 (IL-6R) semblerait étre
associée a une augmentation du risque de survenue d’AAA (Harrison et al. 2013), mais d'autres études ont
rapporté qu‘une inhibition pharmacologique de I'IL-6R aurait peu d'effet sur le développement de I'AAA (M et al.
2017).

Enfin, le role de I'IL-17 a également été étudié mais son role reste encore controversé. En effet, plusieurs études
ont mis en évidence une réduction de la réponse inflammatoire et donc une diminution du développement
anévrismal dans des modéles expérimentaux d’AAA (Sharma et al. 2012; Wei et al. 2014). En revanche, une
autre étude a prouvé qu’une diminution de la production d’IL-17 jouerait plut6t un role dans le développement
de I’AAA (Romain et al. 2013). Il est donc difficile de définir avec précision le role de I'IL-17 dans le développement

anévrismal.
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f) Le stress oxydant

Une augmentation du stress oxydant a largement été mis en avant dans I'AAA chez I'Homme (Miller et al. 2002)
et serait associé a I'état clinique des patients et au risque de mortalité (P. J et al. 2012). Cette augmentation a
aussi été mise en avant dans des modeles expérimentaux d’AAA (Griendling et al. 1994; Yajima et al. 2002;
Thomas et al. 2006). En effet, plusieurs sous-unités de la NADPH oxydase se trouvent augmentées dans les
modéles expérimentaux d’AAA (Griendling et al. 1994; W. Yu et al. 2020) et la délétion de p47phox atténue I'AAA
(Thomas et al. 2006).

Les cellules vasculaires peuvent étre une source de ROS. Le stress biomécanique appliqué sur la paroi vasculaire
a un role direct dans la production de ROS via la NADPH oxydase des CML (Grote et al. 2003). Les cellules
immunitaires jouent un role important dans la production de ROS (Rajagopalan et al. 1996). En effet, les cytokines
pro-inflammatoires produites par les leucocytes tissulaires participent a I'augmentation de l'activité NADPH
oxydase (Satriano et al. 1993). En paralléle, le stress oxydant est un point central de la réponse immunitaire
adaptative dans I’AAA. En effet, en plus de contribuer a la dégradation matricielle (Wassef et al. 2001), le stress
oxydatif posséde une place prédominante dans linflammation du tissu anévrismal par l'augmentation de
molécules d’adhésion, de cytokines chimiotactiques et peptides chémo-attractants permettant le recrutement de
cellules immunitaires (McCormick, Gavrila, et Weintraub 2007).

Le stress oxydatif joue un réle majeur dans la protéolyse de la média via I'activation des MMP (Rajagopalan et al.
1996). Il a été prouvé que l'inhibition des ROS dans ces modéles induisait non seulement la diminution de
I'expression de MMP-2 et MMP-9 mais également une réduction de la formation de I'’AAA (Xiong, Mactaggart, et
al. 2009).

Pour conclure, toutes ces informations prouvent que I'anévrisme de I'aorte abdominale, a l'instar des pathologies
inflammatoires chroniques, est une pathologie multifactorielle qui auto-entretient son propre développement. En
effet, la dégradation de la MEC et I'apoptose cellulaire ont un impact majeur dans le recrutement de cellules
inflammatoires et la production de stress oxydatif (Postlethwaite et Kang 1976; Senior, Griffin, et Mecham 1980;
Dale et al. 2016) qui, eux-mémes, induisent la protéolyse matricielle, le détachement et la mort des CML
(Thompson et al. 1995; Longo et al. 2002; Meilhac et al. 2003). Ainsi, chaque acteur de son développement joue
un role sur les autres, produisant un cercle d’amplification important de la pathologie vers le stade le plus avancé,

la rupture.

1.3.2. Anévrismes et dissections de I'aorte thoracique

Si l'aorte abdominale est la localisation privilégiée des anévrismes aortiques avec plus de 60% des anévrismes
artériels (Ernst 1993), I'aorte thoracique représente également une localisation privilégiée pour le développement
d'anévrismes et de dissections artériels. Ces pathologies ont une incidence moins importante que les AAA. Elles
sont cependant trés mortelles et souvent découvertes trop tardivement. Les mécanismes responsables de la

survenue et du développement de ces pathologies sont donc beaucoup moins documentés.
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a) Les anévrismes de |'aorte thoracique

Les anévrismes de |'aorte thoracique (AAT) peuvent étre classés en plusieurs catégories en fonction de la zone
aortique touchée. La partie ascendante de I'aorte est la plus touchée avec plus de 60% des cas et une incidence
d’environ 5 cas pour 100 000 personnes (Johansson, Markstrom, et Swedenborg 1995). Il s’agit surtout d'une
pathologie avec un taux de mortalité trés élevé, supérieur a 95% en cas de rupture (Johnston et al. 1991;
Johansson, Markstrém, et Swedenborg 1995).

Les anévrismes de |'aorte thoracique sont globalement asymptomatiques. Les symptdmes proviennent
principalement de la compression des tissus voisins lors de la dilatation de I'aorte. Le tissu aortique de patients
présentant un AAT présente de profondes modifications de la MEC caractérisées par une fragmentation des fibres
élastiques et des modifications phénotypiques des CML (Lindsay et Dietz 2011; Isselbacher, Lino Cardenas, et
Lindsay 2016).

b) Les dissections aortiques

Une dissection de I'aorte thoracique (DAT) correspond a une déchirure intimale provoquant l'infiltration de sang
pulsé dans la média aortique. Cette infiltration de sang provoque la création d'une cavité, dite fausse lumiere,
paralléle a la lumiére aortique. Avec le temps, cette cavité peut s'accroitre et induire la réduction du calibre
artériel en obstruant la lumiére artérielle. Le plus grand risque pour les patients est la mort par rupture. Sans
prise en charge, le risque de rupture et de mort augmente de 1% toutes les heures. Méme avec un traitement
approprié, la rupture aortique provoque un taux de mortalité de plus de 50% (Dillavou, Muluk, et Makaroun
2006). Parmi les patients qui survivent a I'opération, la dissection confére tout de méme une mortalité de 50%
dans les 30 jours (Howard et al. 2013). L'aorte ascendante demeure, le segment aortique le plus fréquemment

touché par la dissection (60%).

De Bakey I Il 1]
Stanford A A B

Figure 27 : Représentation schématique des classifications des différentes dissections de I'aorte thoracique.
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Les dissections aortiques peuvent étre classifiées en fonction de I'anatomie, la localisation de la déchirure intimale
initiale et de I'expansion de la dissection (Figure 27) :
- La classification de De Backey classe les dissections en trois catégories : type 1, la déchirure intimale se
situe dans I'ATA et peut s'étendre jusqu'a I'ATD ; type 2, elle débute et se localise uniqguement dans
I'ATA ; type 3, elle débute et se localise uniqguement dans I’ATD.
- La classification de Stanford scinde les dissections en deux catégories : les dissections aortiques de type
A (65% des cas) comprennent les dissections touchant I'aorte ascendante pouvant s'étendre jusqu’a la

descendante et les dissections de type B (35% des cas) touchant uniquement I’ATD.

Si les anévrismes aortiques se développent principalement de maniére asymptomatique, le développement des
dissections aortiques s'accompagne de fortes douleurs thoraciques et dorsales. La premiére difficulté dans leur

diagnostic est donc de différencier la dissection aortique d‘atteintes cardiaques, comme l'infarctus du myocarde.

c) Les facteurs de risques et prises en charges

Contrairement a I’AAA, pathologie inflammatoire étroitement liée a la pathologie athéromateuse, la composante
inflammatoire ne semble jouer qu'un rble mineur dans le développement des AAT et DAT. De méme,
I'athérosclérose n'est pas un facteur de risque majoritaire de I'AAT et de la DAT. En effet, étant donné la forte
pression a la sortie du cceur, l'aorte ascendante est généralement dépourvue d'athérosclérose (Zarins, Xu, et
Glagov 2001). Dans ce contexte, la présence d'athérome devient secondaire dans ces pathologies. Le sang est
continuellement expulsé du cceur a forte pression et exerce ainsi une contrainte importante sur la paroi de I'ATA
avec une répartition des contraintes non uniforme sur toute I’ATA (Cotrufo et al. 2005). En effet, les contraintes
dues a l'expulsion du sang sont concentrées dans la grande courbure de I'ATA, raison pour laquelle les atteintes
anévrismales ou disséquantes se développent principalement sur la grande courbure (Tremblay et al. 2010). Par
effet de « ricochet », le sang frappant la grande courbure de I’ATA est directement envoyé sur le haut de I'ATD,
fragilisant la paroi et créant ainsi une localisation plus propice a une déchirure intimale et/ou une atteinte
anévrismale de la paroi aortique.

Les facteurs de risque majoritaires des pathologies de I'aorte thoracique ont principalement trois étiologies
comprenant la présence d'une valve bicuspide (Nistri et al. 2002; Grotenhuis et al. 2007; Choudhury et al. 2009;
Viscardi et al. 2010; Pham et al. 2013), des facteurs héréditaires et des formes dégénératives chez des patients
agés (J.-B. Michel, Jondeau, et Milewicz 2018). Mais le facteur de risque majoritaire de la dissection aortique
reste I'nypertension artérielle présente dans 75% des patients (Albornoz et al. 2006).

Les traitements contre les anévrismes et dissections de |'aorte thoracique passent dans un premier temps par la
prévention des risques d’expansion et de rupture. Le contréle de la pression artérielle reste un traitement
important pour la stabilisation de ces pathologies (Ong et al. 2010). Mais I'expansion des pathologies requiert un
acte chirurgical dans le but de réduire la dilatation aortique et/ou de refermer la cavité formée. Cependant, si

I'atteinte s'avére trop importante, il convient de remplacer le segment touché par une prothése synthétique.

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 1 100



Du fait de la gravité de ces pathologies et de la prise en charge tardive des patients, les mécanismes a l'origine
de ces pathologies sont encore mal connus. La plupart des études menées sur les pathologies de I'aorte thoracique
sont principalement basées sur les mutations génétiques favorisant leur développement. Environ un quart des
patients avec une pathologie de l'aorte thoracique présentent une mutation les prédisposant a celles-ci, comme
dans le cas du syndrome de Marfan, causé par une mutation du géne codant pour la fibrilline-1 (FBN1). Les
formes génétiques d'anévrismes ou de dissections de I'aorte thoracique peuvent étre classées en trois catégories :
une mutation génétique d’'un composant de la MEC, d'une protéine contractile des CML ou de la voie du TGF-B
(Milewicz et al. 2017; Chou et Lindsay 2020).

d) Pathologies impliquées dans la dégradation de la matrice extra-cellulaire

Méme si la cinétique des évenements menant a la survenue et au développement des AAT et DAT est encore
largement incomprise, certaines analyses révelent une forte désorganisation de la MEC des tissus anévrismaux
et disséquants. Les AAT et DAT comprennent un fort remodelage pariétal principalement basé sur la dégradation
de la MEC. On retrouve un amincissement de la média avec une désorganisation et une fragmentation des fibres
élastiques. Il a été prouvé que la paroi anévrismale de I'ATA présente une quantité d'élastine significativement
diminuée par rapport la paroi saine (Choudhury et al. 2009). A linverse, la quantité de collagéne est
significativement plus importante dans le tissu anévrismal par rapport au tissu sain (Choudhury et al. 2009).
Comme pour I'AAA, la dégradation de la MEC est principalement régulée par les MMP-2 et MMP-9 (LeMaire et al.
2005).

Les études menées sur les pathologies de I'aorte thoracique ont principalement été basées sur les différentes
mutations génétiques impliquées dans le développement de celles-ci. Une partie de ces mutations touchent des
génes codant pour des composants de la MEC (Chou et Lindsay 2020). La plupart de ces mutations sont a I'origine

de pathologies dans lesquelles la survenue d'anévrismes ou de dissections de |'aorte sont favorisées.

Les AAT et DAT peuvent survenir lors d’haplo-insuffisances ou de mutations spécifiques du géne codant pour
I"élastine. Une mutation des génes Eln et Efemp2 codant respectivement pour I'élastine et la Fibuline-4 sont
responsables d’une forte perturbation de I'hnoméostasie du collagéne et de I'élastine dans la Cutis laxa (autosomal
dominant cutis laxa, ADCL), pathologie affectant le tissu conjonctif de la peau (Hucthagowder et al. 2006; Dasouki
et al. 2007; Callewaert et al. 2011). La Fibuline-4 permet le recrutement de la lysyl oxydase indispensable a
I'interaction entre I'élastine et le collagéne. Il a été prouvé qu’une mutation de la Fibuline-4 ou de la lysyl oxydase
sont responsables d’AAT chez la souris (Méki et al. 2002; Hucthagowder et al. 2006). En plus de la fragmentation
de I'élastine dans la peau, I'’ADCL peut provoquer des anévrismes pédiatriques et des tortuosités des artéres de
conductance (Dasouki et al. 2007; Hadj-Rabia et al. 2013).

Le syndrome d’Ehlers-Danlos est une maladie causée par la mutation du géne Col3al codant pour le collagéne
de type 3 (Superti-Furga et al. 1988). Les anévrismes thoraciques semblent peu courants dans cette pathologie

mais le risque de dissection est plus important. En effet, cette pathologie est caractérisée par des évenements
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aigus répétés de dissections localisées, de ruptures artérielles, de rupture ventriculaires post-infarctus, de
pneumothorax et de varices (Byers et al. 2017). Dans ce contexte d'extréme fragilité de la paroi artérielle, toute
intervention chirurgicale ou endovasculaire reste tres risquée. Prés de 80% des patients atteints de cette maladie

présentent des ruptures ou dissections de |'aorte avant 40 ans (Pepin et al. 2000).

La pathologie la plus répandue causée par une mutation d'un géne codant pour un composant de la MEC et
associée a des anévrismes et dissections de I'aorte thoracique est le syndrome de Marfan, qui touche 1/5000 a
10 000 personnes. Celui-ci est causé par une mutation du géne Fbn1 codant pour la Fibrilline-1 (Dietz et al. 1991;
Judge et al. 2004). La Fibrilline-1 (FBN-1) est le principal composant des microfibrilles qui confére un soutien
architectural des tissus participant a I'assemblage des fibres élastiques au sein du tissu conjonctif. Cette atteinte
du tissu conjonctif entraine des malformations importantes des systémes oculaires, squelettiques et
cardiovasculaires, notamment responsables d’anévrismes et de dissections de I’ATA. Comme dans I’AAA, la paroi
aortique de patients atteints du syndrome de Marfan présente une diminution et une fragmentation des fibres
élastiques, une augmentation de la quantité de collagéne et de protéoglycanes, une production accrue de
protéases, un switch phénotypique des CML et une infiltration de cellules inflammatoires (Bunton et al. 2001).
En plus de son role dans la régulation des composants de la MEC et des CML, la fibrilline-1 participe également a
la régulation de certains facteurs de croissance et cytokines (Bunton et al. 2001). Elle est notamment capable
d'interagir avec le TGF-B et réguler son activation et ainsi influencer la différenciation, la mobilité et la prolifération
cellulaires. Ainsi, il est admis que la perte de fonction de la fibrilline-1, que I'on retrouve dans le syndrome de
Marfan peut diminuer la séquestration du TGF-B et donc augmenter sa bioviabilité, augmentant alors la quantité
de TGF-B et des voies de signalisation en découlant. Il est aussi supposé que la fibrilline régulerait positivement
le TGF-B. Ainsi, une diminution de la FBN-1 pourrait diminuer le recrutement du TGF-B. En effet, les souris
déficientes de la fibrilline-1 présentent une déficience de l'activation et de la voie de signalisation du TGF-B
(Neptune et al. 2003; Chou et Lindsay 2020).

En plus de son role dans le syndrome de Marfan, la voie de signalisation du TGF- B est aussi impliquée dans le
syndrome de Loeys-Dietz. En effet, des mutations des génes codant pour les récepteurs de type I et II du TGF-
B, TGFBR1 et TGFBR2, ou encore d’autres acteurs de la signalisation du TGF- f comme SMAD3, TGFB2 et TGFB3
sont impliqués dans le développement de cette pathologie (Loeys et al. 2005; 2006; Boileau et al. 2012). Le
syndrome de Loeys-Dietz présente certaines caractéristiques communes au syndrome de Marfan ainsi qu’une
tortuosité artérielle en plus des caractéristiques cardiovasculaires habituelles (Loeys et al. 2005). Le risque majeur
pour ces patients est le risque d’AAT et de DAT avant 30 ans (Loeys et al. 2006; Boileau et al. 2012). Ces
mutations provoquent la diminution de I'activité du TGF-B cellulaire malgré une augmentation de sa quantité
tissulaire (Gallo et al. 2014) associée a une fragmentation des fibres élastiques et une augmentation de la quantité

de collagéne (Loeys et al. 2005).
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e) Modification de I'activité contractile des cellules musculaires lisses

Le deuxiéme type de mutation importante dans le développement des pathologies de I'aorte thoracique touche
des génes impliqués dans le fonctionnement de I'appareil contractile des CML (Myh11, Acta2) et des génes codant
pour les kinases régulant la phosphorylation des chaines |égéres de myosine (Mylk, Prkg1) (Milewicz et al. 2017;
Chou et Lindsay 2020) (Figure 28).

MYLK PRKG1
Kinase des chaines Protéine kinase
légeres de myosine dépendante du cGMP
VDCC  (MLCK) inactive MYH11 (PKG-1) inactive

/ Ca2+ O Filament de myosine @
o

Chaines légéres de myosine phosphorylées

@ Phosphatase des Active
haines légeres de PKG-1
ADP c
f‘?g: myosine (MLCP) \\

Inactlve MLCP

Contraction cellulaire

Figure 28 : Représentation schématique des mutations génétiques prédisposant aux anévrismes et dissections
aortiques.
Adapté de (Milewicz et al. 2017).

La premiére mutation responsable d’AAT et de DAT est la mutation du géne codant pour la myosine spécifique
des CML, MYH11. Les patients atteints d’'une mutation du géne Myh11 ont une forte incidence d’AAT et DAT, et
présentent une persistance du canal artériel, qui est un court vaisseau reliant I'aorte et I'artére pulmonaire,
normalement présent uniqguement chez le feetus, court-circuitant la circulation pulmonaire (Zhu et al. 2006; Pannu
et al. 2007; Kuang et al. 2012). Certaines mutations induisent une augmentation de I'expression de Myh11. Celle-
ci provoque alors un stress du réticulum endoplasmique qui induit la dégradation protéique de la myosine par
autophagie (Kwartler et al. 2014). D'autres mutations de Myh11 ont un impact direct sur I'activité de la myosine,
diminuant la force contractile des CML et donc la réponse de I'anneau aortique responsable des pathologies

aortiques (Kuang et al. 2012).
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Le deuxieme géne de la contraction cellulaire impliqué dans le développement d’AAT et de DAT est Acta2. Une
quarantaine de mutations d'Acta2 ont été identifiées comme pouvant étre a I'origine de ces pathologies (D.-C.
Guo et al. 2007; 2009; Regalado et al. 2015). Dans I'ensemble, ces mutations altérent la fonction de I'actine,
rendant les filaments d'actine moins stables. Les tissus aortiques de patients présentant une mutation d'Acta2
présentent une dégénérescence médiale, des zones d'hyperplasie des CML avec sténose adventitielle (D.-C. Guo
et al. 2007).

Du fait de l'interaction entre I'actine et la myosine, on comprend I'importance des mutations de Myh11 et d'Acta2
dans le développement des AAT. L'altération des voies de signalisation de ces deux protéines pourrait aussi jouer
un role important dans la survenu d’AAT et de DAT. Une mutation du géne Mylk codant pour la kinase des chaines
légéres de myosine (MLCK) pourrait étre un bon candidat pour ces pathologies. En effet, certaines sont
responsables de |'altération du domaine calmoduline de la protéine et de la réduction de sa capacité de kinase et
donc de la diminution de I'activité contractile des CML (L. Wang et al. 2010).

D'autres mutations de protéines impliquées dans |'activité contractile des CML ont été rapportées, comme celle
du géne Prkgl qui code pour la PKG-1 impliquée dans la relaxation des CML. Ces mutations induisent
principalement un gain de fonction de la protéine qui diminue la phosphorylation de la myosine et donc la
contraction des CML a l'origine d'anévrismes et de dissections de |'aorte thoracique (Pfeifer et al. 1998; Blanton
et al. 2013; D. Guo et al. 2013).

Enfin, en plus de son rdle sur le cytosquelette, le TGF-B joue un role central dans la modulation des CML dans les
anévrismes et dissections de |'aorte thoracique. En effet, étant donné son réle dans de nombreux mécanismes
cellulaires comme la prolifération, l'apoptose, la différenciation, la migration cellulaire et la synthése de
composants de la MEC, toute altération de sa voie de signalisation peut jouer un role dans les pathologies
vasculaires (Sanford et al. 1997; S. Chen et Lechleider 2004). Des études ont mis en évidence que les mutations
de la voie du TGF-B provoquent une diminution de la signalisation du TGF-B (Regalado et al. 2011; Boileau et al.
2012). Le TGF-B est essentiel pour la différenciation des CML dans |'aorte (Sanford et al. 1997; S. Chen et
Lechleider 2004). Ainsi, une faible quantité de TGF-B perturbe la différenciation des CML peuplant I'aorte. Une
étude in vitro, basée sur des CML de patients présentant une mutation TGFBR2, met en avant des CML

dédifférenciées et qui ne réussissent pas a se différencier en présence de TGF-B1 (Inamoto et al. 2010).

Pour conclure, quelle que soit I'étiologie, I’AAT et la DAT sont caractérisés par une augmentation de la perméabilité
de la paroi artérielle qui augmente le passage des éléments du sang a l'intérieur méme de la paroi. En effet, des
défauts dans I'activité contractile des CML et une dégradation des fibres élastiques jouent un réle dans le transport
radial des éléments figurés du sang comme le plasminogéne (Touat et al. 2008; Borges et al. 2010) dans la paroi
vasculaire. Dans ce contexte, la conversion du plasminogéne en plasmine induit la dégradation de la MEC et le

détachement et I'anoikis des CML (Meilhac et al. 2003), augmentant alors la fragilité de la paroi artérielle.
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1.4. Place de la mitochondrie dans les pathologies anévrismales et
disséquantes de l'aorte

Comme pour I'HTA, la dysfonction mitochondriale est retrouvée dans les pathologies anévrismales (E. Yu, Foote,
et Bennett 2018). L'hypertension artérielle étant I'un des facteurs de risques majeurs de l'anévrisme et de la
dissection aortique, on retrouve une forte production de ROS mitochondriaux, accompagnée de dommages de
I'ADNmt et une diminution de la respiration mitochondriale (Foote et al. 2018).

C'est dans I'AAA que la mitochondrie a été le plus été étudiée. Une étude basée sur |'analyse des différences de
profil d’expression génique entre des échantillons contrdles et AAA a révélé une modification des génes impliqués
dans la phosphorylation oxydative (Yuan, Liang, et Zhang 2015). Quelle que soit la localisation aortique touchée,
une diminution significative de la biogénése mitochondriale et principalement de Pgcl-a a été retrouvée
(Gabrielson et al. 2016; Foote et al. 2018) a l'origine en tout ou partie de la diminution de la respiration
mitochondriale (van der Pluijm et al. 2018). Cette diminution de la respiration mitochondriale a aussi été mise en
avant dans des modéles murins de Loeys-Dietz et de Marfan (Foote et al. 2018).

Enfin, quelques études commencent a mettre en avant des dérégulations de la dynamique mitochondriale dans
I'anévrisme. En effet, une étude récente menée sur des ATA de patients anévrismaux, disséquants et contrdles a
démontré la présence d'un plus grand nombre de mitochondries de plus petites tailles dans les tissus anévrismaux
par rapport aux contrles (Gutierrez et al. 2020). Une deuxiéme étude montre une augmentation de |'expression
de DRP1 dans les tissus d’AAA et son inhibition semblerait empécher le développement anévrismal (Cooper et al.
2020). De plus, la fission mitochondriale semblerait jouer un réle dans le remodelage anévrismal. Nous avons
précédemment décrit I'implication de la fission dans la prolifération des CML (Chalmers et al. 2012; Marsboom et
al. 2012; L. Wang et al. 2015), ainsi que le role de la fusion dans I'apoptose de ces derniers (Guo Xiaomei et al.
2007; D. Li et al. 2015; W. Zhang et al. 2015). Des études plus récentes ont aussi mis en avant la place de la
fission, et principalement la protéine DRP1 dans le remodelage adventitiel induit par I'angiotensine II (Huang et
al. 2020), mais aussi dans la sécrétion de collagene et la calcification cardiovasculaire (Rogers et al. 2017). En
paralléle, la fission serait impliqué dans I'inflammation et la sénescence des cellules endothéliales (Miyao et al.
2020) et des cellules musculaires lisses (Ma et al. 2020, 5). Enfin, notre premiére étude a clairement identifié le
role protecteur de la protéine de fusion dans I'nypertension artérielle qui est aujourd’hui I'un des facteurs de
risque majoritaire des anévrismes et dissections aortiques.

Tous ces éléments, semblent donc indiquer une implication de la dynamique mitochondriale dans le remodelage

anévrismal mais qui reste encore a définir avec plus de précision.

1.5. Objectif de la deuxiéme étude

Au vu de lincidence et de la faible compréhension des mécanismes a l'origine de ces pathologies, il est
indispensable d’explorer de nouvelles voies pouvant étre impliquées dans leur développement et de déterminer
des cibles thérapeutiques pour I'amélioration du traitement de ces pathologies. Au regard des premiers éléments

de la littérature et des résultats de la premiére étude, nous pouvons émettre I'hypothése d’une « dérégulation
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de la dynamique mitochondriale dans I'anévrisme et la dissection aortique qui présenteraient une
augmentation de la fission en détriment de la fusion ». Notre deuxieme objectif consiste alors a comprendre
la place de la dynamique mitochondriale dans les pathologies anévrismales et disséquantes de |'aorte.

Les atteintes étant différentes en fonction des localisations aortiques, il semblait aussi important de comprendre
son réle dans le développement des pathologies anévrismales dans chaque partie de |'aorte.

Pour cela, nous avons mené deux études complémentaires. La premiére est la suite directe du projet visant a
comprendre la place d’'OPA1 dans I'hypertension artérielle. Nous savons que les souris Opal*/-, présentent une
déficience de la fusion mitochondriale et sont plus sujettes a des remodelages de type anévrismaux dans I'HTA.
Nous avons alors décidé de prolonger le traitement hypertenseur dans le but de comprendre l'implication d’'une
déficience de la dynamique mitochondriale sur le remodelage aortique dans des conditions d’hypertension
poussées, comme chez I'Homme. Pour compléter, nous souhaitions étudier les variations de la dynamique

mitochondriale dans un modéle murin d’'anévrisme aortique.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Modeles expérimentaux

2.1.1. Modéles animaux

Cette étude a été réalisée a l'aide de deux modéles animaux génétiquement modifiés : I'un pour le géne de la
protéine de fusion mitochondriale Opal et l'autre pour le géne du récepteur aux LDL (LdIr).

Le modele de souris Opal”/- étant |étal in utero (Piquereau et al. 2012; Sarzi et al. 2012), la premiére partie de
cette étude a été menée sur des souris hétérozygotes pour le géne Opal (Opal*’") dgées de 4 a 6 mois. Les
souris déficientes en Opal ont été créées par l'institut des neurosciences de Montpellier (INSERM U1051,
Université Montpellier I et II). Elles portent une mutation induisant une délétion (c.2708_2711delTTAG) dans
I'exon 27 du gene Opal, provoquant un décalage du cadre de lecture et I'apparition d'un codon stop prématuré
(perte des 58 derniers acides aminés de toutes les isoformes d'OPA1) (Sarzi et al. 2012). La deuxiéme partie de
I"étude a été réalisée sur des souris males Ldlr™ter (Ldlr’-) sur fond C57BL6/] agées de 4 a 6 mois. L'ensemble
du protocole a recu un avis favorable du comité d'éthique en expérimentation animale des Pays de la Loire (CEEA,
Permis #15931-2018061815475007 et #21582-2019072310089316).

Ces deux souches ont été générées par le service de reproduction de I'animalerie centrale de I'Université d’Angers
(SCAHU). Les souris ont toutes été hébergées dans une salle a température controlée possédant un cycle jour/nuit

12h/12h et ont eu accés a I'eau et la nourriture standard d'animalerie ad libidum.

2.1.2. Traitement hypertenseur

L'hypertension a été induite par l'implantation sous-cutanée de mini-pompes osmotiques (ALZET® 2004)
permettant I'administration d’angiotensine II a raison de 1mg/kg/j pendant 28 jours. L'AngIl (Angiotensin II
acetate salt #H-1705.0100 Bachem®) a été dissoute dans du NaCl 0,07% et injectée dans la pompe dans des
conditions stériles, sous un PSM (poste de sécurité microbiologique). Les pompes sont ensuite placées a 37°C
dans du liquide physiologique toute une nuit pour permettre leur activation avant implantation dans les animaux.
L'implantation sous-cutanée des mini-pompes est un acte chirurgical nécessitant une anesthésie et une analgésie
des animaux. L'induction de I'anesthésie a été réalisée avec de I'isoflurane 5% a 0,2L/min puis maintenue a 2%
sous masque. L'analgésie a été réalisée en sous-cutanée par linjection de buprénorphine (Temgésic®) a
0,1mg/kg. L'animal a ensuite été placé en décubitus ventral et la nuque a été tondue puis désinfectée a la
Bétadine® scrub puis dermique avant la réalisation d’une incision transversale de la peau. La peau du dos a été
décollée pour créer un espace sous-cutané dans lequel la pompe a été glissée. L'incision a été refermée a l'aide
de fils de suture 5.0 non-résorbables. Durant toute la procédure chirurgicale et la phase de réveil, I'animal a été
placé sur un tapis chauffant ou dans une couveuse thermostatée a 28°C pour prévenir tout risque d’hypothermie.
Tous les animaux ont été soumis a une procédure chirurgicale rigoureusement identique. La seule différence pour
les groupes contréles (Sham) est I'absence d'implantation de pompe.

L'état général des souris a été vérifié quotidiennement et elles ont été pesées une fois par semaine pendant toute

la durée du traitement.
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2.1.3. Régimes alimentaires

Les groupes contréles et Opal*/-, ont recu un régime standard d’animalerie (SAFE - U8959P 0001) tout au long
de I'expérimentation. Certaines souris Ldlr’- ont été soumises a un régime enrichi en cholestérol. Il s'agissait la
du régime standard + 1,25% de cholestérol (SAFE - U8959P 0022) renommé « high fat diet » (HFD), pendant

toute la durée du traitement hypertenseur.

2.1.4. Groupes expérimentaux
Pour faire suite a la premiére étude sur I'nypertension artérielle, le traitement hypertenseur a été prolongé a 28
jours afin de se rapprocher des conditions pathologiques des patients avec une hypertension chronique forte et
prolongée et présentant une atteinte aortique. Pour comprendre l'impact d’'une dysfonction de la fusion
mitochondriale en présence d’un traitement hypertenseur poussé, nous avons mis en place quatre groupes
expérimentaux :

- WT (controles) Sham

- Opal*- Sham

- WT Angll

- Opal*- Angll

Le modéle connu d’anévrisme aortique est décrit sur les souris Ldlr/- soumises a un traitement hypertenseur
additionné a un régime riche en cholestérol. Afin de pouvoir comprendre la place de la dynamique mitochondriale
dans l'anévrisme et la dissection aortique, nous avons reproduit ce modéle et réalisé les contrdles associés. Nous
avons donc mis en place quatre groupes expérimentaux :

- LdIr’- Sham ND (Normal Diet)

- LdIr’- Sham HFD (High Fat Diet)

- LdIr’- AnglI ND

- LdIr’- AngIl HFD

2.2. Suivi de la pression artérielle

La pression artérielle a été mesurée a la queue des animaux par pléthysmographie d’occlusion veineuse (Visitech
System, BP-2000®, Blood Pressure Analysis System™). Aprés une semaine d’habituation, les mesures ont été
réalisées a |'état basal (avant la chirurgie, J0), durant le traitement (J14) et avant le sacrifice des animaux (J28).
Chaque jour, une moyenne de la pression artérielle systolique a été réalisée sur 15 mesures successives. Enfin,

une moyenne sur trois jours a été réalisée pour chaque mesure.

2.3. Sacrifice et prélevements

Aprés 28 jours de traitement, les animaux ont été sacrifiés par inhalation de CO2. Le sang, le cceur et I'aorte ont

alors été prélevés. Le coeur a été pesé et rapporté au poids de la souris afin d'évaluer I'hypertrophie cardiaque.
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Les aortes ont été disséquées de la graisse périvasculaire dans une solution physiologique, PSS (NaCl 130 mM,
KCl 78,8 mM, MgS04(7H20) 1,2 mM, NaHCO3 14,9 mM, HEPES 5 mM, KH2PO4 1,2 mM, D-glucose 11 mM) a 4°C
et a un pH physiologique de 7,4. Les aortes ont ensuite été scindées en cinqg fragments :

- Aorte thoracique ascendante (ATA)

- Crosse aortique

- Aorte thoracique descendante (ATD)

- Aorte abdominale péri-rénale (AApr)

- Aorte abdominale sous-rénale (AAsr)

2.4. Bilan lipidique

Le sang a été prélevé en intracardiaque au sacrifice des animaux dans un tube hépariné. Ce dernier a ensuite été
centrifugé a 4000 rpm pendant 20 minutes pour récupérer le plasma, conservé a -80°C jusqu’a utilisation. Un
bilan lipidique a ensuite été réalisé au Pole Biologie du CHU a |'aide de Madame Francoise Larcher, Monsieur
Khaled Messaoudi et du Professeur Pascal Reynier. Ce bilan incluait les dosages du cholestérol total (CT), des
HDL-cholestérol (HDL-c) et des triglycérides (TG) et a permis de déterminer la concentration en LDL-cholestérol
(LDL-c), calculée par la formule de Friedewald : LCL-c = CT-HDLc-TG/2,2 (en mmol/l).

Enfin, l'indice d'athérogénicité (IA) a été calculé par le calcul suivant : IA = CT/HDL.

2.5. Etudes histologiques

2.5.1. Inclusion et coupe des artéres

Les cing fragments d’aorte ont été placés dans une solution de conservation Tissue-tek® ou O.C.T (« Optimal
Cutting Temperature Compound », Thermoscientific), congelés dans les vapeurs d'azote et conservés a -80°C.
Les blocs ont été coupés transversalement d'une épaisseur de 7um a l'aide d’un Cryostat® (Leica CM3050 S) a -
25°C. Puis les coupes ont été déposées sur des lames ThermoFrost polarisées (SuperFrost Ultra Plus,

Thermoscientific) et conservées a -80°C jusqu'a utilisation.

2.5.2, Coloration a I'orcéine

Les lames ont été séchées a température ambiante puis colorées a I'aide d’une solution d’orcéine (Sigma) diluée
dans de I'éthanol 70% et du chlorure d’hydrogéne (HCL) 15% pendant 20 minutes. Aprés un ringage a |'eau
distillée, les lames ont été incubées une minute dans une solution d'eau lithinée permettant la coloration des
noyaux. Les lames ont ensuite été rincées une nouvelle fois et déshydratées pendant 5 minutes dans |'éthanol
absolu puis fixées au xyléne. Enfin, les coupes ont été séchées pendant 1 heure sous hotte et montées entre lame
et lamelle avec une goutte de milieu de montage Eukitt®.

Les acquisitions d’images ont été réalisées au service commun d’imagerie et d’analyses microscopiques (SCIAM)

du CHU d’Angers a I'aide du microscope Keyence (VHX-7000) et du logiciel intégré au microscope. Les aires

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 1 109



totales, de la lumiére, de la média et de l'adventice de chaque artére ont été mesurées par l'intermédiaire du

logiciel Image J.

2.5.3. Coloration a I'0Oil Red-0
Les lames ont été placées a température ambiante pour séchage puis fixées 10 min dans une solution de PFA 4%
a 4°C. Une fois rincées, les lames ont été plongées dans des bains successifs permettant la coloration a I'Oil-red
O pour les dépots lipidiques et a I'nématoxyline pour les noyaux cellulaires :

- Rincage a l'isopropanol 60% 1 min

- Coloration a I'Oil-red O pendant 15 min

- Ringage a l'isopropanol 60% 1 min

- Ringage a I'eau distillée 30 s

- Coloration a I'hématoxyline pendant 5 min

- Rincage a I'eau distillée plusieurs fois
Le montage entre lame et lamelle a ensuite été effectué a I'aide de Mowiol®,
Les acquisitions d‘'images ont été réalisées au service commun d’imagerie et d'analyses microscopiques (SCIAM)
du CHU d’'Angers a l'aide du microscope Keyence (VHX-7000) et du logiciel intégré au microscope. Puis le
pourcentage d‘aire positive a la coloration a I'Oil-red-O (ORO*) a été quantifié a I'aide du logiciel Image J via une
déconvolution des couleurs avec comme vecteur le « Trichrome de Masson ». Les analyses ont été effectuée avec
la couleur « rouge ». Les seuils d'intensité de coloration ont été déterminés manuellement dépendamment de la
coloration.
Les aires totales, de la lumiére, de la média et de I'adventice de chaque artére ont de nouveau été mesurées.
Puis, le pourcentage d‘aire positive a été quantifié dans chaque partie (aire totale ORO*, aire de la lumiére ORO",

aire de la média ORO* et aire de |'adventice ORO*) et rapporté aux aires respectives selon la formule suivante :

ORO*area
% ORO*area = W X 100

2.5.4. Coloration au rouge sirius
Aprés séchage a température ambiante, les lames ont été fixées dans I'éthanol 70% pendant 3 min puis plongées
dans des bains successifs :

- Lavage dans de |'eau distillée 3 min

- Coloration dans du rouge sirius 1 h

- Deux lavages successifs dans de I'acide acétique 0,5%, 5 min

- Déshydratation a I'éthanol 100%, 5 min

- 3 bains successifs de xyléne pendant 1 min chacun

Aprés séchage, le montage entre lame et lamelle a été effectué en Eukiit®.
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La coloration au rouge sirius marque le collagéne tissulaire en rouge. Les analyses ont été réalisées sous lumiére
polarisée dans le but de différencier le collagéne de type I apparaissant en jaune-rouge et le collagene de type
I1I visible en vert.

Les images ont été acquises via un microscope optique (Nikon Eclipse E600) en lumiere visible avec caméra
numérique (AxioCamERc5s S/N MKG8647), avec un temps d’exposition de 28ms et une résolution de 8 bit RGB
(x40 ; 2560 x 1920 pixels ; taille de pixel : 2.2 x 2.2 ym) via le logiciel ZEN lite 2011. Un polariseur circulaire
(pouvant pivoter jusqu’a 360°) a été placé entre la source de lumiére réglée au maximum et la lame, tandis que
I'analyseur a été installé dans le trajet de la lumiére entre la lame et la caméra. Le polariseur a été tourné jusqu'a
ce qu'une diminution maximale de la lumiére soit obtenue avant l'acquisition d'image (arriere-plan le plus
« sombre » possible).

La mise au point d'un algorithme est en cours pour |'analyse des différents types de collagéne ainsi que

I'alignement et I'orientation des fibres.

2.6. Etude moléculaire

Les fragments aortiques disséqués ont été conservés a -20°C dans 100 YL de RNA Later (Sigma). Les ARN totaux
de chaque fragment ont ensuite été extraits a I'aide du kit miRNeasy® (Qiagen). Une quantité de 200 ng de ces
ARN ont ensuite été soumis a une transcription inverse avec le kit QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen).
Enfin, une PCR quantitative en temps réel a été réalisée a 'aide du systéme ABI 7500 SDS Real-Time PCR (Applied
Biosystems) avec l'utilisation de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). L'expression relative des
transcrits cibles a été normalisée a la moyenne d'expression de deux génes de référence : Gapdh (D-

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) et Gusb (B-glucuronidase), d’aprés la formule suivante :
E=2-(Ct[Cible]-Ct[Référence])
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Gone Protéine ID Géne ITalIIe.de Séquences des amorces .
I'amplicon Sens Antisens
Opal OPA1 NM_133752.3 66 accaggagaagtagactgtgtcaa tcttcaaataaacgcagaggtg
. Mfn1 MFN1 NM_024200.4 72 tact| tcagt ttcectetetteeatt
Dynamique Ifn _ aaaacatactggactcagtaaacgtg ggtcticectetettccattg
mitochondriale Mfn2 MFN2 NM_133201.2 63 cattcttgtggtcggaggag aaggagagggcgatgagtct
Dnm1l DRP1 NM_001276340.1 60 agatcgtcgtagtgggaacg ccactaggctttccageact
Fis1 FIS1 NM_025562.3 113 ggcaactaccggctcaag gecttatcaatcaggegtic
Biogénase Tfam TFAM NM_009360.4 92 caaaggatgattcggctcag aagctgaatatatgectgctttic
e e Nrf1 NRF-1 NM_001164229.1 111 pgaaagaaagctgcaagecta atgcctgggtecatgaaa
Collal COL1A1 NM_007742.3 94 catgttcagcttigtggacct gcagctgacttcagggatgt
Matrice extra Col3a1 COL3A1 NM_009930 69 gcacagcagtccaacgtaga gacatctctagactcataggactgacc
cellulaire
Eln Elastine NM_007925.4 123 ggcgtcttgetgatectett accagcccctggataatagact
PAGhT TN G Mmp2 MMP2 NM_008610.2 74 gigggacaagaaccagatcac geatcatccacggtttcag
eg:?r I\?H;(én € Timp1 TIMP1 NM_011593.2 93 catggaaagcctcigtggat gatgtgcaaatticcgtice
a Timp2 TIMP2 NM_011594 60 ttttgcaatgeagacgtaglg ggaatccacctccttcteg
Myhi1 MYH11 NM_001161775.1 73 gaggagcaggttgaacagga gcttcttgtecttttgettea
. Mylk MLCK NM_139300.3 80 caagtgitgtagccaagaacage tctcactggtctgageateg
Contraction
cellulaire Mlc20 MLC20 NM_172118.1 96 gatcagaaccgagatggcttca catgccctecagatactegte
Acta2 ACTA2 NM_007392.3 99 taacccttcagegttcage acatagctggagcagegtct
Rock1 ROCK1 NM_016802.3 85 gaatgacgagcacacgagac tectgtttgecatatctctge
Rhoa RhoA NM_172118.1 96 gatcagaaccgagatggcttca catgccctecagatactegte
Nox4 NOX4 NM_015760.4 69 ctggaagaacccaagticca aaaggcacaaaggtccagaa
Cyba P22-PHOX NM_007806.3 94 tgcectecacttectgtt gcagatagatcacactggcaat
Stress oxydant Ncf2 P67-PHOX NM_010877.4 75 ccaagacaacttttctggctic ttctggggtitigggtctg
Sod1 SoD1 NM_011434.1 78 caggacctcattttaatcctcac tgcccaggtctccaacat
Sod2 Mn-S0OD2 NM_013671.3 68 gacccattgcaaggaacaa gtagtaagcgtgcetcccacac
Bax BAX NM_007527.3 186 tcatgaagacaggggecttt caatcatcctctgcagctcca
Srds el Bel2 BCL2 NM_009741.5 77 agtacctgaaccggeatctg geggccatatagticcacaaa
Cycs Cytochrome c NM_009071.2 130 acccaccatctggcetttgt cacagcagtaggtcacatggtta
Sirt1 SIRT1 NM_019812.2 87 cagtgagaaaatgctggecta ttggtggtacaaacaggtattga
Sirtuines
Sirt3 SIRT3 NM_001177804.1 77 tgctactcattettgggaccte gggcactgatttctgtactge
Genes de Gapdh GAPDH NM_008084.2 121 ccggggctggeattgetete ggggtgggtagtccagggtt
références Gush GUSB NM_010368.1 72 ctctggtggecttacctgat cagttgttgtcaccttcaccte

Tableau 1 : Liste des oligonucléotides utilisés pour les PCR quantitatives.

2.7. Analyse statistique

Toutes les données ont été analysées a l'aide du logiciel GraphPad Prism® 8.0 (RITME). Les résultats ont été
exprimés en moyenne + SEM (« Standard Error of the Mean »). Les analyses en colonnes des bilans lipidiques,
poids et poids des cceurs ont été réalisées par le test de Mann-Whitney. La comparaison des groupes au sein
d’'une méme localisation a été réalisée a I'aide de tests t multiples sans correction. La comparaison de différentes
localisations d’'un méme groupe a été réalisée par le test de comparaison multiple de Turkey’s (ANOVA a deux
voies). Les tests ont été réalisés avec un risque de 5%. Une valeur de p<0,05 est donc considérée comme

statistiquement significative avec *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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3. Résultats

Dans le but de comprendre le role de la dynamique mitochondriale dans les pathologies anévrismales et
disséquantes de I'aorte, nous avons mené deux études complémentaires. La premiére vise a déterminer avec
plus de précisions le remodelage aortique provoqué par un traitement a I’AnglII prolongé et a forte dose sur les
souris déficientes en OPA1. La deuxiéme consiste a comprendre les variations de la dynamique mitochondriale

dans un modéle murin d’anévrisme aortique.

3.1. Etude macroscopique des différents segments aortiques

Au commencement de cette étude, nous avons constaté I'apparition de remodelages variables en fonction des
différentes parties de l'aorte. C'est pourquoi, nous avons d'abord décidé de scinder chaque aorte en cing
fragments :

- Aorte thoracique ascendante (ATA)

- Crosse aortique

- Aorte thoracique descendante (ATD)

- Aorte abdominale péri-rénale (AApr)

- Aorte abdominale sous-rénale (AAsr)

Anévrismes et dissections de I'aorte
thoracique ascendante (ATA)

Dissections de I'aorte L
thoracique descendante (ATD)

Anévrismes athéromateux et/ou
disséquants de I'aorte
abdominale péri-rénale (AApr)

| ——

A

Figure 29 : Localisations aortiques présentant des remodelages anévrismaux et /ou disséquants.
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Nous avons ensuite comparé les atteintes entre ces cing localisations aortiques et, a I'aide de nos observations
et des éléments de la littérature, nous avons choisi de nous concentrer sur trois de ces cing localisations. En effet,
nous nous sommes apergus que I'ATA, I'ATD et I’AApr sont les trois localisations aortiques privilégiées pour la
survenue de remodelages anévrismaux ou disséquants (Figure 29). L'ATA est un segment aortique sujet a des
remodelages anévrismaux et disséquants. L'ATD est principalement le siege de dissections aortiques. Enfin, I'AApr
est la localisation privilégiée d’'anévrismes athéromateux et/ou disséquants. C'est pourquoi, toute notre étude

s’est concentrée sur ces trois segments aortiques.

3.2. Modéle de dysfonction mitochondriale (Opa1*/-)

3.2.1. Généralités
Des mesures biométriques ont été effectuées (poids du cceur et de I'animal, pression artérielle systolique) pendant

toute la durée du traitement hypertenseur et le pourcentage de mortalité a été quantifié pour chacun des groupes
(Tableau 2).

Tableau 2 : Mesure de la masse des animaux, des cceurs, de la pression artérielle systolique et du pourcentage
de mortalité des souris controles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII) ou non
(Sham). (n=3 a 25). * indique une différence significative entre les groupes traités et contréles respectifs (WT Sham vs WT
AnglI et Opa1*/- Sham vs Opal*- Angll). $ indique une différence significative entre JO et J28. *ou$ p<0,05 ; **ou $$
p<0,01; ***p<0,001 ; ****p<0,0001. SBP : systolic blood pressure

Body weight (g) 10 32,76 £ 0,96 30,36 + 0,88 31,42 £ 0,70 29,79 + 0,78
YWEIhtle) g 32,224 1,07 30,25 + 0,76 29,44 + 0,39 28,13 + 0,52
Heart W.elght/ 128 0,47 + 0,01 0,48 + 0,01 0,58 + 0,01**** 0,57 4 0,01****
Body weight (g)
R J0 126 + 2,10 114 + 2,17 125 + 5,54 124 + 5,99
. 128 117 4 2,97 122 + 3,32 182 + 3,84**** 187 + 8 354 ¥
Mortality (%) 128 0 0 5,9 8

Ces mesures n‘ont révélé aucune variation de poids des animaux entre le début du traitement et le sacrifice de
I'animal ni entre les différents groupes. La mesure des poids des cceurs, rapportée a la masse de chaque animal
permet de quantifier I'nypertrophie cardiaque des animaux. Comme décrit dans la littérature (Ruzicka et Leenen
1995), I'AnglIl a bien induit une augmentation significative de la masse cardiaque des animaux contrdles
(0,4740,01 g vs 0,5840,01 g). Cette augmentation s’est révélée identique chez les souris Opal*/- (0,48+0,01 g
vs 0,5740,01 g), révélant une hypertrophie cardiaque similaire entre les groupes WT et Opa1*/- sous I'effet de
I'angiotensine II. La pléthysmographie d’occlusion veineuse révele une augmentation significative de la pression
artérielle systolique (PAS) chez les animaux WT (125+5,54 mmHg vs 182+3,84 mmHg) et Opal*/- (124+5,99
mmHg vs 18748,35 mmHg) soumis au traitement hypertenseur. Cette augmentation de PAS aprés 28 jours de
traitement hypertenseur est significative par rapport aux groupes WT sham (117+2,97 mmHg) et Opal*
(12243,32 mmHg). De méme que pour I'hypertrophie cardiaque, I'augmentation de PAS est identique entre les

souris WT et Opal*/- traitées a I'angiotensine II. Enfin, le traitement hypertenseur n‘a pas provoqué de variation
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significative de la mortalité dans les différents groupes, avec seulement 1 décés sur 17 animaux dans le groupe
WT AnglI au 24 jour et 2 sur 25 dans le groupe Opal*/- Angll, au 7¢™ et au 10°™¢ jour. La mutation du géne
d’Opal n'a donc pas eu d'impact sur I'effet du traitement hypertenseur sur les parameétres biométriques observés,

ni sur la mortalité des animaux.

3.2.2. Bilan lipidique

Une partie des anévrismes aortiques étant souvent associée a des pathologies athéromateuses et a des défauts
lipidiques, nous avons décidé de réaliser le bilan lipidique des animaux de chaque groupe. L'objectif de ce dosage
plasmatique est de comprendre si |'atteinte de la fusion mitochondriale et le traitement hypertenseur peuvent

provoquer un changement des taux plasmatiques de lipides chez ces animaux.
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Figure 30 : Bilan lipidique des souris controles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII)
ou non (Sham). Taux plasmatiques de (A) cholestérol total, (B) triglycérides, (C) HDL-cholestérol, (D) LDL-cholestérol et
(E) indice d'athérogénicité. (n=4 a 8). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Dans un premier temps, nous avons remarqué une augmentation significative de la concentration plasmatique
de cholestérol total (2,8240,18 mmol/L vs 3,9340,07 mmol/L) et de HDL-cholestérol (1,32+0,17 mmol/L vs
2,0140,05 mmol/L) chez les souris WT AngII (Figure 30A-C). Malgré une tendance a I'augmentation, nous ne
relevons pas de modification significative de la concentration plasmatique de cholestérol total chez les souris

Opal*- Angll (p=0,054). En revanche, nous avons mis en évidence une augmentation significative du taux
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plasmatique de LDL-cholestérol chez les souris Opa1*/- AngllI par rapport aux controles Opal*- sham (0,66+0,17
mmol/L vs 1,34+0,15 mmol/L) (Figure 30D).

Enfin, si le diagnostic d’hyper-lipidémie repose classiquement sur le bilan lipidique de base avec la mesure du
cholestérol total (CT), des triglycérides (TG) et des HDL-cholestérol (HDL) et le calcul ou la mesure des LDL-
cholestérol (LDL), I'indice d'athérogénicité (IA) est calculé a partir des rapports CT/HDL ou LDL/HDL. L'TA permet
de conclure a un risque artériel d'athérome. Dans le cas présent, I'IA est calculé a partir des taux de CT et d'HDL.
Aucune différence significative n'est observée entre les quatre groupes, prouvant que le traitement hypertenseur

et I'altération génétique de la fusion mitochondriale n‘ont pas d’influence sur le risque athérogéne (Figure 30E).

3.2.3. Etude de la dynamique mitochondriale

Avant de se concentrer sur le remodelage aortique, il nous semblait indispensable de comprendre I'impact de la
sous-expression d'Opal et du traitement hypertenseur sur la dynamique mitochondriale. Pour cela, nous avons
étudié les variations d’expressions des genes codant pour les protéines de fusion : Opal, Mfnl et Mfn2 ; et de
fission mitochondriale : Dnm1/ (DRP1) et Fis1.

a) Fusion mitochondriale

A Opat (OPA1)
0'10- e * FkK
Bc s = = . WT Sham
N9 08 =
sa I — } 1 } B Opal* Sham
ES
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0.02
ATA ATD AAPR
B Mfn1 (MFN1) ., C Mfn2 (MFN2)
0.06+ Sk 0.4+ * Hkk
° - *kk
o< * o c
N2 0.054 1 . NS 03 I —
S < 9
ES I 1 I E8
oo A oo i
28 oo [ 2§ o2 { ;
23 2< I
S 0031 SE o01-
14 E o E
0.02- 0.0
ATA ATD AAPR ATA ATD AAPR

Figure 31 : Niveaux d’expression relative de ’ARNm des marqueurs de la fusion mitochondriale par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII)
ou non (Sham). (A) Opal codant pour OPA1, (B) Mfn1 codant pour la mitofusine 1 et (C) Mfn2 codant pour la mitofusine
2. (n=54a 8). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 1 116



Le modeéle animal utilisé est décrit dans la littérature comme ayant une expression d'Opal diminuée de 50%
(Sarzi et al. 2012). Cette diminution de pres de 50% de I'expression d'Opal est retrouvée de fagon significative
dans les trois localisations aortiques (Figure 31A). Le traitement hypertenseur n‘a aucun impact sur I'expression
de son transcrit, quelle que soit la localisation. En revanche, le traitement hypertenseur modifie I'expression des
génes codant pour les mitofusines dans I'ATD et I'AApr. En effet, on retrouve dans I'ATD une diminution
significative de I'expression de Mfn1 (0,05+0,00 vs 0,04+0,00) et Mfn2 (0,30+0,02 vs 0,18+0,02) chez les
animaux Opal*/- Angll par rapport au groupe Opal*- sham (Figure 31B-C). Dans I'’AApr, I'expression de Mfn2
est significativement augmentée chez les souris Opal*/- sham par rapport aux souris WT sham (0,17+0,04 vs
0,3140,04) et la encore, on retrouve une diminution de I'expression des genes codant pour les deux mitofusines
chez les animaux Opal*/- AnglI par rapport aux WT sham (Mfn1 : 0,041+0,00 vs 0,030+0,00 ; Mfn2 : 0,17+0,04
vs 0,13+0,02) (Figure 31B-C). Le traitement hypertenseur n‘a donc pas d'effet sur I'expression d'Opal mais

induit une diminution significative de I'expression génique des mitofusines dans I’ATD et I’AApr des souris Opal*/

b) Fission mitochondriale
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Figure 32 : Niveaux d’expression relative de 'ARNm des marqueurs de la fission mitochondriale par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII)
ou non (Sham). (A) Dnm1/ codant pour DRP1 et (B) Fisl codant pour FIS1. (n=5 a 8). *p<0,05; **p<0,01 ;
***p<0,001 ; ****p<0,0001.

L'analyse transcriptionnelle des acteurs de la fission mitochondriale a révélé une diminution significative de
I'expression de Dnm1/ dans I'ATA (0,19+0,02 vs 0,1440,01) et dans I'ATD (0,30+0,01 vs 0,16+0,02), ainsi que
de Fis1 dans I'ATA (0,55+0,05 vs 0,41+0,04), I'ATD (0,46+0,03 vs 0,32+0,04) et I'AApr (0,47+0,05 vs
0,3440,01) dépendantes du traitement hypertenseur (Figure 32). Cet effet est retrouvé quel que soit le génotype
des animaux, sauf dans I’AApr ou la diminution de I'expression de Fisl est significativement abaissée chez les
souris Opal*/- Angll (0,28+0,02) par rapport aux animaux WT AngII (0,33+0,01). Si I'expression de Fis1 ne
semble pas varier entre les localisations d'un méme groupe, les souris Opal*/- Angll présentent une expression
significativement plus faible dans les AApr que dans les ATA (0,28+0,02 vs 0,34+0,01) (Figure 32B). En résumé,
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une diminution de 'expression des génes de la fission mitochondriale est observée et semble dépendante du

traitement hypertenseur.

De fagon générale, on retrouve une diminution de la dynamique mitochondriale dépendante du traitement
hypertenseur. La délétion d'Opal semble avoir un effet uniqguement sur I'expression de Mfnl et Fis1 dans I'AApr

des animaux traités a I’AnglI.

3.2.4. Etude du remodelage aortique

L'objectif de la premiere partie de cette étude consistait a caractériser avec plus de précision le remodelage
aortique observé précédemment chez les souris Opal*/- Angll. Ainsi, différentes mesures histologiques ont été
réalisées puis les modifications transcriptionnelles des composants de la MEC et leur dégradation, l'activité
contractile des CML, le stress oxydant et I'apoptose des cellules vasculaires dans les trois localisations aortiques

d'intérét ont été quantifiées.

a) Remodelage pariétal et fibres élastiques

Le marquage a l'orcéine met en évidence les fibres élastiques du vaisseau. Cette coloration permet de mesurer
les paramétres histomorphométriques (tels que I'aire pariétale totale du vaisseau et les ratios média/lumiére et

adventice/média), le remodelage de chaque segment aortique et I'analyse de la structure des fibres élastiques.

La mesure de l'aire totale du vaisseau permet de visualiser une augmentation significative de I'air des ATA
(0,2740,01 mm? vs 0,4340,03 mm?), ATD (0,1440,01 mm? vs 0,254+0,04 mm?) et AApr (0,1440,01 mm? vs
0,3140,02 mm?) des souris WT traitées a |'angiotensine II par rapport aux WT sham. Cette augmentation de
I'aire pariétale totale est similaire dans I'ATA et I'ATD des animaux Opal*/- Angll. En revanche, cette
augmentation est significative dans I’AApr des animaux Opal*/- Angll par rapport aux souris WT traitées a I’AnglI
(0,3140,02 vs 1,2640,46). De ce fait, le remodelage des trois zones aortiques d'intérét se trouve étre
significativement différent pour les souris Opal*/- AnglI (ATA : 0,3840,03 ; ATD : 0,3540,05 ; AApr : 1,26+0,46)
(Figure 33B).

Aprés s'étre intéressé l'aire pariétale totale des fragments d'aorte, nous avons décomposé chaque couche
vasculaire dans le but de comprendre la localisation précise du remodelage pariétal pour chacun des groupes. Le
ratio média/lumiére représentant le remodelage de la média artérielle, est significativement augmenté entre les
groupes Opal*/- sham et WT AnglI a la fois dans I’ATD (0,36+0,02 vs 0,5040,03) et I'’AApr (0,34+0,02 vs
0,4640,02). En paralléle, I'aire médiale est aussi significativement augmentée avec le traitement hypertenseur
chez les souris hétérozygotes pour Opal dans I'ATA (0,43+0,01 vs 0,5040,02) et I'’ATD (0,3640,2 vs 0,58+0,07).
Une hypertrophie médiale est donc observée dans I’ATA et I’ATD des animaux Opal*/- Angll (Figure 33C).
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Figure 33 : Mesures histomorphométriques du remodelage aortique des ATA, ATD et AApr des souris controles
(WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Coupes histologiques colorées
a l'orcéine, (B) aire totale, (C) ratio média/lumiere et (D) ratio adventice/lumiere. (n=6 a 10). *p<0,05 ; **p<0,01 ;
**¥p<0,001 ; ****p<0,0001.

Enfin, le ratio adventice/média révele le remodelage adventitiel des artéres. Ici, nous relevons une augmentation
significative de I'aire adventitielle de I’ATD des animaux Opal*/- AnglI par rapport aux Opal*- sham (0,55+0,06
vs 1,8640,49). Chez les souris WT AnglI, une augmentation de l'aire adventitielle de I'AApr est retrouvée
(0,5940,05 vs 1,33+0,15). Néanmoins, la localisation la plus importante ol survient ce remodelage adventitiel
est I’AApr des animaux Opal*/- Angll (0,59+0,05 vs 6,99+2,43) (Figure 33D).

Ainsi, le remodelage relevé sur les aires totales des trois localisations des souris Opal*/- Angll est di a une
hypertrophie de I'ATA et de I'ATD et a un fort remodelage adventitiel de I’AApr. Ces résultats confirment les

observations de la premiére étude.
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Figure 34 : Structure des fibres élastiques de I’ATA (A) et I'AApr (B) de souris Opal*/- soumises a un traitement
hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) (B) Coupes histologiques colorées a l'orcéine.

En complément du remodelage adventitiel de I'AApr des souris Opal*/- Angll, nous avons observé une
fragmentation des fibres d’élastine dans I'ATA et I’AApr de ces mémes animaux. Donc, méme si le remodelage
pariétal n'est pas avéré dans I'ATA, le traitement hypertenseur a tout de méme un effet direct sur la média en
provoquant la fragmentation et la déstructuration des fibres élastiques, comme on peut le retrouver dans

I'anévrisme (Figure 34).

b) Dépéts lipidiques pariétaux

L'anévrisme aortique pouvant étre de type athéromateux, il a semblé pertinent de visualiser les dépots lipidiques
par une coloration a I'Oil-Red-0O et de les quantifier dans les différents compartiments vasculaires (paroi du

vaisseau, média et adventice).
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Figure 35 : Coloration a I’Oil-Red-O des ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opalt/- soumises a
un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Coupes histologiques colorées a I'Oil-Red-0, mesure de
I'aire positive d'Oil-red-o dans (B) le vaisseau entier, (C) la média et (D) I'adventice. (n=6 a 10). *p<0,05 ; **p<0,01 ;
***p<0,001 ; ¥***p<0,0001.

Nous avons remarqué une augmentation significative de la coloration a I'Oil-Red-0 dans la paroi aortique totale
de I’AApr des animaux WT AnglI (0 vs 1,3440,58) et Opal*/- AnglI (0 vs 2,44+0,58), induisant une différence
significative de coloration entre les trois localisations pour les souris Opal*/- AngII (ATA : 0 ; ATD : 0,8540,62 ;
AApr : 2,4440,58) (Figure 35B). En détaillant les différentes couches qui composent I'aorte, nous remarquons
que l'augmentation de la coloration est localisée dans I'adventice des animaux et principalement dans I’AApr des
souris Opal*’- Angll (0 vs 19,68+8,49) (Figure 35D). Ces informations démontrent une augmentation des

dépots lipidiques dans I'adventice des AApr des souris Opal*/- Angll.

c) Collagéne pariétal

Le marquage au rouge sirius a été réalisé dans le but de quantifier les modifications pariétales de collagéne.

L'analyse des coupes en lumiére blanche permet de visualiser le collagéne total marqué en rouge. L'utilisation de
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la lumiére polarisée permet de différencier le collagéne de type I, coloré en jaune-rouge et le collagéne de type
III, visible en vert (Figure 36A).

A
AApr Opal*- Angll AApr Opal*- Angll
Lumiére blanche Lumiére polarisée
B
ATA Opal*- Sham ATA Opal*- Angll
C
AApr Opal*- Sham

Figure 36 : Coloration au rouge sirius. Comparaison des lumiéres blanche et polarisée (A), coloration en
lumiére polarisée de I'ATA (B) et I'AApr (C) de souris Opal+*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII)
ou non (Sham).

Si la lumiére blanche donne I'impression d’une répartition homogéne du collagéne dans tout le vaisseau, la lumiére
polarisée prouve qu'il est principalement localisé dans I'adventice artériel et se concentre en périphérie du
vaisseau (Figure 36B-C). Dans le cas du remodelage anévrismale que I'on peut retrouver dans I'AApr des
animaux Opal*/- Angll, cette localisation périphérique du collagéne peut jouer un réle dans la prévention du

risque de rupture.
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A I'heure actuelle, un algorithme sur le logiciel MatLab est en cours d’élaboration. Celui-ci nous permettra de
comparer les variations d’expression du collagéne de type I et de type I1II, ainsi que I'alignement et I'orientation

des fibres de collagéne au sein de chaque artére.

d) Composants de la matrice extra cellulaire

Pour compléter l'analyse du remodelage pariétal par histomorphométrie, nous nous sommes attardés plus
spécifiguement aux mécanismes cellulaires impliqués dans celui-ci. Dans un premier temps, nous avons quantifié
I'expression des genes codant pour les principaux composants de la matrice extra-cellulaire artérielle : les

collagénes de type I et III ainsi que I'élastine.
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Figure 37 : Niveaux d’expression relative de I’ARNm des marqueurs de la matrice extra cellulaire par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII)
ou non (Sham). (A) Col1al codant pour le collagéne de type I, (B) Col3al codant pour le collagéne de type III et (C) Eln
codant pour I'élastine. (n=5a 8). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Nous observons d'abord une augmentation significative de I'expression du collagéne avec le traitement
hypertenseur dans les trois localisations aortiques. En effet, on retrouve une augmentation significative de
I'expression de Col1al (0,86+0,16 vs 3,70+0,65) et de Col3al (0,74+0,16 vs 3,76+0,76) dans I’ATA, associée a
une augmentation significative de leur expression dans I'ATD (Colial : 1,2140,07 vs 4,90+1,27 ; Col3al :
0,92+0,09 vs 3,17+0,98) et dans I'AApr (Collal : 1,13+0,18 vs 6,83+1,53 ; Co/3al : 0,84+0,16 vs 4,01+£1,01)
par rapport aux deux groupes sham (Figure 37A-B). Dans I'ATD et I'AApr des souris Opal*/" Angll,
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I'augmentation de I'expression du collagéne de type I et de type III est la méme que pour les WT AnglIl. En
revanche, dans I'ATA celle-ci est significativement plus faible entre les animaux Opal*/- Angll (Colial :
2,1310,34 et Col3al : 1,8210,49) et WT Angll (Col1al : 3,70+0,65 et Col3al : 3,76+0,76) (Figure 37A-B).
Ainsi, I'expression des deux collagénes est significativement plus faible dans I’ATA des souris Opal*/- Angll que
dans les deux autres localisations. En parallele, |'expression du géne Eln codant pour Iélastine est
significativement diminuée dans I'’AApr des souris contréles (0,58+0,15 vs 0,15+0,05) et Opal*/- (0,64+0,16 vs
0,1640,06) soumises a un traitement hypertenseur. En revanche dans I'ATA, on reléve une augmentation
significative de l'expression d’Eln chez les animaux Opal*/- AnglI uniquement (0,1740,04 vs 0,58+0,12) (Figure
37C). On retrouve donc une modification de I'expression des composants de la MEC artérielle : dans les trois
localisations aortiques, une forte augmentation de I'expression du collagéne est observée, contrebalancée par
une diminution de I'expression de I'élastine uniquement dans I'AApr et a l'inverse, une augmentation de son

expression dans I’ATA des souris Opa1*/- Angll.

e) Dégradation de la matrice extracellulaire

Pour comprendre l'intégralité des mécanismes du remodelage artériel, il est indispensable de prendre en compte
les composants de la MEC mais également les acteurs de leur dégradation. C'est pourquoi nous avons quantifié
I'expression du géne codant pour la principale protéase impliquée dans cette dégradation (Mmp2) et de ses

inhibiteurs (Timp1 et Timp2).
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Figure 38 : Niveaux d’expression relative de I'’ARNm des marqueurs de la dégradation de la MEC par RT-qPCR
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dans les ATA, ATD et AApr des souris controles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AnglII)
ou non (Sham). (A) Mmp2 codant pour MMP2, (B) Timp1 codant pour TIMP1 et (C) Timp2 codant pour TIMP2. (n=5 a 8).
*p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.
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Parallélement aux variations de collagéne, on retrouve une augmentation significative de I'expression de Mmp2
dépendante du traitement hypertenseur dans I’ATA (0,2140,06 vs 0,74+0,18), I'ATD (0,24+0,03 vs 0,6140,16)
et I'’AApr (0,24+0,04 vs 0,8140,16) chez les animaux WT. A l'instar du collagene, I'expression de Mmp2 chez les
souris Opal*- Angll est augmentée de la méme maniére que chez les WT AnglI dans I'ATD et I’AApr mais ne
varie pas dans I’ATA des souris Opal*/- Angll (0,2240,03 vs 0,3340,08) comparé aux animaux Opal*- sham
(Figure 38A). Par ailleur, nous observons une augmentation significative de I'expression de Timpl dépendante
du traitement hypertenseur dans I'ATA (0,3+0,04 vs 0,93+0,16), I'ATD (0,12+0,01 vs 0,57+0,11) et I'AApr
(0,2040,02 vs 1,2840,34) des souris WT. Cette variation de Timp1 est retrouvée dans I'ATA et I'ATD des animaux
Opal*’- Angll et est augmentée dans I’AApr de ces animaux, générant un déséquilibre dans le profil d’expression
de Timp1 entre les localisations des souris Opal*/- AnglI (ATA : 0,73+0,20 ; ATD : 0,58+0,10 ; AApr : 2,54+0,93)
(Figure 38B). A l'inverse, I'expression de Timp2 ne varie pas dans I'ATA et semble diminuée dans I'AApr des
souris Opal1*- AnglI (5,0640,20 vs 3,23+0,40). On retrouve tout de méme une augmentation significative de
I'expression de Timp2 dans I'ATD avec le traitement quel que soit le génotype des animaux (3,6740,35 vs
4,71+0,26) (Figure 38C).

f) Acteurs de la contraction cellulaire

Dans l'anévrisme aortique, la dégradation de la MEC s'accompagne de modifications d’expression de I'appareil
contractile des CML. C'est pourquoi nous avons quantifié I'expression de plusieurs génes de la voie de signalisation
de la contraction des CML (Figure 39) :

- Acteurs majeurs de la contraction des CML : Acta2 et Myh11

- Voie de phosphorylation des chaines légéres de myosine : Mylk et Mic20

- Voie d'inhibition de la phosphatase des chaines |égéres de myosine : RhoA et Rock1
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Figure 39 : Représentation schématique des voies de signalisation de la contraction cellulaire.
Adapté de (Ernesto L. Schiffrin et Touyz 2004)
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Figure 40 : Niveaux d’expression relative de 'ARNm des marqueurs de la contraction cellulaire par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII)
ou non (Sham). (A) Acta2 codant pour ACTA2, (B) Myh11 codant pour MYH11, (C) Mylk codant pour MLCK, (D) Mic20
codant pour MLC20, (E) RhoA codant pour RhoA et (F) Rockl codant pour ROCK1. (n=5a 8). *p<0,05; **p<0,01 ;
***p<0,001 ; ****p<0,0001.

Chez les souris WT, le traitement hypertenseur induit une diminution significative de I'expression de tous les
acteurs de la contraction vasculaire dans les trois localisations aortiques, sauf pour Acta2 qui ne varie pas dans
I'ATD (67,98+5,51 vs 52,3845,93). Cette diminution retrouvée chez les animaux controles est la méme chez les
souris Opal*/- soumises a un traitement hypertenseur. Seule I'expression de Mylk est significativement diminuée
dans I’AApr des souris Opal*/- AnglI par rapport aux WT AnglI (2,24+0,29 vs 1,2240,29) (Figure 40).

De fagon générale, on retrouve donc une diminution de I'expression de tous les acteurs de I'appareil contractile

des CML, dépendante du traitement hypertenseur mais indépendante du génotype des animaux. Seule
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I'expression de Mylk est significativement diminuée dans I'AApr des souris Opal*/- AngIl mettant en avant une

diminution potentielle de la contraction cellulaire chez ces animaux.

g) Apoptose et survie cellulaire

La modification transcriptionnelle des acteurs de I'appareil contractile dans I'anévrisme et la dissection aortique
est principalement due au switch phénotypique et a l'apoptose des CML. C'est pourquoi, nous avons quantifié

I'expression génique de quelques marqueurs de I'apoptose et de la survie cellulaire dans la paroi aortique.
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Figure 41 : Niveaux d’expression relative de I’'ARNm des marqueurs de I'apoptose et de la survie cellulaire par
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RT-qPCR dans les ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opal*/- soumises a un traitement
hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Bax codant pour BAX, (B) Cycs codant pour le cytochrome c et (C) Bcl2
codant pour BCL2. (n=5 a 8). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Le traitement hypertenseur provoque une augmentation significative de I'expression des génes codant pour les
protéines pro-apoptotiques BAX et le Cytochrome c dans I'ATD (Bax : 10,7940,76 vs 26,3345,45 ; Cycs :
1,25+0,14 vs 4,72+1,36) et I'AApr (Bax : 9,81+0,62 vs 39,79+11,57 ; Cycs : 1,14+0,11 vs 7,87+2,56) des
animaux WT AnglI et Opal*/- Angll (Figure 41A-B). En paralléle, on ne reléve pas de modifications significatives
de I'expression du géne codant pour la protéine anti-apoptotique Bc/2 entre les différents groupes. En revanche,
I'expression de Bcl2 est significativement différente entre les trois localisations du groupe WT sham
(ATA : 0,4210,10 ; ATD : 0,2040,01 ; AApr : 0,20+0,02) (Figure 41C).

On retrouve donc une augmentation de I'expression génique des marqueurs de l'apoptose des cellules vasculaires

sans modification de I'expression du géne de survie Bcl2.

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 [ 127



h)  Stress oxydant

Enfin, le stress oxydatif posséde une importance majeure a la fois dans I'hypertension artérielle et dans les
pathologies anévrismales. C'est pourquoi, nous avons quantifié I'expression génique de certaines sous-unités de

la NADPH oxydase et des antioxydants tels que les SOD1 et 2.
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Figure 42 : Niveaux d’expression relative de I’'ARNm des marqueurs du stress oxydant par RT-qPCR dans les
ATA, ATD et AApr des souris contrdles (WT) et Opal+*/- soumises a un traitement hypertenseur (AngII) ou non
(Sham). (A) Nox4 codant pour NOX4, (B) Cyba codant pour la sous-unité P22-PHOX de la NADPH oxydase, (C) Sod1
codant pour SOD1 et (D) Sod2 codant pour SOD2. (n=5a 8). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<(,0001.

Nous remarquons une diminution significative de I'expression de Nox4 dépendante du traitement hypertenseur
chez les souris contréles a la fois dans I’ATA (2,0040,36 vs 2,77+0,71), I'ATD (1,2540,36 vs 4,72+1,36) et I'AApr
(1,1440,11 vs 7,87+2,56). Cette diminution est significativement plus forte chez les souris Opal*/- Angll dans
I'ATD (4,72+1,36 vs 3,7140,56) et I'AApr (7,87+2,56 vs 5,61+2,02) (Figure 42A). A linverse, nous ne
constatons pas de modification significative de I'expression de Cyba codant pour la sous-unité P22-PHOX de la
NADPH oxydase, ni dans I’ATA ni dans I'ATD. L'expression de Cyba est cependant significativement augmentée
dans I’AApr des animaux WT AnglII (0,38+0,02 vs 0,58+0,08) (Figure 42B).

En ce qui concerne les antioxydants, nous remarquons que l'expression de Sodl ne varie pas dans les trois
localisations (Figure 42C). En revanche I'expression de Sod2, codant pour la SOD mitochondriale (MnSOD)

permettant |'élimination des ROS mitochondriaux, est significativement augmentée dans I'’ATD (0,42+0,05 vs
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2,37+0,75) et AApr (0,3940,02 vs 3,89+1,33) des animaux contréles. Cette augmentation d’expression est
retrouvée de la méme maniére chez les animaux Opal*/- Angll (Figure 42D).
On retrouve donc une diminution de I'expression des genes impliqués dans le stress oxydant associée a une

augmentation de I'expression du gene codant pour la SOD mitochondriale.

3.3. Modéle anévrismal (LdIr/")

3.3.1. Généralités

Tableau 3 : Mesure de la masse des animaux, des cceurs, de la pression artérielle systolique et du taux de
mortalité des souris LDLR/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD) et a un
traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (n=3 a 68). * indique une différence significative entre les groupes
traités et contrdles respectifs. $ indique une différence significative entre J0 et J28. £ indique une différence significative
entre les groupes AngII ND et Angll HFD. *, $ ou £ p<0,05; **ou $$ p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001. SBP : systolic

blood pressure

Body weight (g) 10 31,37 1 0,60 31,65 + 0,64 32,94 + 1,19 31,70 + 0,68
yelEntie 128 31,58 + 0,62 28,79 + 0, 62*55 30,98 + 0,53 28,37 + 0,55%*$$$
Heart weight / 128 0,47 £ 0,01 0,50 + 0,01 0,57 + 0,01%** 0,60 4 0,02%*+*
Body weight (g)
SBP (mmHg) J0 122 + 6,76 120 + 5,79 117 + 2,77 125 + 4,10
¢ — 117 + 4,30 118 +£5,73 168 + 2,69****$$$S 189 + 6,88****$$SSE
Mortality (%) 128 0 2,86 11,76 SR

De la méme maniére que pour le modeéle de dysfonction mitochondriale (Opa1*/-), des mesures biométriques ont
été effectuées (poids du cceur et de I'animal, pression artérielle systolique) durant tout le traitement et le
pourcentage de mortalité a été quantifié (Tableau 3). A I'état basal, nous avons formé des groupes de poids
homogeénes, entre 31 et 32 g. Les groupes soumis a un régime alimentaire standard ne présentent pas de
modification significative de masse corporelle. En revanche, le régime enrichi en cholestérol semble provoquer
une perte de poids chez les animaux sham (31,65+0,64 g vs 28,79+0,62 g) et soumis au traitement hypertenseur
(31,70+0,68 g vs 28,3740,55 g). Le traitement hypertenseur, quant a lui, a induit une augmentation de la masse
cardiaque des souris sous régime standard (0,47+0,01 g vs 0,57+0,01 g) et HFD (0,50+0,01 g vs 0,60+0,02 g).
Cette augmentation se révele identique entre les deux groupes, mettant en avant une hypertrophie cardiaque
identique quel que soit le régime alimentaire des animaux. Par ailleurs, la pression artérielle des animaux s’est
révélée homogene entre les quatre groupes a I'état basal. Le traitement hypertenseur a induit une augmentation
significative de la PAS dans les groupes soumis a un régime standard (11742,77 mmHg vs 16842,69 mmHg) ou
HFD (12544,10 vs 189+6,88 mmHg). Cette augmentation de la PAS est significativement plus importante dans
le modéle anévrismal qu’en présence du traitement hypertenseur seul (168+2,69 vs 189+6,88 mmHg). Enfin, le
régime HFD et le traitement hypertenseur seuls n‘ont pas induit de variation significative de la mortalité des
animaux. En revanche, le cumul des deux, pour recréer le modéle anévrismal, provoque une mortalité de 50%

des animaux par rupture aortique.
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L'augmentation de la pression artérielle et de I'nypertrophie cardiaque est donc la méme, quel que soit le régime
alimentaire des animaux. En revanche, le modele d'anévrisme aortique basé sur |'addition du régime HFD et du
traitement hypertenseur chez les souris Ldlr’- a provoqué une forte mortalité par rupture d’anévrisme ou de

dissections aortique.

3.3.2. Bilan lipidique
Ce modele étant décrit pour créer des anévrismes de |'aorte abdominale de type athéromateux, il nous a d'abord

semblé important de réaliser un bilan lipidique des animaux de chaque groupe.
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Figure 43 : Bilan lipidique des souris Ld/r/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD)
et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). Taux plasmatiques de (A) cholestérol total, (B) triglycérides,
(C) HDL-cholestérol, (D) LDL-cholestérol et (E) indice d'athérogénicité. (n=4 4 9). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Nous remarquons d'abord que le régime HFD seul provoque une diminution significative des concentrations
plasmatiques en triglycérides (4,5840,83 vs 0,9940,10) et en HDL-cholestérol (1,06+0,18 vs 0,39+0,08) (Figure
43B-C). A l'inverse, le traitement hypertenseur seul induit une augmentation significative du taux plasmatique
en HDL-cholestérol (1,06+0,18 vs 2,03+0,17) (Figure 43C). Le modéle anévrismal basé sur I'addition du régime
enrichi en cholestérol et du traitement hypertenseur provoque une augmentation significative du taux plasmatique
en cholestérol (10,96+1,38 vs 52,58+5,84) et LDL-cholestérol (6,82+1,29 vs 26,42+4,31) (Figure 43A-D). Tous

ces facteurs nous permettent de calculer I'indice d’athérogénicité que I'on trouve significativement augmenté dans
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notre modéle d’anévrisme (15,7242,68 vs 89,40+13,95) (Figure 43E). Ceci prouve que ce modéle d’anévrisme

aortique possede un risque athérogéne important.

3.3.3.

Avant d'analyser les variations d’expression des acteurs de la dynamique mitochondriale, il est important de

Validation du remodelage anévrismal

confirmer la présence d’'un remodelage anévrismal de |'aorte abdominale. Pour cela, nous avons d'abord réalisé
des mesures histologiques, puis une l'analyse des modifications d'expression des genes impliqués dans ce

remodelage.

a) Remodelage pariétal et fibres élastiques

Les coupes d'aorte ont été colorées a l'orcéine afin de marquer les fibres élastiques. Le but de ce marquage est
de mesurer les paramétres histomorphométriques, le remodelage de chaque segment aortique, et de quantifier

la fragmentation de I'élastine.
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Figure 44 : Mesures histomorphométriques du remodelage aortique des ATA, ATD et AApr de souris Ldlr/-

soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD) et a un traitement hypertenseur (AngII) ou

non (Sham). (A) Coupes histologiques colorées a l'orcéine, (B) aire totale, (C) ratio média/lumiére et (D) ratio
adventice/lumiére. (n=3 a 11). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Bien que non significative (p=0,054), nous remarquons une augmentation de |'aire pariétale totale dans I'ATA
des souris Ldlr/- Angll HFD. En paralléle nous relevons une augmentation significative de I'aire pariétale totale
dans I'ATD (0,1540,02 mm? vs 0,4840,13 mm?) et I'AApr (0,14+0,01 mm? vs 1,16+0,56 mm?2) dépendante du
traitement hypertenseur. Cette augmentation de I'aire totale est encore plus importante dans I’AApr des animaux
LdIr’- AngIl HFD (0,14+0,01 mm? vs 1,9840,55 mm?) créant alors un déséquilibre de cette aire entre I'ATD et
I’AApr de ces animaux (0,4240,11 mm? vs 1,9840,55 mm?) (Figure 44B). En s’attardant plus précisément sur
le ratio média/lumiére qui représente |'hypertrophie médiale, nous remarquons une augmentation significative de
cette hypertrophie dans I'ATD (0,2940,01 vs 0,5440,05) et I'AApr (0,3040,03 vs 0,474+0,05), dépendante du
traitement hypertenseur. A contrario, le régime enrichi en cholestérol provoque une diminution significative du
ratio média/lumiére dans I’ATD (0,29+40,01 vs 0,24+0,02) et I’AApr (0,3040,03 vs 0,2140,02) (Figure 44C). Le
cumul du traitement hypertenseur et du régime HFD provoque une hypertrophie aortique dans ces deux
localisations qui est similaire a celle retrouvée avec le traitement hypertenseur seul. En paralléle, le ratio
adventice/média, représentant le remodelage adventitiel, révele une augmentation significative de |'aire
adventitielle dans I’AApr des animaux sous traitement hypertenseur seul (0,58+0,08 vs 8,7645,02) ou additionné
avec le régime HFD (0,58+0,08 vs 17,17+4,51) (Figure 44D).

L'augmentation de I'aire totale dans I'ATD est donc principalement liée a I'hypertrophie médiale provoquée par le
traitement hypertenseur. L'augmentation de l'aire totale dans I'’AApr des animaux placés sous régime

hypertenseur est due a la fois a une hypertrophie de la média mais aussi a I'augmentation de I'aire adventitielle.

ATA LdIr /- Sham ND ATA LdIr - Angll HFD

AApr LdIr - Angll HFD

Figure 45 : Structure des fibres élastiques de I'ATA (A) et I'AApr (B) de souris contrdles (Ldir/- sham ND) et
anévrismales (LdIr/- AngIl HFD).
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En plus du remodelage pariétal, nous avons aussi mis en évidence une dégradation des lames élastiques dans le
modele anévrismal a la fois dans I'ATA et I'AApr (Figure 45). On observe donc, un remodelage adventitiel
accompagné d’une dégradation des fibres élastiques a l'intérieur méme de la média aortique.

Toutes ces informations prouvent que ce modéle est bien un modeéle d’anévrisme de |'aorte abdominale et dans

une moindre mesure, de I'ATA.

b) Dépéts lipidiques pariétaux

L'anévrisme de |'aorte abdominale est principalement de type athéromateux. C'est pourquoi, il nous a semblé
indispensable de mesurer les dépots lipidiques dans les différents compartiments vasculaires par une coloration
a I'0il-Red-0.
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Figure 46 : Coloration Oil-Red-O des ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou

enrichi en cholestérol (HFD) et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Coupes histologiques

colorées a I'Oil-Red-0, mesure de I'aire positive d'Oil-red-o dans (B) le vaisseau entier, (C) la lumiére, (D) la média et (E)
I'adventice. (n=3 a 11). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Nous avons mesuré le pourcentage de coloration sur l'aire totale du vaisseau ainsi que dans chaque compartiment
artériel. Dans un premier temps, nous avons relevé une augmentation significative du marquage dans I'ATD des
animaux traités avec de |'angiotensine II (0 vs 2,04+0,68). La variation la plus importante se situe dans I"AApr
des animaux Ldlr’- Angll HFD qui est significativement augmentée par rapport aux groupes sham (0,6+0,6 vs
14,6845,42), mais aussi par rapport aux deux autres localisations du méme groupe (ATA :2,814+1,36 ;
ATD : 2,1640,84 ; AApr: 14,68+5,42) (Figure 46B). En décomposant les trois localisations artérielles, nous
remarquons d’abord une augmentation des plaques lipidiques dans la lumiére aortique de I'’ATD des animaux sous
régime hypertenseur (0 vs 2,97+1,06). De plus, chez les animaux Ld/r’- sham HFD, nous avons relevé une
quantité de dépots lipidiques significativement augmentée par rapport aux deux autres localisations
(ATA : 4,47+1,55 ; ATD: 0,26+0,26 ; AApr: 0,5040,50) (Figure 46C). Dans la média, nous relevons
uniguement une augmentation de la coloration dans I’AApr des animaux Ld/r’- AngII ND (0 vs 5,93+3,40) (Figure
46D). C'est dans l'adventice que nous observons les plus grandes variations. Tout comme dans la paroi aortique
totale, nous retrouvons une augmentation significative des dépots lipidiques dans I'adventice des AApr des
animaux Ldlr’- Angll HFD (0 vs 16,57+6,49) (Figure 46E).

Ainsi, 'augmentation des dépots lipidiques dans la paroi aortique est située dans I’AApr des animaux Ld/r’/- Angll

HFD et est localisée dans I'adventice de ces derniers.

c) Collagéne pariétal

Le marquage au rouge sirius a été réalisé dans le but de quantifier les modifications pariétales de collagéne.
L'utilisation de lumiéres blanche et polarisée ont d’abord permis de visualiser la répartition du collagéne dans la
paroi aortique (Figure 47). La lumiére polarisée permet la visualisation du collagéne de type I en jaune-rouge

et le collége de type III en vert.

La lumiére blanche donne I'impression d’une répartition quasi homogeéne dans toute la paroi artérielle alors que
la lumiére polarisée met en avant une localisation adventitielle du collagéne (Figure 47B-C). Dans notre modéle
d’anévrisme de l'aorte abdominale nous remarquons que le collagéne se situe principalement en périphérie de
I’AApr, principalement dans le but de prévenir le risque de rupture aortique (Figure 47C).

L'algorithme en cours d'élaboration nous permettra de préciser les modifications pariétales d’expression du
collagene de type I et de type III, ainsi que I'alignement et I'orientation des fibres de collagene au sein de chaque

artére.
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Figure 47 : Coloration au rouge sirius. Comparaison des lumiéres blanche et polarisée (A), coloration en
lumiére polarisée de I’ATA (B) et I'AApr (C) de souris contrdles (Ld/r/- sham ND) et anévrismales (Ldlr/- AngIl
HFD).

d) Composants de la matrice extracellulaire

Aprés avoir validé notre modéle du point de vue histomorphométrique, nous avons quantifié I'expression génique
de différents marqueurs de la MEC et sa dégradation, de la contraction cellulaire, de I'apoptose et du stress

oxydant retrouvés dans I'anévrisme aortique.

| Place de la dynamique mitochondriale dans I'hypertension artérielle et I'anévrisme aortique - 2021 1 135



>
w

Col1a1 (COL1A1)
2.0+ * 2.0

*k *x

Col3a1 (COL3A1)

1.54

* *

*k

1.0 Liad
os] 1
I
0.0
ATA ATD

AAPR

Relative normalized
mRNA expression
[=]

1

—
—_—
Relative normalized
mRNA expression

ATA ATD AAPR

C Ein (Elastin)

2.0 Ldir-- Sham ND

ok B [dir - Sham HFD

wk

-
(%]
L

Bl Ldir *Angll ND

‘Il I ‘ ‘ ‘ Bl [dir - Angll HFD
A ATD AAPR

TA

Relative normalized
mRNA expression
(=] -
wn o

e
=

Figure 48 : Niveaux d’'expression relative de 'ARNm des marqueurs de la matrice extracellulaire par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD)
et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Co/lal codant pour le collagéne de type I, (B) Col3al
codant pour le collagéne de type III et (C) Eln codant pour I'élastine. (n=5a 11). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux génes codant pour les principaux composants de la
MEC : le collagéne (Collal et Col3al) et I'élastine (E/n). On remarque ici une augmentation de I'expression du
collagéne de type 1 dans I'ATD (0,3240,08 vs 0,8740,23) et I'AApr (0,9540,24 vs 1,27+0,33) dépendante du
traitement hypertenseur, mais identique quel que soit le régime alimentaire. Le régime enrichi en cholestérol seul
provoque une diminution significative de I'expression de Collal dans I'ATA (0,87+0,23 vs 0,29+0,06) et I'AApr
(0,9540,24 vs 0,44+0,07) (Figure 48A). L'expression de Col3al est significativement augmentée dans I'’ATD
(0,1740,03 vs 0,53+0,13) avec le traitement hypertenseur (Figure 48B). En paralléle, si ce dernier provoque
I'augmentation de I'expression de |'élastine dans I'ATA (0,6140,11 vs 0,9340,17) quel que soit le régime
alimentaire, il n'a pas d'effet sur I’ATD et I'AApr (Figure 48C).

En résumé, on retrouve donc une augmentation de I'expression des génes codant pour les collagénes de type I

et I1I, sans modification de I'expression de I'élastine dans I’ATD et I’AApr dépendante du traitement hypertenseur.

e) Dégradation de la matrice extracellulaire

Aprés les composants de la MEC, nous nous sommes attardés sur sa dégradation en quantifiant I'expression

génique de Mmp2 et de Timp1 et Timp2.
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Figure 49 : Niveaux d'expression relative de 'ARNm des marqueurs de la dégradation de la MEC par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD)
et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Mmp2 codant pour MMP2, (B) Timp1 codant pour TIMP1,

(C) Timp2 codant pour TIMP2, (n=5a 11). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Nous remarquons une augmentation de l'expression de Mmp2 dans I’ATD (0,07+0,01 vs 0,1940,05) et I'AApr
(0,1340,02 vs 0,22+0,05) dépendante du traitement hypertenseur. Cette augmentation d’expression de Mmp2,
qui est identique entre les animaux ND AngllI et HFD AnglIl génére cependant une variation significative de son
expression entre I’ATA (0,14+0,02) et I'ATD (0,27+0,07) des animaux Ld/r’- HFD AnglI (Figure 49A). En ce qui
concerne les inhibiteurs des métalloprotéinases, nous observons d’abord une augmentation significative de
I'expression de Timp1 dans I’ATD des animaux ND AngII (0,065+0,01 vs 0,1940,05) et HFD AnglI (0,0640,01 vs
0,2740,07). Dans I'ATA et I'AApr, cette augmentation est retrouvée uniquement entre les deux groupes sous
régime HFD (ATA : 0,1140,02 vs 0,1440,02 ; AApr : 0,10+0,01 vs 0,2140,03) (Figure 49B). A l'inverse, nous
ne retrouvons aucune variation de I'expression de Timp2 dans I'ATA et I’ATD, mais son expression est diminuée
significativement dans I'’AApr (1,1140,15 vs 0,67+0,10), diminution dépendante du traitement hypertenseur et
non du régime alimentaire (Figure 49C).

Nous retrouvons donc une augmentation de I'expression de Mmp2 dans I'ATD et I’AApr, dépendante du traitement

a I'AnglI et qui est contrebalancée par I'augmentation de I'expression de Timp1 mais pas de Timp2.
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f) Acteurs de la contraction cellulaire

Aprés s'étre penché sur le remodelage de la MEC, nous avons choisi d'étudier I'expression des acteurs de la

contraction cellulaire, qui ont été décrits comme étant diminué dans I'anévrisme aortique.
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Figure 50 : Niveaux d’expression relative de ’'ARNm des marqueurs de la contraction cellulaire par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD)
et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Myh11 codant pour MYH11, (B) Mylk codant pour MLCK

et (C) Acta2 codant pour ACTA2. (n=5a 11). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<(0,0001.

Nous relevons ici une diminution significative de I'expression de Myh11 et Mylk dans I'ATA (Myh11 : 2,80+0,60
vs 1,28+0,17 ; Mylk : 0,52+0,10 vs 0,24+0,03), I'ATD (Myh11 : 6,904+0,98 vs 2,20+0,47 ; Mylk : 0,8340,07 vs
0,3340,05) et I'AApr (Myh11 :3,72+1,11 vs 0,69+0,23 ; Mylk : 0,7140,21 vs 0,1440,04) dépendante du
traitement hypertenseur (Figure 50A-B). On remarque aussi une diminution de I'expression d'Acta2 dans I'ATD
(50,67+4,81 vs 22,66+4,80) et I'AApr (26,85+6,99 vs 8,30+2,66), également dépendante de I'Angll. Cette
diminution de I'expression d’Acta2 dans I'AApr induit une différence significative de son expression entre I'ATA et
I’AApr des animaux Ld/r’- AngIl HFD (24,89+4,37 vs 15,9442,78) (Figure 50C). Dans tous les cas, le régime
riche en cholestérol n'a pas d'effet sur I'expression des génes impliqués dans la contraction des CML. Nous avons
donc mis en évidence une diminution de I'expression des génes codant pour les protéines de la contraction

cellulaire dans I'anévrisme, diminution qui est dépendante du traitement hypertenseur.
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g) Apoptose et survie cellulaire

Cette diminution de la transcription des acteurs de la contractilité cellulaire étant étroitement liée a l'apoptose
des CML dans I'anévrisme, nous avons ensuite quantifié I'expression génique des marqueurs de l'apoptose et de

la survie cellulaire.
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Figure 51 : Niveaux d’expression relative de I’ARNm des marqueurs de I'apoptose et de la survie cellulaire par
RT-qPCR dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en
cholestérol (HFD) et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Bax codant pour BAX et (B) Bc/2
codant pour BCL2. (n=5a 11). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Dans un premier temps, nous remarquons peu de variation de l'expression du géne pro-apoptotique Bax dans les
trois localisations. Le traitement hypertenseur seul induit une diminution de son expression dans I'ATA (0,11+0,01
vs 0,07640,01). De plus, le cumul du traitement hypertenseur et du régime hypercholestérolémiant provoque
une diminution significative de I'expression de Bax dans I'ATD par rapport au régime HFD seul (0,1340,01 vs
0,0840,01) (Figure 51A). A linverse, nous avons relevé une diminution significative de l'expression du géne
anti-apoptotique Bc/2 dans I’ATD (0,0740,00 vs 0,04+0,01) et I’AApr (0,05+0,01 vs 0,03+0,00) dépendante du
traitement hypertenseur. Cette diminution est la méme quel que soit le régime alimentaire des animaux. Dans
I'ATA, on reléve une diminution significative de I'expression de Bcl2 entre les deux groupes placés sous régime
HFD (0,06+0,01 vs 0,04+0,01) (Figure 51B).

Nous savons donc qu‘il y a peu de variations d’expression du géne pro-apoptotique Bax mais bien une diminution

significative de I'expression du géne Bc/2, lié a la survie cellulaire.

h) Stress oxydant

Enfin, du fait de I'i'mportance du stress oxydatif dans la pathologie anévrismale, nous nous sommes attachés sur
I"étude de I'expression génique de certaines sous-unités de la NADPH oxydase, Nox4 et Ncf2 et des antioxydants,
Sod1 et Sod?2.
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Figure 52 : Niveaux d’expression relative de I'ARNm des marqueurs du stress oxydant par RT-qPCR dans les
ATA, ATD et AApr des souris Ld/r/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD) et a un
traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Nox4 codant pour NOX4, (B) Ncf2 codant pour la sous-unité P67-
PHOX de la NADPH oxydase, (C) Sod1 codant pour SOD1 et (D) Sod2 codant pour SOD2. (n=5a 11). *p<0,05 ; **p<0,01 ;
**%p<0,001.

Nous remarquons une diminution de I'expression de Nox4 uniquement au niveau de I'’AApr (0,2340,06 vs
0,0840,02) qui est dépendante du traitement hypertenseur (Figure 52A). A l'inverse, nous constatons une
augmentation significative de I'expression de Ncf2 codant pour la sous-unité P67PHOX de la NADPH oxydase dans
I’ATD (0,00440,00 vs 0,0140,00), dépendante également du traitement a I’AngIl (Figure 52B). En ce qui
concerne les antioxydants, nous observons une diminution de |'expression de Sod1 dans I'ATD (1,10+0,06 vs
0,7840,04) et I'AApr (1,19+40,11 vs 0,6940,06) entre les deux groupes sous régime standard. Dans I'AApr des
animaux dit anévrismaux, on retrouve aussi une diminution significative de I'expression de la Sod1 (1,1940,11
vs 0,8440,06) (Figure 52C). Enfin, cette étude révéle une différence significative d’expression de Sodl
(0,7240,05 vs 1,1540,14) et de Sod2 (0,304+0,01 vs 0,4940,08) entre I'ATA et I’ATD de notre modéle d'anévrisme
(Figure 52C-D). Nous retrouvons donc des modifications variables de I'expression des sous-unités de la NADPH

oxydase et des antioxydants qu'il reste encore a confirmer.

3.3.4. Etude de I'homéostasie mitochondriale
Aprés avoir validé notre modéle en étudiant les modifications pariétales des trois localisations aortiques subissant

des remodelages anévrismaux ou disséquants, nous nous sommes consacrés a l'étude de la dynamique
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mitochondriale dans ces pathologies. Pour cela, nous avons d'abord réalisé une étude transcriptomique dans le

but de quantifier I'expression des génes codant pour la dynamique et la biogénese mitochondriales.

a) Fusion mitochondriale

Dans un premier temps, nous avons étudié les modifications d’expression des génes impliqués dans la fusion
mitochondriale : Opal, Mfn1 et Mfn2.
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Figure 53 : Niveaux d’expression relative de 'ARNm des marqueurs de la fusion mitochondriale par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD)
et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Opal codant pour OPA1, (B) Mfn1 codant pour la
mitofusine 1 et (C) Mfn2 codant pour la mitofusine 2. (n=5a 11). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001.

A l'état basal, le régime enrichi en cholestérol seul ne joue pas sur l'expression des genes de fusion
mitochondriale. A l'inverse, le traitement hypertenseur seul provoque une diminution significative de I'expression
d’Opal dans I’ATD (0,017+0,001 vs 0,01540,001) et une diminution de I'expression des mitofusines dans I’ATA
(Mfn1:0,013+0,002 vs 0,00740,001; Mfn2 : 0,054+0,009 vs 0,026+0,002) et dans I’AApr (Mfn1 : 0,016+0,003
vs 0,007+0,001 ; Mfn2 : 0,077+0,018 vs 0,02040,005). Le cumul du traitement hypertenseur et du régime HFD
dans ce modele d'anévrisme aortique provoque les mémes variations de |'expression de Mfnl et Mfn2 qu'avec
I'angiotensine II seule. En revanche, il ne provoque pas les mémes variations de I'expression d'Opal, induisant
alors un déséquilibre dans son expression entre les deux groupes sous traitement hypertenseur dans I'ATA
(0,014+0,001 vs 0,019+0,001), I’ATD (0,015+0,001 vs 0,024+0,004) et I’AApr (0,015+0,001 vs 0,025+0,003)
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(Figure 53). Il y a donc bien des variations de la fusion mitochondriale dans le modéle anévrismal que nous

utilisons qui sont plus ou moins dépendantes du régime enrichi en cholestérol ou du traitement hypertenseur.

b) Fission mitochondriale

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié les variations d’expression des deux acteurs principaux de la fission

mitochondriale : Dnm1/ codant pour DRP1 et Fis1 codant pour FIS1.
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Figure 54 : Niveaux d’'expression relative de 'ARNm des marqueurs de la fission mitochondriale par RT-qPCR
dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol (HFD)
et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Dnm1/ codant pour DRP1 et (B) Fisl codant pour FIS1.

(n=5a11). *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Dans le cas de la fission mitochondriale le régime HFD n’a aucun effet sur I'expression de Dnm1/ et Fis1 dans les
trois localisations. En revanche, il y a un effet direct du traitement hypertenseur. En effet, ce dernier a induit une
diminution significative de I'expression de Dnm1/ dans I’ATA (0,05+0,01 vs 0,03+0,00) et I’AApr (0,0640,01 vs
0,03£0,00) et de Fis1 dans I'ATA (0,37+0,05 vs 0,23+0,01), I'ATD (0,38+0,03 vs 0,26+0,03) et I'AApr (0,33+0,04
vs 0,1840,02) (Figure 54). Ces diminutions d’expression sont identiques quel que soit le régime alimentaire des
animaux, sauf pour l'expression de Dnm1/ qui est significativement diminuée uniquement dans le modéle
anévrismal (0,064+0,01 vs 0,04+0,01). Ainsi, I'expression génique des acteurs de la fission mitochondriale est

diminuée de maniére dépendante du traitement hypertenseur et indépendante du régime enrichi en cholestérol.

c) Biogénése mitochondriale

Enfin, la dynamique et la biogénése mitochondriale étant intimement liées, il nous a semblé important d'étudier

I'expression génique des acteurs de la biogénése mitochondriale : Tfam et Nrfl.
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Figure 55 : Niveaux d’expression relative de 'ARNm des marqueurs de la biogénése mitochondriale par RT-

qPCR dans les ATA, ATD et AApr des souris Ldlr/- soumises a un régime normal (ND) ou enrichi en cholestérol

(HFD) et a un traitement hypertenseur (AngII) ou non (Sham). (A) Tfam codant pour TFAM et (B) Nrfl codant pour
NRF-1. (n=5a 11). *p<0,05; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.

De maniére générale, I'expression des génes de la biogénése mitochondriale suit celle des genes de la dynamique

mitochondriale. En effet, nous relevons une diminution significative de l'expression de Tfam dans I'ATD
(0,03940,002 vs 0,029+0,001) et I'’AApr (0,038+0,004 vs 0,025+0,001) et de Nrf1 dans I’ATA (0,005+0,000 vs
0,00240,000), I’ATD (0,00740,001 vs 0,0034+0,001) et I'AApr (0,0064+0,001 vs 0,003+0,000) dépendante du

traitement hypertenseur (Figure 55). Ces variations sont identiques quel que soit le régime alimentaire des

animaux.
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Discussion de I'étude 2

La dérégulation de la dynamique mitochondriale a largement été décrite dans les pathologies neurodégénératives
et cardiaques. Néanmoins, son implication dans les pathologies vasculaires était jusqu'alors méconnue.
L'inactivation des génes d’Opal ou de Drp1 étant |étaux in utero (Wakabayashi et al. 2009; Piquereau et al. 2012)
nous avons basé notre étude sur l'utilisation d’'un modéle hétérozygote pour Opal. La mutation Opal%/TTA¢
(renommeée ici Opa1*/-), retrouvée en majorité chez les patients présentant des atrophies optiques, provoque une
diminution significative de I'expression d'Opal dans de nombreux organes. En effet, Sarzi et ses collaborateurs
ont mis en avant une diminution de prés de 25% de son expression dans le cerveau, la rétine, le nerf optique,
les muscles glycolytiques et une diminution de prés de 50% dans le cceur et les fibres oxydatives (Sarzi et al.
2012). Dans notre étude, nous retrouvons bien cette diminution de 50% de I'expression d’Opal, dans chacun des
segments aortiques étudiés des souris Opa1*/-, sans modification d’expression des autres acteurs de la dynamique
mitochondriale.

Il a été prouvé qu’a I'age de 11 mois, ces animaux présentent un phénotype poly-dégénératif. En revanche, ces
dégénérescences n'ont pas été retrouvées chez des animaux de 3 et 5 mois (Sarzi et al. 2012). La fonction
cardiaque n’est pas altérée non plus chez les animaux Opal*/- de 3 mois mais la fonction ventriculaire commence
a étre dégradée a partir de 6 mois (Le Page et al. 2016). Cependant, comme nous |'avons prouvé dans notre
étude cette altération n'affecte pas le poids des animaux, du cceur et de la pression artérielle entre les animaux
Opal*’* (WT) et Opal*’.

Dans notre premiére étude, centrée sur la microcirculation, I'hypertension artérielle a été induite par un traitement
au L-NAME. Ainsi, l'utilisation du L-NAME, qui a un impact majeur sur les résistances périphériques (Dornas et
Silva 2011), était le traitement le plus approprié dans cette étude. De plus, I'HTA induite par le L-NAME est
relativement modérée et permet donc une meilleure observation des différences entre les groupes. Il a été prouvé
que le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) était largement impliqué dans le développement de I'HTA
induite par L-NAME (Ribeiro et al. 1992). C'est pourquoi, en paralléle de cette premiére étude, nous avons mis
en place un deuxiéme modéle hypertenseur comprenant l'infusion directe d’Angll.

Ce modele, également dépendant du SRAA, induit une HTA plus sévére que le modéle précédent (Dornas et Silva
2011) avec une augmentation de la pression artérielle de prés de 50 mmHg contre 20 mmHg pour le traitement
L-NAME. Méme si cette étude était centrée sur les artéres de résistance, nous avons gardé un regard sur les
artéres de compliance. C'est alors que nous avons observé, en plus de I'hypertrophie classiqguement retrouvée
dans I'HTA, des remodelages de type anévrismaux voire disséquants de certaines artéres de compliance et surtout

de l'aorte thoracique des animaux Opal*/ traités.

Chez I'Homme, les pathologies anévrismales et disséquantes de l'aorte sont largement associées a une
hypertension chronique et sévére présente chez 75% des patients (Albornoz et al. 2006). Ces pathologies sont
souvent liées a une association entre I'HTA et un facteur de fragilisation de la paroi aortiqgue comme une mutation

génétique (Dietz et al. 1991; Judge et al. 2004) ou encore une perturbation métabolique (Xu, Zarins, et Glagov
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2001; Weng et al. 2018). Dans notre modéle, I'altération de la fusion mitochondriale pourrait étre un nouvel

acteur de fragilisation de la paroi et ainsi provoquer des remodelages de la paroi aortique.

Ces observations et les résultats de la premiére étude nous aménent a penser qu’'OPA1l et I'ensemble de la
dynamique mitochondriale pourrait jouer un role dans les pathologies anévrismales et disséquantes de I'aorte.
Pour comprendre leur implication dans ces pathologies, nous avons d'abord étudié le remodelage aortique dans
le modéle murin Opal*/- en présence d'un traitement hypertenseur sévéere et prolongé (Angll, 1 mg/kg/j, 28
jours), facteur retrouvé dans la pathologie humaine. La deuxieéme partie de cette étude consiste a quantifier les
modifications de la dynamique mitochondriale dans un modéle connu d’anévrisme aortique (Ldlr’/-, Angll, HFD).
Enfin, les anévrismes et dissections aortiques survenant principalement dans les aortes thoraciques ascendante,
descendante et dans |'aorte abdominale péri-rénale, nous avons concentré notre étude sur ces trois segments

aortiques.

Remodelage aortique des animaux présentant une dysfonction de la fusion mitochondriale

Dans un premier temps, le traitement hypertenseur a I’AngII a induit une augmentation de pression artérielle
(PA) et une hypertrophie cardiaque identique entre les groupes contréles et Opal*/, contrairement a la premiére
étude sur I'HTA. Ceci peut étre dii au traitement hypertenseur lui-méme. En effet, si les deux traitements sont
de la méme nature, leur différence d’amplitude de I'hypertension créée peut avoir un effet sur les résultats
obtenus. L'AnglII, qui provoque une HTA sévére, peut masquer les différences de PA visibles entre les animaux

contréles et Opa*/ avec le traitement hypertenseur plus modéré au L-NAME.

Afin de caractériser le remodelage aortique des souris Opal*/-, nous avons réalisé une série d’études histologiques
et transcriptionnelles sur les aortes thoraciques ascendante (ATA) et descendante (ATD) et l'aorte abdominale
péri-rénale.

Cette étude a révélé une augmentation de l'aire artérielle totale induite par I’AngIl dans les trois localisations
aortiques quel que soit le génotype des animaux. Chez les animaux WT Angll, cette augmentation de l'aire totale
est due a I'hypertrophie de la média décrite précédemment dans la littérature (Laurent et Boutouyrie 2015; I. A.
M. Brown et al. 2018). Dans I’ATA et I'ATD des animaux Opal*/-Angll, ce remodelage est aussi dii a I'hypertrophie
de la média aortique. En revanche, dans le cas de I’AApr, ol nous avons mis en évidence les remodelages les
plus importants, nous constatons qu'il s'agit d’une hypertrophie de la média accompagnée d’une augmentation
de I'aire adventitielle, se rapprochant d’un remodelage anévrismal.

En paralléle, le marquage a l'orcine a révélé une fragmentation des fibres élastiques dans I'’ATA et I’AApr des
souris Opal*/-Angll, comme retrouvé dans l'anévrisme (Campa, Greenhalgh, et Powell 1987; Carmo et al. 2002).
Dans I'’AApr, la dégradation des fibres élastiques est associée a une diminution significative de I'expression du
géne codant pour I'élastine, dépendante du traitement hypertenseur quel que soit le génotype des animaux. En
revanche dans I’ATA, nous observons une augmentation significative de I'expression de I'élastine chez les animaux

Opal*- Angll. Méme si la littérature décrit principalement une diminution de la quantité d’élastine (Campa,
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Greenhalgh, et Powell 1987; Carmo et al. 2002), c'est le ratio élastine/collagéne qui est principalement diminué
dans I'anévrisme. Ainsi, il peut arriver que la quantité d’élastine soit augmentée (Baxter et al. 1994; Minion et al.
1994), mais qu'elle soit contrebalancée par une augmentation plus importante de collagéne. Ainsi, comme décrit
dans la littérature (Leung, Glagov, et Mathews 1976; Intengan et Schiffrin 2001) nous retrouvons une
augmentation de I'expression des genes codant pour les collagénes de type I et III dans les trois localisations
aortiques chez les souris WT Angll. Cette augmentation est retrouvée dans I’ATD et I’AApr des animaux Opal*/
Angll. De plus, nous observons que dans I'AApr, ce collagéne est principalement localisé dans l'adventice
remodelé, spécifiquement en périphérie aortique pour prévenir le risque de rupture de 'aorte (Abdul-Hussien et
al. 2007; Klink et al. 2011). En revanche, cette variation de I'expression du collagéne n’est pas retrouvée dans
I’ATA des souris Opal*/- Angll, pouvant alors induire une fragilisation de la paroi artérielle dans ce segment

aortique.

Au-dela des constituants de la matrice extra-cellulaire, il est important de prendre en compte leur dégradation.
Nous savons que les acteurs majeurs de la dégradation de la MEC aortique sont les métalloprotéinases, MMP-2
et MMP-9 (Sakalihasan et al. 1996; Wassef et al. 2001; Annabi et al. 2002; Longo et al. 2002) et que leur activité
peut étre régulée par leurs inhibiteurs, les TIMP (K. Nishimura et al. 2003). Si nous n‘avons pas encore pu
quantifier l'expression génique de Mmp9, nous avons tout de méme mis en évidence une augmentation
significative de l'expression de Mmp2 dans les trois localisations aortiques des souris WT Angll. Cette
augmentation est aussi retrouvée dans I’ATD et I’AApr des animaux Opal*/- Angll. En revanche, comme pour le
collagéne, I'expression de Mmp2 n’est pas augmentée dans I’ATA des animaux Opal*/- Angll. Quant aux TIMP,
nous avons mis en évidence une augmentation significative de |'expression de Timpl dépendante de
I'hypertension dans les trois localisations aortiques. Bien que non significative, cette augmentation semble plus
importante dans I’AApr des animaux Opal*/- Angll (p=0,08). L'expression de Timp2, quant a elle, ne varie pas
dans I'ATA et est augmentée dans I'’ATD des deux groupes traités a I’AnglIl. A l'inverse, son expression est
diminuée dans I'AApr des animaux Opal*/- Angll. Il pourrait donc y avoir un phénoméne de compensation des

deux TIMP dans le but de contrer I'augmentation de I'expression de Mmp2 et limiter la dégradation de la MEC.

Ainsi, les observations macroscopiques ont révélé un remodelage anévrismal et/ou disséquant de I'AApr des
animaux Opal*/- Angll. Une analyse histologique et transcriptionnelle plus détaillée a permis de confirmer ce
remodelage adventitiel et les modifications de la MEC de I’AApr de ces animaux. Celle-ci a aussi permis de
visualiser des modifications de la MEC dans I’ATA des animaux Opal*/- Angll et ont révélé des faiblesses de la
paroi de ce segment aortique, pouvant augmenter le risque de remodelage et de rupture. En revanche, il est
indispensable de s'attarder particulierement sur I'aspect protéique des acteurs de la MEC et de sa dégradation.
De plus, I'activité enzymatique des MMP et de leurs inhibiteurs doit étre prise en compte afin de comprendre le

remodelage pariétal de I'aorte des souris Opa1*/- Angll.

Pour compléter ces informations, nous savons que l'anévrisme de l'aorte abdominale a une grande part
athérogéne (Xu, Zarins, et Glagov 2001). Le marquage a I'Oil-Red-O et le bilan lipidique nous ont permis de

mettre en évidence une augmentation des dépots lipidiques dans I'adventice de I’AApr des animaux Opa1*/- Angll
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associée a une augmentation du taux plasmatique de LDL-cholestérol comme décrit dans I’AAA (Weng et al.
2018). En revanche, I'indice d'athérogénécité de ce groupe ne varie pas par rapport aux controles, ce qui pourrait
expliquer la présence d'anévrismes et de dissection pas ou peu athéromateux retrouvés chez les souris Opal*/
AnglII.

Deux des facteurs importants dans le développement anévrismal sont |'apoptose et le « switch phénotypique »
des CML (Meilhac et al. 2003; Lacolley et al. 2012), notamment par la répression des génes contractiles (Salmon
et al. 2012; Gomez, Swiatlowska, et Owens 2015). Dans notre étude, nous observons une augmentation de
I'expression des acteurs de I'apoptose dans I’ATD et I'AApr induite par le traitement hypertenseur, quel que soit
le génotype des animaux. En paralléle, nous observons une diminution de I'expression des acteurs de la
contraction vasculaire dépendante du traitement hypertenseur, quel que soit le génotype des animaux et la
localisation aortique. Cette diminution est cependant accrue dans I'AApr des animaux Opal*/- AnglIl pour
I'expression d’Acta2 et Mylk. Ainsi, si I'apoptose des CML se trouve identique entre les animaux WT et Opal*/
traités a I’AnglI, le « switch phénotypique » est probablement accru dans I'’AApr des Opal*/- Angll. 1l serait
maintenant intéressant de s'intéresser a |'expression protéique de ces différents acteurs ainsi qu'a la capacité

sécrétrice des CML qui est augmentée dans |'anévrisme (Hedin et al. 1988; Airhart et al. 2014).

Enfin, le stress oxydatif a été décrit pour jouer un réle majeur dans I’'HTA (Taniyama et Griendling 2003; R. M.
Touyz et Schiffrin 2004) et I'anévrisme (Griendling et al. 1994; Yajima et al. 2002; Thomas et al. 2006).
Contrairement a la littérature (Griendling et al. 1994; W. Yu et al. 2020) notre étude a mis en avant une diminution
significative de I'expression de Nox4 induite par le traitement hypertenseur dans les trois localisations aortiques.
De plus, cette diminution est encore plus importante dans I'ATD et I’AApr des animaux Opal*/- Angll. En paralléle,
I'expression du gene codant pour la SOD mitochondriale est significativement augmentée dans ces deux segments
chez les animaux WT et Opal*/ traités. Avec les résultats que nous avons obtenus, il est difficile de conclure
quant aux variations de stress oxydant lors d'une altération de la fusion mitochondriale en présence d'un
traitement hypertenseur. Pour cela, il sera indispensable de s'attarder spécifiquement sur les différentes sources
de ROS, les anti-oxydants, d'un point de vue protéique, mais aussi sur la part du stress oxydant mitochondrial
dans toute la paroi vasculaire, notamment par immunohistochimie. L'inflammation ayant un réle central dans
I'HTA et les pathologies aortiques, il sera aussi important de ne pas négliger son implication d'un point de vue

tissulaire et plasmatique.

Ainsi notre étude, bien que préliminaire, a bien confirmé la présence d’un remodelage de type anévrismal au
niveau de I'aorte abdominale péri-rénale, ainsi qu’une faiblesse de la paroi de I'aorte thoracique ascendante chez
des souris possédant une altération de la fusion mitochondriale soumises a un régime hypertenseur sévére et

prolongé. La perturbation de la fusion mitochondriale joue donc bien un role dans le développement anévrismal.

Pour compléter ce travail, nous avons ensuite décidé d’étudier les variations de la dynamique mitochondriale dans

un modéle connu d'anévrisme de I'aorte abdominal et de I'aorte thoracique ascendante.
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Choix du modéle d’anévrisme

Il existe différents modéles expérimentaux d‘anévrisme de l'aorte : linfusion intra-aortique d‘élastase,
I'application péri-aortique de chlorure de calcium, des modéles de xénogreffes ou encore des modeles
transgéniques. Le plus répandu comprend I'utilisation d’'un modéle murin déficient en apolipoprotéine E (ApoE~")
(Plump et al. 1992; S. H. Zhang et al. 1992; Meir et Leitersdorf 2004) ou comprenant une déficience du récepteur
aux lipoprotéines de faible densité (LdIr’/-) (S. Ishibashi et al. 1994; Rateri et al. 2014) qui sont tous les deux des
acteurs clés nécessaires a la clairance des lipoprotéines. Ainsi, leur altération entraine |'accumulation de
lipoprotéines athérogénes dans la circulation. Ces souris, soumises a un régime enrichi en cholestérol et a un
traitement hypertenseur a l'angiotensine II prolongé, sont sujettes a la formation d’anévrismes de l'aorte
abdominale (Manning, Cassis, et Daugherty 2003) et, dans une moindre mesure, a des anévrismes de |'aorte
thoracique ascendante (Rateri et al. 2014).

Les souris ApoE”’~ peuvent développer des lésions d'athérosclérose spontanée qui se trouvent drastiquement
accélérées par le régime HFD. A l'inverse, les animaux Ldlr’- soumis a un régime standard développent des Iésions
trés limitées grace au faible taux plasmatique en cholestérol. Une alimentation HFD additionnée ou non a un
traitement hypertenseur, provoque le développement de pathologie athéromateuses et/ou anévrismale de
maniere plus lente que chez les souris ApoE’/-, Ceci permet alors d'étudier avec plus de précision la survenue de
ces pathologies et, a terme, de réaliser une cinétique de leur développement. C'est pourquoi, notre étude s'est
basée sur l'utilisation du modéle murin Ldlr’- soumis a un régime enrichi en cholestérol (HFD) et I'infusion

d'angiotensine II (AnglIl) par mini-pompes osmotiques a 1mg/kg/j pendant 28 jours.

La littérature décrit une augmentation significative de la concentration plasmatique de cholestérol chez les
animaux Ld/r/- soumis a un régime enrichi en cholestérol (S. Ishibashi et al. 1994; Rateri et al. 2014). Le bilan
lipidique réalisé sur nos animaux n‘a pas révélé de modification en présence du régime HFD seul mais a bien
confirmé I'augmentation plasmatique du cholestérol et des LDL-cholestérol dans notre modéle anévrismal. Ces
derniers sont responsables de I'augmentation de l'indice d'athérogénécité mis en évidence dans ce modéle. En
effet, une augmentation plasmatique de cholestérol et de LDL-cholestérol a été corrélée avec I'augmentation du
risque d’AAA (Weng et al. 2018).

Pour comprendre |'effet de I'augmentation de I'TA, nous avons quantifié les dépots lipidiques dans les différents
compartiments artériel (paroi totale, lumiére, média et adventice). Nous avons ainsi, mis en évidence une
augmentation des dépots lipidiques dans I'adventice remodelée de I’AApr des animaux anévrismaux. Ceci pourrait
caractériser la présence d’un thrombus intraluminal (ILT) dans cette partie de I'aorte, prouvant alors la présence
d’un AAA de type athéromateux. La présence d'un ILT est retrouvé dans 75% des AAA (Harter et al. 1982) mais
celui-ci est normalement situé au niveau intimal a l'interface entre le sang et la paroi (Fontaine et al. 2002; Touat
et al. 2006; J. B. Michel et al. 2011). Dans |'aorte, la convection radiale impacte I'ILT dans la paroi contribuant a
la dilatation progressive de I'artére et ainsi I'expansion de I'ILT vers I'extérieur du vaisseau et non l'intérieur. C'est

pourquoi dans notre modéle, I'ILT n’obstrue pas la lumiére artérielle mais participe a I'expansion anévrismale.
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Le traitement hypertenseur seul a bien provoqué une augmentation de la pression artérielle systolique et une
hypertrophie cardiaque, comme décrit dans la littérature (Ruzicka et Leenen 1995; Landmesser et al. 2002), quel
que soit le régime alimentaire des animaux. L'addition du régime HFD et du traitement a I’AngII potentialise cette
augmentation de la PAS. Si les deux facteurs seuls n‘ont pas augmenté la mortalité des animaux, le modéle
anévrismal dans lequel la PAS se trouve significativement augmentée, a provoqué prés de 50% de mortalité par

rupture aortique.

Remodelage aortique dans notre modéle anévrismal (Ldlr/-, AngII, HFD)

Pour confirmer la présence d'anévrisme de l'aorte dans le modéle que nous avons choisi, nous avons d’abord
étudié le remodelage aortique dans I'’ATA, I'ATD et I'AApr, comme nous l'avons fait précédemment pour notre
modele d'altération de la fusion mitochondriale.

Le marquage a l'orcéine a permis de mettre en évidence une hypertrophie de I'ATD et de I’AApr dépendante du
traitement hypertenseur, quel que soit le régime alimentaire des animaux. En plus de cette hypertrophie, |'aire
adventitielle de I'’AApr est augmentée sous |'effet de I'angiotensine II seule. Ce remodelage adventitiel se trouve
encore plus important lors de I'addition du régime enrichi en cholestérol. Si I'expression du gene codant pour
I'élastine ne varie pas dans I'ATD et I'AApr, elle est augmentée dans I'ATA dans les deux groupes sous traitement
hypertenseur. Mais, comme décrit dans la littérature (Campa, Greenhalgh, et Powell 1987; Carmo et al. 2002),
nous avons révélé une forte dégradation des fibres élastiques dans I’ATA et dans I'AApr des souris Ldlr/- Angll
HFD. Ainsi, méme si la quantité d’élastine ne varie pas ou est augmentée, les fibres se trouvent plus fragmentées
et donc plus fragilisées. Comme il est décrit dans la littérature (He et Roach 1994; Minion et al. 1994; Carmo et
al. 2002), l'expression des génes codant pour le collagéne de type I et de type III est augmentée dans I'ATD et
I'AApr des animaux de notre modéle d'anévrisme. De plus, le marquage au rouge sirius nous permet de prouver
que ce collagéne s'accumule dans I'adventice et principalement en périphérie du vaisseau, dans le but de prévenir
le risque de rupture (Abdul-Hussien et al. 2007; Klink et al. 2011).

En plus de la composition de la MEC, il est important de prendre en compte sa dégradation. Les deux acteurs
majeurs de cette dégradation sont MMP-2 et MMP-9 (Sakalihasan et al. 1996; Wassef et al. 2001; Annabi et al.
2002; Longo et al. 2002) dont I'activité est régulée par les TIMP (K. Nishimura et al. 2003). Dans notre modéle,
nous n’avons pas pu quantifier I'expression du géne codant pour MMP-9, mais nous avons mis en évidence une
augmentation de 'expression de Mmp2 qui est contrebalancée par une augmentation de I'expression de Timp1
dans I'ATD et I’AApr. En revanche, I'expression de Timp2 ne varie pas dans I'ATA et I’ATD et est diminuée dans
I’AApr. Ainsi, en plus de I'augmentation de I'expression des génes codant pour le collagéne, nous sommes amenés
a penser que sa dégradation pourrait ne pas étre suffisante pour contrer son accumulation dans la paroi aortique.
Ces résultats, bien qu’en accord avec la littérature (Freestone et al. 1995; Tamarina et al. 1997; Elmore et al.
1998; Crowther et al. 2000), restent encore préliminaires. Pour pouvoir conclure sur les modifications de
composition de la MEC dans la paroi aortique de notre modéle, il est indispensable de ne pas s'attarder
uniquement sur I'expression génique mais aussi sur les modifications protéiques et I'activité enzymatique des

acteurs de sa dégradation.
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En paralléle des modifications de la MEC, nous savons que les CML subissent un « switch phénotypique »
provoquant une répression des génes codant pour les protéines contractiles et une apoptose des CML (Meilhac et
al. 2003; Ailawadi et al. 2009; Zhong et al. 2019). C'est pourquoi, nous avons quantifié I'expression de certains
génes impliqués dans la contraction et l'apoptose des CML. Comme décrit dans la littérature, nous avons relevé
une diminution de l'expression des genes codant pour les protéines de la contraction cellulaire dans notre modéle
anévrismal. En paralléle nous n‘avons pas mis en évidence d'augmentation de I'expression pour la protéine pro-
apoptotique BAX mais une diminution significative de I'expression du géne de survie cellulaire Bc/2 dans ce

modeéle.

Enfin, la part des ROS dans la pathologie anévrismale n’est plus a prouver (Griendling et al. 1994; Miller et al.
2002; Yajima et al. 2002; Thomas et al. 2006). Ici, I'expression des génes codant pour différentes sous-unités
de la NADPH oxydase est variable tout comme celle des Sod. Il est donc difficile de conclure de fagon certaine
avec les résultats que nous avons obtenus. Il est important d’analyser I'expression d'autres sous-unités de la
NADPH mais également de réaliser une étude protéique et une quantification plus générale des ROS totaux et

mitochondriaux dans nos groupes et dans les différentes localisations.

Ces premiers éléments nous permettent tout de méme de confirmer le remodelage anévrismal dans I'’AApr et une
perturbation structurelle de I’ATA, mise en avant dans la littérature dans le modeéle choisi pour cette étude
(Manning, Cassis, et Daugherty 2003; Rateri et al. 2014).

Modulation de I'homéostasie mitochondriale dans I'anévrisme de I'aorte abdominale

Aprés avoir confirmé la présence d'anévrismes de l'aorte abdominale dans notre modeéle, nous avons débuté
I'étude des variations de la dynamique mitochondriale dans cette pathologie. Pour cela, nous avons débuté par
I'analyse de I'expression des génes codant pour les principales protéines de la dynamique et de la biogénése

mitochondriale.

De nombreuses études ont mis en évidence une modulation de I'homéostasie mitochondriale dans I'obésité, en
lien direct avec la nourriture HFD. En effet, certaines ont révélé une fragmentation mitochondriale dans les
neurones AgRP (« agouti related peptide »), connu pour controler la prise alimentaire, de souris soumises a un
régime HFD (Dietrich, Liu, et Horvath 2013). En paralléle, chez des rats obéses, le régime HFD est accompagné
d’une diminution de la biogénése et de la fusion mitochondriales avec une augmentation de la fission au sein du
tissu adipeux blanc des animaux (Lahera et al. 2017). A l'inverse, une étude plus récente prouve que le régime
HFD sur des rats augmente significativement la biogénése mitochondriale et provoque I'augmentation de DRP1
et de FIS1 (Y. S. Kang et al. 2020). Dans tous les cas, le point commun reste I'augmentation de la fission
mitochondriale induite par le régime HFD. De plus, il a été prouvé que l'inhibition de DRP1 réduisait les Iésions
d'athérosclérose (stress oxydant, dysfonction endothéliale et inflammation) chez des souris diabétiques (Q. Wang

et al. 2017). Ainsi, ces différentes études nous permettent de conclure que le régime HFD directement lié au
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diabéte et a l'obésité, induit une dérégulation de la dynamique mitochondriale en faveur de la fission dans
différents compartiments tissulaires.

Dans notre étude, le régime HFD seul n‘a provoqué aucune modification significative de I'expression des genes
de la dynamique et de la biogénése mitochondriale dans les trois localisations aortiques. Il semblerait pourtant
induire une augmentation, bien que non significative, de |'expression d’Opal dans I'ATD (p=0,051) et dans I'AApr
(p=0,076). Ainsi, contrairement a la littérature, le régime HFD utilisé dans notre modéle, semblerait favoriser la
fusion mitochondriale au détriment de la fission.

Cependant, nous nous sommes uniquement attardés sur une analyse transcriptionnelle. I| est indispensable de
réaliser une étude protéique de tous les acteurs de cette dynamique ainsi que de leur différentes formes (OPA1-
s, OPA1-L, phosphorylations de DRP1...) ainsi qu’une étude de la structure du réseau mitochondrial en lui-méme
pour comprendre le réel I''mpact du régime sur la mitochondrie des cellules vasculaires. De plus, dans les études
citées précédemment, le régime HFD induisait une augmentation significative de la masse des animaux. Or, dans
notre étude, nous avons plutot relevé une diminution de ce poids. Ceci peut étre d{i au régime qui, dans notre
cas, est uniquement enrichi en cholestérol a 1,25%. Les autres études étant basées sur I'obésité et le diabéte,
les régimes utilisés était plus concentrés en lipides et en sucre. De plus, ces régimes sont généralement supérieurs
a 6 semaines. Dans notre cas, notre régime a été maintenu a 4 semaines. Mais il est important de noter qu'il
existe un grand nombre de régime HFD qui provoquent tous des effets différents dans I'organisme. Ainsi, un autre

régime pourrait induire une tout autre modulation de la fusion mitochondriale.

Les études visant a comprendre les modulations de la dynamique mitochondriale dans I'HTA se sont d’abord
concentrées sur le coeur, mettant alors en avant une diminution de l'expression génique d'Opal, Mfn1 et Mfn2
dans le cceur de rats hypertendus, suggérant une fragmentation du réseau mitochondrial cardiaque dans I’'HTA
(Lahera et al. 2017). Plus récemment, une étude a démontré I'augmentation de |'activation de DRP1 et la
fragmentation mitochondriale dans des CML de souris traitées a I'AngII (Lu et al. 2020). De plus, l'inhibition de
la phosphorylation activatrice de DRP1 sur la sérine 616 est a l'origine d'une diminution de la PA, de la rigidité
aortique, de la fibrose et de la production de ROS provoqués par I'HTA dans un modéle de rat (Y. Chen et al.
2020).

La premiére partie de notre étude a permis de mettre en avant I'effet de I’AnglI sur I'expression de génes de la
dynamique mitochondriale sur des animaux contréles. Celle-ci n'a révélée aucune modification d’expression
d'Opal dans les trois segments aortiques. En revanche I’AngIl a globalement provoqué une diminution

d’expression de tous les autres génes impliqués dans la dynamique mitochondriale.

La deuxiéme partie de notre étude, a confirmé I'absence de variation de I'expression d’Opal en présence du
traitement a I’AngII. Il provoque en revanche une diminution significative de I'expression des mitofusines et de
Drp1 et Fisl dans les trois localisations aortiques. Donc, contrairement a la littérature, I’AnglII n’induit pas
d’augmentation de la fission mitochondriale. Le modéle anévrismal, basé sur I'addition du régime HFD et du
traitement a I’AnglI, provoque des variations identiques d’expression de Mfn1, Mfn2, Drp1 et Fis1 qu’en présence
de I'AnglIl seule. En revanche, il induit une augmentation significative de |'expression d'Opal dans les trois

localisations aortiques. Ceci prouve que si l'expression des autres génes de la dynamique mitochondriale est
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directement liée au traitement hypertenseur, I'expression d’Opal est modulée par le régime alimentaire et du
cholestérol. En paralléle, I'expression des génes codant pour les acteurs de la biogénése mitochondriale est aussi
significativement diminuée dans les trois localisations aortiques de notre modeéle d'anévrisme. La encore, I’Angll
est le facteur clé de cette variation d’expression.

Des études ont récemment mis en évidence une fragmentation mitochondriale dans les anévrismes et dissections
de I’ATA ainsi que dans I’AAA (Cooper et al. 2020; Gutierrez et al. 2020) associée a une diminution de la biogénése
mitochondriale (Gabrielson et al. 2016; Foote et al. 2018). Dans notre étude, nous avons globalement observé
une diminution de I'expression des acteurs de la dynamique et de la biogénése mitochondriale. A partir de ces
éléments, nous ne pouvons pas conclure sur |'état du réseau mitochondrial et de son activité. Pour cela, nous
devons encore nous attarder sur la quantification des protéines et de leur différentes formes (phosphorylations
de DRP1, formes courtes et longues d'OPA1..), ainsi que sur |'analyse du réseau mitochondrial et de son

fonctionnement.

Dans tous les cas, cette étude a encore prouvé que I'hypertension artérielle est I'acteur majeur dans les

modifications tant moléculaires que phénotypiques de I'aorte anévrismale.

Les trois localisations aortiques subissant des remodelages anévrismaux et/ou disséquants

ont des atteintes différentes

Les observations macroscopiques de la premiére étude et la littérature nous ont permis de déterminer les trois
segments aortiques sujets a la survenue d’'anévrismes et de dissections aortiques : I'aorte thoracique ascendante
(ATA), I'aorte thoracique descendante (ATD) et I'aorte abdominale péri-rénale (AApr). C'est pourquoi, toute notre
étude s’est concentrée sur les modifications structurelles et transcriptionnelles dans ces trois localisations. Le fait
d’avoir scindé l'aorte des animaux permet de mettre en avant certaines différences de remodelage et d’expression
génique entre les groupes au sein d'une méme localisation mais aussi entre les trois localisations d'un méme
groupe.

Ainsi, nous avons notamment pu mettre en évidence une fragmentation des fibres élastiques et une modification
des niveaux d’expression des génes codant pour le collagéne dans I’ATA des animaux Opal*/- Angll et dans le
modéle d’anévrisme. Ceci a permis de mettre en avant un remodelage de I’ATA que nous navions pas relevé par
nos observations macroscopiques. De plus, dans le cas de I'expression de |'élastine, la segmentation nous a révélé
des variations opposées entre I’ATA et I'ATD des groupes traités a I'angiotensine II par rapport aux groupes
controles.

Enfin, nous avons confirmé que le modéle d’anévrisme utilisé avait un impact différent sur les trois localisations
aortiques. Ainsi, nous pouvons supposer une variation de la dynamique mitochondriale différente entre I'ATA,

I’ATD et I’AApr laissant prévoir une altération différentielle de la physiopathologie de I'aorte.
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Conclusion générale et perspectives

Au vu des éléments de la littérature mettant en avant une dérégulation de la dynamique mitochondriale dans de
nombreuses pathologies neurodégénératives et cardiaques, nous nous sommes demandé comment cette

dynamique pouvait participer a la physiopathologie vasculaire ol les besoins énergétiques sont importants.

Pour ce faire, notre premiére étude s’est concentrée sur le role de la protéine de fusion mitochondriale, OPA1,
dans le facteur de risque majeur des pathologies cardiovasculaires, I'hypertension artérielle. Celle-ci a permis de
mettre en avant une fragmentation mitochondriale et une aggravation de I'hypertension artérielle et ainsi,

démontrer le role protecteur d’'OPA1 dans I'hypertension artérielle.

Lors de cette premiére étude, I'observation de remodelages aortiques a permis de soulever une deuxiéme
interrogation, quant a l'implication de la dynamique mitochondriale dans les pathologies anévrismales et
disséquantes de |'aorte. Ainsi, notre deuxiéme étude, encore en cours, nous a permis de mettre en avant d'une
part, un remodelage anévrismal dans 'aorte abdominale péri-rénale des souris Opal*/- traitées a l'angiotensine
IT; et d’autre part, une modification de I'expression des génes codant pour la dynamique mitochondriale dans
I'aorte thoracique ascendante, I'aorte thoracique descendante et I'aorte abdominale péri-rénale dans un modéle
connu d'anévrisme aortique.

Cette étude est encore trés préliminaire et mérite d’étre complétée. Trois axes de recherches doivent étre
privilégié en priorité :

1) Dans un premier temps, le remodelage aortique du modéle Opal*/- doit étre approfondi. D'abord il est

important de s'intéresser aux principaux acteurs du remodelage anévrismal et leurs expressions d'un
point de vue protéique. Puis, le stress oxydant total et mitochondrial doit étre étudié d’un point de vue
protéique mais aussi par immunohistochimie dans le but de quantifier et localiser les ROS totaux et
mitochondriaux. Enfin, il est indispensable de s‘attarder sur l'inflammation tant systémique que locale
qui a une part importante dans le développement anévrismal. L'inflammation systémique pourra étre
analysée au niveau plasmatique et l'inflammation tissulaire sera analysée dans chaque localisation
aortique. Dans les deux cas, il sera indispensable de mesurer |'expression des cellules immunitaires et
cytokines impliquées dans le développement anévrismal (Cf Figure 26).
Une fois le remodelage des animaux Opal*/- traités a l'angiotensine II bien défini, il pourrait étre
intéressant de s'attarder sur le remodelage aortique dans d’autre modéles de dysfonction de la
dynamique mitochondriale présents au laboratoire : Drp1*/-, double hétérozygote Opal*/- Drpi*/- et ces
mémes modeles croisés au Ldlr’-.

2) Dans un second temps, nous devons préciser la modulation de la dynamique mitochondriale dans notre
modéle d'anévrisme. D’abord, il est indispensable de mesurer les modifications protéiques des acteurs
de la dynamique et la biogénése mitochondriale ainsi que de la mitophagie. Ensuite, il est important de
prendre en compte la structure du réseau mitochondriale dans les différentes localisations aortiques par
microscopie électronique a transmission. La culture de lignées de cellules endothéliales et musculaires
lisses pourrait aussi nous permettre d’observer la structure du réseau mitochondrial dans les différents
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types cellulaires composant une aorte anévrismale. Il serait aussi trés intéressant d'isoler ces types
cellulaires directement des aortes anévrismales (cellules endothéliales, musculaires lisses et
immunitaires) et comprendre la modulation de la structure du réseau mitochondrial par microscopie
électronique et a fluorescence 3D.

Enfin, au vu de l'implication du cholestérol dans la modulation de I'expression d’'Opal, il pourrait étre
intéressant de changer le type de régime HFD en variant la quantité de cholestérol et de lipides. De
méme, de nouveaux modéles d'anévrisme (modéle murin ApoE”, injection intra-aortique d’élastase...)
et de dissection aortique (administration de B-aminopropionitrile) pourraient permettre d’approfondir la
compréhension du role de la dynamique mitochondriale dans ces pathologies.

3) Pour terminer, en plus des modeéles murins, il est indispensable de comprendre la modulation et
I'implication de la dynamique mitochondriale dans la pathologie humaine. Pour cela, des prélévements
humains provenant du CHU d’Angers (Unité de chirurgie cardiaque vasculaire et thoracique, Professeur
C. Baufreton) et de I’'Hopital Bichat (Biobanque cardiovasculaire, Professeur J-B Michel) sont mis a notre
disposition. Nous avons actuellement des échantillons de tissus aortiques ainsi que des cellules
musculaires lisses provenant d'aortes thoraciques ascendantes de patients (controles, anévrismes et
dissections), et les plasmas associés. Il est alors important de comprendre la modulation de la dynamique
mitochondriale dans ces tissus et cellules par analyse microscopique. En paralléle, des analyses
biologiques et biochimiques des différents acteurs de la dynamique, de la biogénése mitochondriale ou
encore de la mitophagie, nous permettrons de comprendre les mécanismes moléculaires liant la

dynamique mitochondriale a I'anévrisme et la dissection aortique chez ’'Homme.

Enfin, cette deuxiéme étude, a prouvé le role central de I'hypertension artérielle dans la pathologie anévrismale,
confirmant I'importance de la régulation de I'HTA dans la prévention des pathologies anévrismales et disséquantes
de l'aorte. Au vu des résultats de la premiére étude quant au role protecteur d’'OPA1 dans I'HTA, nous pourrions
supposer qu‘une régulation de la dynamique mitochondriale pourrait prévenir la survenu des pathologies
vasculaires comme I'HTA et I'anévrisme. A l'inverse, la modulation de I'HTA dans I'anévrisme aortique pourrait

modifier la structure réseau mitochondrial et sa dynamique.

Ainsi, la dynamique mitochondriale semble impliquée a la fois dans le développement de I'hypertension artérielle,
et dans l'apparition d’anévrismes aortiques. Sa dérégulation a alors un impact dans I'ensemble des compartiments
vasculaires, qu'ils fassent partie de la micro- ou de la macro-circulation. Ces éléments viennent étayer la
littérature et démontrer I'importance de la dynamique mitochondriale dans la physiopathologie systémique de
I'organisme. Cependant, ce travail nécessite d’étre poursuivi et approfondi afin de comprendre la corrélation entre

la dynamique mitochondriale et la cinétique de développement des pathologies vasculaires.
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Abstract

1. Background

Cardiopulmonary bypass (CPB) induces a systemic inflammatory response (SIRS) and affects
the organ vascular bed. Experimentally, the lack of pulsatility alters myogenic tone of
resistance arteries and increases the parietal inflammatory response. The purpose of this
study was to compare the vascular reactivity of the internal thoracic arteries (ITAs) due to the
inflammatory response between patients undergoing coronary artery bypass grafting (CABG)
under CPB with a roller pump or with a centrifugal pump.

2. Methods

Eighty elective male patients undergoing CABG were selected using one or two internal tho-
racic arteries under CPB with a roller pump (RP group) or centrifugal pump (CFP group).

ITA samples were collected before starting CPB (Time 1) and before the last coronary anas-
tomosis during aortic cross clamping (Time 2). The primary endpoint was the endothelium-
dependent relaxation of ITAs investigated using wire-myography. The secondary endpoint was
the parietal inflammatory response of arteries defined by the measurements of super- oxide
levels, leukocytes and lymphocytes rate and gene expression of inflammatory pro- teins using.
Terminal complement complex activation (SC5b-9) and neutrophil activation (elastase) analysis
were performed on arterial blood at the same times.

3. Results

Exposure time of ITAs to the pump flow was respectively 43.3 minutes in the RP group and
45.7 minutes in the CFP group. Acetylcholine-dependent relaxation was conserved in the
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two groups whatever the time. Gene expression of C3 and C4a in the artery wall decreasedfrom Time 1 to Time 2. No oxidative stress
was observed in the graft. There was no differ- ence between the groups concerning the leukocytes and lymphocytes rate. SC5b-9 and
elastase increased between Time 1 and Time 2.

4. Conclusion

Endothelium-dependent relaxation of the internal thoracic arteries was preserved during CPB whatever the type of pump used. The
inflammatory response observed in the blood was not found in the graft wall within this time frame.

5. Trial registration

Name of trial study protocol: IPITA
Registration number (ClinicalTrials.gov): NCT04168853.

6. Introduction

More than 12000 coronary artery bypass grafting (CABG) procedures under cardiopulmonarybypass (CPB) are performed each year in
France, 60% using a roller pump (RP) and 40% usinga centrifugal pump (CFP) [1].

The superiority of the CFP over the RP is debated. The CFP is considered safer than the RP by reducing the risk of microgaseous emboli
and hemolysis [2]. However, a recent meta-analy-sis [3] failed to demonstrate any clinical difference between the two types of arterial
pumps used for CPB, but this comparison was limited to clinical events and did not focus on the sys-temic inflammatory response
syndrome (SIRS). Although the CFP was expected to reduce the SIRS, initial comparisons between the two pumps have shown that the
RP, when compared to CFP, decreased the terminal complement complex activation (SC5b-9) as well as elastase release during
coronary artery bypass grafting (CABG) under CPB [4, 5]. It has long been reported that the RP produces a pulsatile flow, which is
responsible for lateral transmission of energy to tissue, whereas the CFP produces a non-pulsatile flow without an add-on device [6,7].
The lack of pulsatile flow may increase some aspects of SIRS such as endotoxin release dur- ing aortic cross clamping in patients
undergoing CABG [8]. We previously demonstrated experimentally that an inflammatory reaction was less damaging for the mesenteric
arteries of rats subjected to very long pulsatile perfusion than arteries submitted to non-pulsatile perfu- sion, independently of flow or
pressure [9]. In addition, these effects originated directly within the arterial wall and not from a blood activation process, since these
mesenteric arteries were perfused with a bloodless saline solution. Interestingly, patients undergoing non pulsatile mechanical
circulatory support are prone to gastrointestinal injury and bleeding [10], an effectthat is usually related to a shear stress mediated
Willebrand factor defect [11] rather than to a local organic inflammatory process. Nevertheless, impaired vasorelaxation and propensity
to vasospasm caused by SIRS during CPB may affect several vascular territories such as the pul-monary, mesenteric or cerebral
microvascularization [12]. By modifying the SIRS using hepa-rin-coated circuits, we observed a significant reduction of vasospasm in the
cerebral arteries using transcranial Doppler ultrasound in patients undergoing CABG [13]. Therefore, we pos- tulated that such a
detectable Doppler benefit of SIRS reduction might also be observed in the internal thoracic arteries currently used for myocardial
revascularization.
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The aim of this prospective randomized clinical trial was to compare the vascular reactivity of the internal thoracic arteries used for CABG
depending on the type of pumps used (roller orcentrifugal pump) and the impact of the SIRS generated during CPB on parietal
inflammatory response of ITAs.

7. Materials and methods
1. Study design (Fig 1)

The IPITA (Impact of Pumps on Internal Thoracic Arteries) study consisted of two parallel prospective, monocenter, randomized,
active-treatment-controlled clinical trials. From November 3, 2015 to December 8, 2017, 80 patients were randomly assigned in a 1:1
ratio to two groups (RP group = Roller pump group; CFP group = Centrifugal pump group) one day before surgery in order to facilitate
the perfusionist workup that consisted to install the ade- quate pump according to the randomization with use of a computer-generated
plan. The ran- domization procedure was carried out by the Department of Methodology and Biostatistics atUniversity Hospital of Angers.
All patients provided their written informed consent preopera-tively (S1 Appendix). The study and the consent form were approved by
the Angers institu- tional review board (authorization: CNIL: 2015—-002 (Commision Nationale de I'Informatiqueet des Libertés,
December 7, 2015) (S2 Appendix). For each patient, the study began at the time of randomization and stopped at discharge of the
hospital. No follow-up and no devia-tions from this study were planned. The authors confirm that all ongoing and related trails forthis
intervention were registered at ClinicalTrials.gov (Registration number: NCT04168853) after enrolment of participants started.

The primary endpoint was the comparative measurement of internal thoracic artery (ITA)vascular reactivity, defined by endothelium-
dependent relaxation rate. The secondary

Patients with significant Coronary artery discase
N =80

A

Informed Consent
Surgical consultation

Randomization 1:1
One-day before surge:

Roller Pump Group (RP group) Centrifugal Pump Group (CFP group)
N =40 N =40
T T

Aortic cross clamping

i Cardiopulmonary Bypass

- Blood tubing (n = 2): Terminal complement complex activation
(SC5b-9) + Neutrophil activation (clastase)
- Tissu (1.5 cm)

- Blood tubing (n = 2): SC5B-9 + clastase
- Tissu (1.5 cm)

Fig 1. Flow-chart study.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.g001
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endpoint was the parietal inflammatory response of ITAs defined by superoxide detection, leu-kocytes and lymphocytes rate and gene
expression of inflammatory proteins.

8. 2.Population

Inclusion criteria were consecutive male patients and elective coronary artery bypass grafting(CABG) using at least one of the two ITAs.
Exclusion criteria were female patients because their complement activation has been shown to be greater than that in men during
surgery under CPB [14]; age < 18 years; CABG requiring additional valve repair or replacement; emergency surgery and insufficient
length ofthe ITA. Data were extracted from medical charts. Baseline characteristics, intraoperative and postoperative data were
collected using Epidata 3.1 Software.

3. Surgical technique and ITAs segment sampling

¢ Surgical procedure: CABG was performed under normothermic (36—-37°C) cardiopulmo-
nary bypass (CPB). All components of the circuits were coated with phosphorylcholine inert
surface (PHISIO, Sorin!). The pump manufacturers were Maquet! and Sorin! for the
roller pumps and Sorin! for the centrifugal pumps respectively. All patients underwent an hyperkalemic anterograde cold blood
cardioplegia diluted with a 4:1 dilution Plegisol! solu-tion (Pfizer!). Heparin was administered after full sternotomy to obtain an activated

clot-
ting time (ACT) longer than 250 seconds as a routine procedure previously described in ourcenter [15, 16]. The distal part of ITA was

clamped and gathered after take-down and hepa- rin administration.

* ITAs segment samples: 1.5 cm of ITA distality was gathered before blood flow interruption
into the graft before starting CPB (Time 1) and another segment (1.5 cm) before the last cor-
onary anastomosis during aortic cross clamping (Time 2) (Fig 1). Each arterial segment was
cut into three parts: a fresh part for arterial myography bathed and stored in a 50 ml organ
bath containing a physiological salt solution (PSS). The other two parts were cooled in liquid
nitrogen and stored at -80°C for immunohistochemistry and RT-PCR analysis.

4. Internal thoracic arteries analysis

Myography. For each patient, 2 fresh segments of ITA (Time 1 and Time 2) stored in PSS were analyzed. On day+1, these segments
were mounted on a wire-myograph (DMT, Aarhens,DK) [17]. Two tungsten wires (25 pm diameter) were inserted into the lumen of the
arteries and connected to a force transducer and a micrometer, respectively. The arteries were bathed in the PSS solution. Wall tension,
equivalent to intra-arterial pressure (90 mmHg), was appliedand the blood vessels were allowed to stabilize for thirty minutes. Arterial
contractility was assessed with phenylephrine (PE, 10 umol/L). Acetylcholine-induced (Ach 10 pmol/L) relaxa-tion was then obtained
after phenylephrine-induced preconstruction (50% of maximal con- traction) in the presence or in the absence of the NO synthesis
blocker L-NMMA (3.10~* mol/ L) and in the presence or in the absence of the COX synthesis blocker Indomethacin (10> mol/L).
Superoxide detection and confocal microscopy. Dihydroethidium staining (DHE, Sigma-Aldrich) was used to evaluate the in-situ
levels of superoxide anions (O2’). DHE is per-meable to cells and is oxidized by superoxide (O2) to fluorescent products that are trapped
byintercalation into the DNA. Sections (10 pum thickness) were incubated with DHE (1 pmol/L)in phosphate-buffered solution (PBS)
and DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénulindole-Molecular
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probes, Invitrogen) for nuclear cells Fluorescent images of ethidium bromide were obtainedusing a confocal microscope (Nikon
Eclipse TE2000S).
Immunochemistry. Sections (10 pm thickness) of arteries were rehydrated by 500 pl ofPBS during 10 minutes and fixated with 200
Ml of paraformaldehyde (PFA) (pH = 7.4, room temperature) and then were rinsed by PBS. Permeabilization with 200 pl of PBS-BSA
(BovineSerum Albumin-Sigma) 10%—Tween 0.1% during 40 minutes and then saturation with
PBS-BSA 10% during 40 minutes were performed. Sections were incubated overnight with 100 pl of anti-CD45 antibody at 1/500th
dilution for leukocyte staining or anti-CD80 antibodyat 1/200th dilution for lymphocyte staining. Antibodies were labelled with a red
fluorochrome (Phycoerythrine). Karyoplasm was stained blue by DAPI solution. On day+1, sections were rinsed with PBS and analyzed
with the confocal microscope. Fluorescent images were quanti- fied with the ImageJ (NIH) software.

9. Quantitative real time transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis.
Sections of ITAs were dried and stored at -80°C in RNA later Stabilization Reagent (Qiagen).RNA extraction was performed using the
RNeasy! micro kit (Qiagen). 500 ng of RNA extracted from each artery were used to synthesize cDNA using the QuantiTect! Reverse
Transcription kit (Qiagen). Quantitative real-time PCR was performed with Sybr! Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) using a
Light cycler 480 Real-Time PCR System
(Roche). (S1 Table)

5. Blood sampling and biochemical analysis

Serial arterial blood samples for SC5b-9, as a marker of terminal complement complex activa-tion, and elastase and were collected at
Time 1 and Time 2. Specimens were centrifuged (10minutes, 3,000 rpm, 4°C) immediately to obtain plasma which was stored at—80°C
before analysis.

Enzyme-linked immunosorbent assay techniques were used from 10 pl of plasma to mea- sure terminal complement (SC5b-9; Quidel,
San Diego, CA, USA) and 50 pl of plasma for neu-trophil elastase (Neutrophil ELA2, Assay pro, St Charles, USA). The limit of sensitivity
of each assay undertaken was as follows: SC5b-9 = 16 ng/mL and elastase = 20 ng/mL.

6. Statistical analysis

All statistical analysis was done using SPSS software version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Results were expressed as mean * standard
error of the mean (SEM) or mean and range. Sig- nificance of the difference between groups was determined by analysis of variance (two-
way ANOVA for consecutive measurements followed by the Bonferroni t-test) to compare pres- sure-diameter curves in the different
groups. We assumed a Gaussian distribution. Since the differences between paired values were consistent, a parametric paired t-test was
used. P-valuesless than 0.05 were considered to be significant.

Sample size: There was no available data to predict the difference in vascular reactivity of ITAs according to the pumps. According to
our previous reports comparing SIRS using CFP vs RP [4], vascular reactivity of cerebral arteries after CPB [13] and protection of vascular
func-tion from inflammation by pulsatility in resistance arteries of rat [9], we estimated that 20 patients per groups could be an
adequate sample size to assess whether expected differences of SIRS would affect ITA reactivity. The myocardial revascularization surgical
approach being left to surgeon discretion (in-situ VS composite Y anastomosis of both ITAs) and considering that both techniques in our
routine practice would be roughly equally performed, we decided to include twice the amount of patients per group to compensate for
potential withdrawal of patients due to different arterial grafts handling during aortic cross clamp time.
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10. Results
11. Baseline patient, surgical and postoperative course characteristics

Baseline patient and surgical characteristics are presented in Tables 1 and 2. Y-composite grafts were used in 16 patients of RP group
and 19 patients in CFP group. Y-configuration grafting was performed according to the practice of surgeon’s usual practice and determined
preoperatively. In this case, the segment of RITA was sampled just before the Y-anastomosissuture and before starting the CPB (Time 1).
The duration between Time 1 and Time 2 was 43.3 minutes [11-135] in RP group and 45.7minutes [11-135] in CFP group.

12, Endothelium-dependent relaxation of internal thoracic arteries

Acetylcholine-dependent relaxation was observed in both groups regardless of the time (before CPB = time 1 or before coronary anastomosis
=time 2). In both groups, the dilatation inducedby acetylcholine stepwise in ITAs of RP group was equivalent to ITAs in CFP group (Fig
2).

NO synthesis blockade with L-NMMA reduced acetylcholine-dependent dilatation in all groups. Sodium nitroprusside induced
dilatation in the ITAs, which was not affected by flowcharacteristics. The same observation was found when Y-graft configuration was
excluded (Fig 3).

13. Molecular biology (qT-PCR)

RNA extraction was performed in patients without Y-configuration ITAs or samples withoutvascular reactivity observed during
myography (N = 80 analyzed segments corresponding to 21 and 19 patients respectively in the RP group and the CFP group). There was
no difference

Table 1. Characteristics of the study population.

Variables RP group CFP group
n=40 n=40

Age (years) 66 [46—-80] 67 [45-82]

Heigh (cm) 171 [158-187] 169 [152-187]

Weight (kg) 79 [56-113] 80 [56-117]

BMI (kg/m?) 27 [20-35] 28 [20-37]

Diabetes mellitus, n (%) 12 (30) 9(23)

Hypertension, n (%) 32(80) 25 (64)

Dyslipidemia, n (%) 29(72) 29(72)

Current smoking, n (%) 6 (15) 4(10)

Previous AMI 9(22) 9(22)

1 vessel, n (%) 4 (10) 1(2.5)

2 vessels, n (%) 12 (30) 17 (44)

3 vessels, n (%) 24 (60) 22 (55)

Logistic Euroscore 1 (%) 2.15[1-3.9] 2.6 [0.5-8.4]

LVEF (%) 58 [35-74] 56 [30-77]

Platelet inhibitors, n (%) 34 (85) 36 (90)

B-blockers, n (%) 35(87) 33 (84)

ACE-inhibitors, n (%) 29(72) 27 (69)

BMI, body mass index; AMI, acute myocardial infarction; LVEF, left ventricular ejection; ACE, angiotensin-converting enzyme. Data are presented as mean [min-max]
orn (%)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.t001
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Table 2. Surgical data.

Variables RP group CFP group
n=40 n=40
Anastomosis per patients n (%) 2.5[1-5] 2.5[1-5]
Conduits
LITA n (%) 40 (100) 40 (100)
BITA n (%) 27 (67) 26 (65)
SVG n (%) 15 (37) 17 (42)
Y-composite graft n (%) 16 (40) 19 (49)
Sequential grafts
With LITA n (%) 9(22) 9(22)
With RITA n (%) 5(12) 6 (15)
Cardiopulmonary bypass duration (min) 87 [46-158] 94 [41-184]
Aortic cross-clamping time (min) 61[23-127] 68 [23-144]
Heparin dose (mg) 157 [50-250] 172[12-360]
Minimum ACT (sec) 217 [122-250] 222 [122-250]
Maximum ACT (sec) 303 [254-374] 303 [254-442]
Exposure time of ITA to the pump flow (min) 43.3 [11-135] 45.7 [11-135]

LITA, Left internal thoracic artery; BITA, Bilateral internal thoracic artery; SVG, Saphenous vein graft; ACT,Activated Clotting Time. Data are presented as mean
[min-max] or n (%).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.t002

between groups concerning macrophages and lymphocytes markers, oxidative stress, mito- chondrial activity, growth and transcription
factors, pro-inflammatory factors (Fig 4A and 4B). Gene expression for C3 complement decreased from Time 1 (0.21£0.02) to Time 2
(0.14

+0.02) (p = 0.01) for RP group. Gene coding C4a complement decreased from Time 1 to Time2 for both group (p<0.05).

14, Immunochemistry

No significant difference in superoxide anions level was detected between RP group and CFPgroup and between Time 1 and 2. The
same findings were observed for anti-CD45 and anti- CD80 antibody level (Fig 5).

15. Terminal complement complex activation

Significant increases in C5b-9 levels were observed in both groups at Time 2 (= before coro-nary anastomosis) compared to Time 1 (=
before starting CPB). The mean value of C5b-9 was179+10.9 ng/ml at Time 1 and 2533%£235.2 at Time 2 in the RP group (p<0.0001) and

183.5
114.16 ng/ml and 2222+146.5 in the CFP group. No difference was observed between the RP
group and the CFP group (Fig 6A).

16. Neutrophil activation

In both groups, elastase levels at Time 2 were increased compared to Time 1. The mean value of elastase at Time 1 was 196.5+13.24
ng/ml and 754.5£74.81 at Time 2 in the RP group (p<0.0001) and 182.2+£19.04 ng/ml and 565.2+59.45 in the CFP group (p<0.0001).
No differ-ence was observed between the RP and the CFP groups (Fig 6B).
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17. Discussion

Systemic inflammatory response syndrome (SIRS) after CPB is considered as an important cause of postoperative events in coronary
surgery [18]. The indications for myocardial revas-cularization of left main coronary artery for stable coronary artery disease were in
accordance with the 2018 ESC/EACTS guidelines in our center [19]. The exponential growth in percutane-ous coronary intervention
procedures due to the results of randomized studies comparing long-term clinical outcomes of CABG or Stent-Percutaneous Coronary
Intervention (PCl)
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.g003
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Fig 4. Protein expression levels from RP group to CFP group at time 1 or time 2 in artery sections. Expression of genes coding: cytokines, IL-6 (Interleukin-6), MCP-1
(Monocyte Chemotactic protein 1), CCL2; growth and transcription factors, VGEF (Vascular Growth Endothelial Factor), NF«B3 (pro-inflammatory transcription factor) (Fig
4A). CD163, macrophages; oxidative stress, SOD1 and SOD2 (superoxide dismutase 1 and 2), complement complex, C3 and C4a (Fig 4B). Data are presented as mean +
SEM (Time 2-Time 1 for RP and CFP groups).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.g004

[20] has led to operate on patients with more co-morbidities and more advanced cardiac disor-
ders, who are even more sensitive to inflammatory response after CPB [21]. There are many
causes of inflammatory response and they have been extensively described: surgical trauma,
contact between blood and artificial surfaces of CPB equipment, activation of coagulation, cel-
lular and humoral cascade attenuation, hemodilution and uncontrolled suction of pericardial
shed blood [22]. The early inflammatory response observed immediately after CPB start, as
reflected by markers released during the procedure, is known to affect the complement system
and neutrophils [23]. However, no difference was observed between RP and CP unlike data in
the literature [16, 24], probably because the blood samples were collected at the end of aortic
cross clamp time, before CPB arrest. Moreover, compared to historical comparisons [4, 5], we
used a tubing set improved by phosphorylcholine coated surface as well as a cell saver was sys-
tematically used to discard highly activated blood from pericardial cavity for better biocompat-
ibility. Hypothermic blood cardioplegia, as used in our study, was associated with a decrease
proinflammatory cytokines (IL-6) in the early postoperative period and anti-inflammatory
cytokine (IL-10) compared to normothermic blood cardioplegia [25].

Others experimental studies have shown the impact of CPB on vascular reactivity of small diameter arteries. Early and transient mesenteric

or cerebral endothelial dysfunction occurredquickly after starting CPB [12, 26]. CPB and cardioplegic arrest affected the vascular bed,

reduced vascular resistance in skeletal muscle and increased the risk of vasospasm in the pul- monary, cardiac, mesenteric and cerebral

microvascularization [12].

The debate about the role of pulsatile or non-pulsatile CPB and its impact on the microcir-culation has been ongoing for several decades.

Roller pump-generated pulsatile flow has been
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Fig 5. In situ detection of superoxide anion, CD 45 and CD80 in RP group and CFP group from Time 1 to Time 2are shown in the bar graph.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.9g005
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Fig 6. Complement activation SC5b-9 (Fig 6A) and elastase (Fig 6B) release in the blood are shown in the bar graph for each group (Time 2-Time 1). Data are
presented as mean * SEM.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235604.9g006

described as « ripple flow » corresponding to the variation in the flow rate of the pump which is different in the centrifugal pump [27].
The microcirculation corresponding to blood vessels with an internal diameter of less than 200 pm is preserved with a pulsatile perfusion
compared to non-pulsatile flow because of leukocyte adherence attenuation and the maintenance of the number of perfused vessels [28].
In resistance arteries, such as the mesenteric arteries in rats, pulsatile pressure induced significant dilatation and stepwise increases in
pressure induced contraction but less so under non-pulsatile condition [9]. An inflammatory response in the artery wall with a
significant ROS level (appearing from 30 minutes), MCP-1 and TNF-a pro- duction were significant in arteries subjected to non-pulsatile
flow [9]. Regarding these results,it appeared useful to verify if human small arteries such as ITAs, the principal graft conduit used in
coronary surgery, alter their vascular reactivity, an effect that we did not observe in the present study. Use of pulsatile CPB attenuates
leakage of endothelial markers (vascular endo- thelial growth factor (VGEF), monocyte chemo-attractant protein (MCP-1) and cytokines
(IL-10 and IL-2) [29].

We investigated a wide range of genes coding for the classical and alternative pathways of the complement terminal complex
(components C3 and C4a), macrophages (CD163), lym- phocytes (PTPRC), mitochondrial activity and cytokines. We observed a
decrease in C3 and C4a components at time 2. C3 and C4a components were anaphylatoxin molecules and medi- ated two major effects,
namely enhancement of vascular permeability and induction of smoothmuscle contraction [30]. A decrease in gene expression of
complement, observed in the pres-ent study, could be explained by intravascular complement system activation. An increase in
oxidative stress was not found in ITAs contrary to the results of experimental studies [9].

Exposure duration to the flow was relatively short around 45 minutes. A direct correlation between cytokine production and CPB
duration, consequently associated with adverse out- comes such as longer stay in the intensive care unit and longer duration mechanical
ventilationhave been clearly established [28], with altered vascular reactivity during non-pulsatile perfu- sion starting from 180 minutes of
CPB [9].
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Use of circulating microRNAse as endothelial miR-16 to monitor the inflammatory impactduring extracorporeal circulation was
probably an excellent biomarker. Sorrentino et al. dem-onstrated an increase of miR-16, miR-155, miR-34 and miR-17 expression levels
in carotid artery endothelium 14 days from injury. Circulating miR-16 was upregulated after vascular injury in the presence of
hindlimb ischemia [31] and exerted a negative effect on vascular remodeling. However, the detection of miRNA required a long
period of stimulation or inflammation duration corresponding to vascular injury from several days to several weeks [31, 32]. In our
study, the duration of CPB was respectively 87 minutes [46—158] and 94 [41- 184] in both groups and was probably too short to detect
circulating miR-16.

Perioperative hemodynamic monitoring including measurement of mean arterial pressure,cardiac index and mean pulmonary pressure
classically is performed during cardiac surgery.However, there was no quantification of « pulsatile rate » in our study; this parameter
(energy equivalent pressure (EEP) and surplus hemodynamic energy (SHE) according to Shepard’s models [33]) could vary during CPB.
The main limitation of this study was the evolving surgical technique concerning the arte-rial graft including Y-graft configuration
according to the debate that exists with cardiologists about the improved results expected by the use of multiple arterial grafts. In
addition, manipu-lation of Y composite grafts may expose to disturbed vascular reactivity injury due to local ischemia-reperfusion
injury.

18. Conclusion

Within the time frame necessary to perform regular CABG in the IPITA study, roller versus centrifugal pumps did not alter
endothelium-dependent relaxation of the internal thoracic arteries because no parietal inflammatory response of ITAs appeared despite
the initiation ofthe systemic inflammatory response during CPB.
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bstract

ackground: This study aims to compare the effects of storage solutions commonly used in coronary artery bypass
rafting on the vascular reactivity in vein graft interposed in arterial position in syngeneic rats.

ethods: Twenty-seven male Lewis rats were sacrified to sample a vein graftimplanted 6 weeks ago into abdominal aorta
osition. The vein grafts were inferior venae cavae initially pretreated with heparinized saline solution (HS) or autologous
eparinized blood (AHB) or our referent solution, GALA. The endothelial functionality, the in situ Reactive Oxygen Species
ROS) levels and the histological characteristics were conducted from segments of arterialized vein graft.

Results: At 6 weeks, graft thrombosis occurred respectively in 22% of AHB group, 62.5% in the HS group and 82.5% in the
ALAgroup. Ineachgroup, significative intimalhyperplasiawas observed. After 6 weeks, an endothelium-remodeling layer
ssociated with an increase of wall thickness was observed in each group. Endothelium-dependent tone was reduced
n the vein graft regardless of the group. No difference was observed concerning the ROS in vein graft between the different

roups. In distal aortic sections, ROS levels were increased in HS and GALA groups.

onclusions: Storage solutions used in this experimental model of vein graft implanted in arterial position cause graft
njury and a complete disappearance of vascular reactivity. GALA solution did not reduce intimal risk hyperplasia when

he vein graft was exposed to arterial flow in a rat model.

eywords: Coronary artery bypass grafting, Venous graft, Storage solutions, Vascular reactivity J

Background

Ischemic heart disease remains the leading cause of death
[1] in developed countries and higher life expect- ancy
increases its incidence. Coronary artery bypass grafting
(CABG) is considered the best treatment in most cases [2].
The success of surgical approach de- pends on the long-term
patency rate of the grafts used. Saphenous vein graft remains
the most frequently con- duit used in CABG but early
occlusion rates were re- ported ranged from 15 to 26% at 1
year resulting of vein graft dysfunction [3]. The principle
etiologies of early
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postoperative graft failure are technical operative errors, low
flow, thrombosis and vasospasm. At mild term a graft failure
can appear, and it is histologically character- ized by an
intimal hyperplasia (IH) which is a prolifera- tion of smooth
muscle cells (SMC) and a deposition of extracellular matrix
(ECM) in the intima. An athero- sclerosis mechanism is
observed with a risk of vein graft thrombosis [4, 5].

To preserve the SVG quality as well as endothelial cells
(EC) viability and functionality, some intraoperative graft
storage solutions have been evaluated in-vitro [6, 7]

and some were developed for vascular conduit preserva-
tion [8, 9]. The GALA solution (Glutathione, L- ascorbique
acid, L-arginine and glucose; pH = 7.4), being widely
recognized in this purpose; its effects compared to other
solutions (saline and autologous blood with
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added heparin) maintained the endothelial function and
structural viability of the grafts for 1 to 24 h of storage [10].
A sub study of the PREVENT IV randomized trial
demonstrated that buffered saline solution had lower vein
graft failure rate studied by angiography 12 to 18 months
after surgery and better clinical outcomes com- pared to
saline or autologous blood solutions [11].

When venous graft is exposed to the arterial blood flow,
hemodynamic strengths (shear stress (SS) and cyclic strain
(CS)) are applied on the vascular wall. The impact of SS on
EC depends on the type flow applied on the venous graft
[12]. IH occurs in approximately 50% of SVG and is
characterized by SMC migration from the media to the in-
tima through metalloproteinase (MMPs) activation [13].
Vein graft failure response to hypoxia-reoxygenation in- jury
associates mechanisms of vasospasm, adhesion cas- cade,
ROS (Reactive Oxygen Species) production, platelet
aggregation, endothelial cells loss, and shear stress stimu-
lation during the first week [14].

The research concerning storage solutions is in vitro human
studies and it is clearly accepted that they have a
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fundamental role in the early preservation of the endo-
thelium of the vein graft [15]. However, when the ven- ous
graft was exposed to arterial shear-stress and cyclic strain,
smooth muscle cells change their phenotype from a
contractile to a secretory stage [16]. Physiologically, venous
endothelium produces small amount of NOwhile in arterial
position, the production decreases. The storage solution
should maintain a physiological pH and support endothelial
NO production by provision of an eNOS substrate [17]. A lot
of intraoperative vein graft preservation solutions were
studied but we focused three of them according to our
clinical practice and following the results of experimental
study [10]. The purpose of this study was to evaluate if
autologous heparinized blood, heparinized saline serum and
GALA considered as our referent solution could have a
protective effect on an arterialized vein graft in a rat model.

Methods
Figure 1 shows the flowchart of the different steps.

Surgical inferior vena cava graft harvest in Lewis rat

h 4

Warm ischemia time in storage solution

Y
Heparinized Saline Autologous Heparinized GALA Solution
Solution (HS) Blood (AHB) (GALA)
v v v
Control vein HS Control vein AHB Control vein GALA
*  Myography *  Myography *  Myography
+ Histology * Histology + Histology

Arterial vein graft implantation into abdominal aorta of Lewis rat

Y

* Myography
* Histology
* ROS detection

Transplanted vein graft and aorta examination at 6 weeks

Fig.1Studyflow-chart
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Preservation solution

The inferior venae cava grafts were randomly stored in the
different preservation solutions at room temperature (20 °C)
before implantation. Three different storage solu- tions were
used for the ex-vivo preservation of explanted veins. Vein
grafts were stored in one of the following so- lutions:
autologous heparinized (40 Ul/ml heparin choay) blood
(AHB), 0.9% sodium chloride heparinized (40 Ul/ml heparin
choay) serum (HS); GALA solution (gluthion, ascorbic acid,
L-arginine) prepared at the hos- pital pharmacy which
constitutes in our institution the referent storage solution
used in CABG for vein grafts. GALA solution was
composed of physiologic salt solu- tion to which was added:
0.02 ml magnesium sulfate, 1.785 mg potassium
hydrogenophosphate, 0.03 ml mag- nesium chloride, 0.042
ml calcium chloride, 0.08 ml po- tassium chloride, 5000
Ul/ml heparin choay, L-ascorbic acid (1 g/500 ml), 0.6 ml
glucose 5%, 0.75 ml sodium bi- carbonate, 1.2 ml sodium
chloride, 1.5 ml L-arginine as a substrate for endothelial
nitric oxide synthetase (eNOS) and 2.7 ml glutathione. The
inferior vena cava segments were collected from 27 donor
rats.

Animals

Inbred male LEWIS (Albino rat, a/a, B/B, Tyr/Tyr¢, h/h—
MHC: RTY’) rats weighting 337 £17 g and aged 12.8 +
0.75weeks (JANVIER LABS, Le Genest Saint Isle, France)
were housed in a regulatory pet. No exogenous immuno-
suppressive drug therapy was employed. All procedures
were performed according to the guidelines of the Institu-
tional Animal Care and approved by the Ministére Fran- cais
de I'enseignement Supérieur et de la Recherche
(authorization number December 2014: 000375.01).

Surgical harvest and implantation of the vein graft
Twenty-seven donor rats were anaesthetized (isoflurane
5%) and pretreated with buprenorphine (Temgesic; 0.1
ml/100 g S.C). A large incision through the abdominal wall
allowed to expose the inferior vena cava and the ab-
dominal aorta. The different branches of the vein were
ligatured with 8—0 monofilament Prolene®. The donor rats
were sacrificed in a CO2 chamber. The inferior vena cava
was stored in a preservation solution (9 in AHB, 9in HS
and 9 in GALA) previously described. Each vein was
carefully flushed with the storage solution. After storage in
one of the preservation solutions and before arterial
implantation, a segment of the vena cava was sampled then
stored in PSS for myography and corre- sponding to the
control vein group (AHB control vein, HS control vein
and GALA control vein).

Twenty-seven recipient rats were anaesthetized and
pretreated as described. The abdominal aorta was ex- posed,
isolated from the adjacent inferior vena cava and controlled
with a loop between the renal arteries and the
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aorta bifurcation. The aorta was clamped, and an arterial
segment was removed. Heparin injection (300 Ul/kg) was
performed during the procedure. The vein graft was
interposed into the recipient’s abdominal aorta, an end- to-
end anastomosis was then established between the donor
and the recipient vessels, respectively, using arunning 9—
0 monofilament suture Prolene® at x 10 mag- nification
(Fig. 2). At the end of this procedure, the clamps were
removed, the patency of transplanted graft was confirmed
and blood supply to the pelvis and lower extremities was
restored. Rats were placed in an incuba- tor at 29 °C for
20 min until fully awake and monitored for signs of lower
limb ischemia, hemorrhage and pain. Antibiotics were
administered for 7 days (Bactrim 2.5 ml per liter of
drinking water). Buprenorphine from 0.067 to 0.33 ml per
100 g was administered in case of mild, moderate or
severe pain (pain scale in rats according to the guidelines
of the Institutional Animal Care) The same cardiac
surgeon performed all procedures.

Transplanted vein graft examination

At 6 weeks after transplantation, under anesthesia, the
abdomen was exposed, previously implanted vein grafts
with a proximal and distal segments of the aorta were
removed and subsequently divided into five segments of
commensurate length: two segments (proximal aorta and
vein graft) were stored in a 10 ml organ bath con- taining a
physiologic salt solution (PSS) for myography and three
segments (proximal aorta, distal aorta and vein graft) were
cooled in liquid nitrogen and stored at — 80 °C for
histology and immunohistochemistry.

Vascular reactivity

Myography: for each sacrificed recipient rat, 3 fresh seg-
ments of distal aorta, vein graft and control vein stored in
PSS were analyzed. At day+ 1, the fresh segments were
mounted on a wire-myograph (DMT, Aarhens, DK) as
previously described [18]. Briefly, 2 tungsten wires (25 pm
diameter) were inserted in the Ilumen of the grafts and
connected to a force transducer and a mi- crometer,
respectively. Vascular grafts were bathed in the PSS
described above. A wall tension, equivalent to the intra-
arterial tension (20 mN for aortic segment and 5 mN for
control vein and vein graft segments), was ap- plied
corresponding or equivalent to arterial blood pres- sure at
90 mmHg. Vessels were allowed to stabilize for

20 min. Contractility was assessed with phenylephrine (PE
10-6 M). Actylcholine (Ach 10—6 M) induced relax- ation
was then  obtained after  phenylephrine-induced
preconstriction (50% of maximal contraction). Vascular
response to PE (from 10 to 9 M to 10-5 M), Ach (from 10
to 9 M to 10-5 M) and SNP (Sodium Nitroprusside) (from
10 to 9 M to 10-5 M) were studied.
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Histology

Vascular segments were embedded in paraffin and cooled
at — 80 °C. Sections (7 pm thickness) were ob- tained from
the fixed arterial segments and stained with orcein to
visualize elastic fibers. External diameter, lumen diameter,
and media thickness were determined after images
acquisition (Olympus T100 microscope, Sony Camera) and
analyzed using the Histolab Software (Microvision, Paris,
France) for cross-sectional area (CSA) calculation as
previously described [19].

Detection of reactive oxygen species detection using
confocal microscopy

Dihydroethidium staining (DHE, Sigma-Aldrich) was used
to evaluate the in-situ levels of superoxide anions

(O27) [20]. DHE penetrates cells and is oxidized by
superoxide (O;") into fluorescent products that are trapped
by intercalation into the DNA. Sections were in- cubated
with DHE (1 pmol/L) in phosphate-buffered so- lution (PBS)
and DAPI (4’,6°-diamidino-2-phénulindole- Molecular
probes, Invitrogen) for nuclear cells at 37 °C for 30 min in a
humidified chamber protected from light. Fluorescent
images of ethidium bromide were obtained using a confocal
microscope (Nikon) and quantified with the ImageJ (NIH)
software. The different studied sec- tions were vein graft and
distal aorta samples.

Statistical analysis
Data were reported as mean * standard error the mean unless
indicated otherwise. Considering the sample size,
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non-parametric tests (t-test or Mann-Whitney test) were
conducted to assess the statistically significant of each ex-
periment using Graphpad Prism software (La Jolla, Calif). P
value of < .05 was considered statically significant.

Sample size: based on a previous study [21], and to show a
difference between the three groups at a power  of 90%
with a significance level of 5% concerning vascu- lar
reactivity and inflammatory response, a sample size of 27
rats was required for this experimental study (9 per group).

Results
Surgery and occlusion rate of the venous graft
The mean duration of venous storage and duration of
surgery, the weight gain during the follow-up were pre-
sented in the Table 1. At 6 weeks, the mortality was 0/9 in
the HS group, 1/9 in the AHB group (bleeding, n = 1) and
3/9 in the GALA group (bleeding, n = 2; mesenteric
ischemia, n =1).
Among rats alive, thrombosis occurred respectively in 2/9
(22%) grafts of AHB group, 5/8 (62.5%) in the HS group
and 5/6 (83.3%) in the GALA group (Fig. 3). The suture
analysis showed no proximal nor distal anasto- moses
stenosis.

Histology

The wall thickness of control vein was 17.75 £ 3 um in the
HS group, 16.3 + 4 ym in the AHB group and 17.3 = 5 ym
in the GALA group (0.7). The wall thickness of vein grafts
was 105 + 32 ym (+ 83.1% compared with wall thickness of
control vein) in the HS group, 101 + 25 pum (+ 83.9%) in the
AHB group and 107 + 31 pm (+ 83.8%) in the GALA group
(0.8). The orcein staining showed an important intimal
hyperplasia in the vein graft with a disappearance of
endothelium layer and a structural media failure regardless
the preservation solution used (Fig. 4). The distal aorta
retains its histological architec- ture in each group. An
intraluminal fibrosis was ob- served in the occluded grafts

(Fig. 3).

Myography

Because of the small number of permeable vein grafts at 6
weeks, the analysis concerned the average of the three
preservation solutions groups.

Phenylephrine induced a significant contraction in the aorta
(3.107 & umol/L), about 50% in the control vein

Table 1 Surgical data
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(from 10~ © to 3.10" ® uymol/L). No contraction was ob-
served on the vein graft except for high doses of phenyl-
ephrine (from 10~ ® to 10™ 5 uymol/L).

Acetylcholine did not induce dilatation neither in the control
vein nor the aorta and the vein graft. Sodium ni- troprusside
induced a significant dilatation in the control vein compared
to the vein graft (p < 0.01) (Fig. 5). A dila- tation was
observed in the aorta for high dose of sodium nitroprusside
(from 10™ " to 10 ® ymol/L).

ROS detection

In venous graft sections, there was no difference con-
cerning the superoxide formation evaluated by ethidium
bromide-enhanced fluorescence (Fig. 6a). Moreover, in
distal aorta sections, superoxide anion levels were sig-
nificantly higher in HS group than AHB and GALA groups
(Fig. 6b).

Discussion
Vein graft failure is the result of a complex mechanism
associating endothelial injury which can occur from the
surgical harvesting, intimal hyperplasia and atheroscler- osis
[22]. The main role of storage solutions is to pre- serve the
endothelium of graft conduit and their actions run from
storage period to arterial implantation [15].

Vein graft analysis at 6 weeks

- Saphenous vein graft (SVG) represents an autologous
transplantation, as it is explanted, preserved in storage
solution into a cup at room temperature and then im- planted
in arterial system. In clinical practice, the dur- ation of vein
graft storage corresponding to the warm ischemia tissue was
difficult to evaluate because no data are published. Some
surgeons do not store SVG before creating the anastomoses
and develop the concept of “no-touch technique” with
excellent graft patency [23]. In contrast to what is done for
solid organs destined for allotransplantation, where different
preservation solu- tions were developed such as University
of Wisconsin solution for pancreas or Celsior solution for
heart, the normal saline solution was the first storage solution
for SVG. O’Connel et al. demonstrated that 2 h of saline in-
fusion produced an IH [24]. Saline solution has negative
effects on the endothelial layers and therefore may com-
promise graft patency [25]. However, different in-vitro
studies cannot conclude on the superiority of autologous

Heparinized Saline solution HS (n =

Autologous Heparinized Blood GALA solution (n =

9) solution AHB (n=9) 9)
Duration of venous storage (min) 91 +56 106 £ 57 88 + 57
Duration of venous transplantation (min) 67 + 11 63 +10 67 +11
Weight gain during follow-up (gr) 7324 79 + 22 69 + 21
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whole blood, alternatives solutions such as storage solu-
tions like Tiprotec™ or Somaluthion™ remain the subject of
further clinical trial [25]. Other study showed that au-
tologous whole blood had some clear advantages com- pared
to saline solution, this difference does not persist post-
arterialization [26]. In the present study, the dur- ation of
vein storage in the different solution was high as to allow
preparation of the recipient rat following vein graft
harvesting but no relation was found between stor- age
duration and importance of IH. Thatte et al. showed that
duration of storage time in GALA solution (from 60 min
to 1440 min) did not alter smooth muscle or endothelial cell
function [10]. None of the storage solu- tions used in this
study has reduced the intimal hyper- plasia. In fact, we
observed a significant increase of the wall thickness and
histological signs of fibrosis.

- Among the occluded veins, only an important IH could
explain the vein graft occlusion. In order to obtain an
arterialized vein graft, we analyzed the conduit at 6 weeks
when the IH started its process. Similar results were
observed in the study published by Wong et al. who
performed arteriovenous fistula in a murine model and then
collected for analysis at 7, 14 and 28 days post- operatively
[27]. They found significant changes in the intima at 7 days,
a significant hyperplasia was observed

at 14 days and the patency rates at 28 days were 50%. Sun
et al. investigated the efficacy of oral administration of
hydrogen-rich water (HW) for prevention of intimal
hyperplasia concerning inferior vena cava placed as an
interposition graft in the abdominal aorta. Six weeks after
bypass procedure, all vein grafts presented SMC and
collagen deposits, macrophage infiltration but sig-
nificantly less in the rats that consumed HW [28]. In our
study, the rate of occluded vein grafts among them was
greater in the GALA group than AHB and saline so- lution
groups. GALA solution is based on a physiological salt
solution and contains glutathione and L-ascorbic acid,
antioxidant and arginine, a substrate for NOS (Ni- tric
Oxide Synthetase) in EC to protect the endothelium
against ischemic injury during storage. The analysis of
GALA effects on EC showed a protecting endothelial
structure and function [10]. According to our results, we
cannot conclude that GALA solution protects the endo-
thelial layer when the vein graft was arterialized in this rat
model. These results should be interpreted with cau- tion
if we extrapolated them in human. The occluded vein graft
rate at 6 weeks is low after coronary bypass but probably
storage solutions did not limit vascular re- modeling
during the chronic intimal hyperplasia (stage Ill), their
benefits intervening during the first weeks.
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Haime M et al. compared the impact of intraoperative
preservation of SVG in GALA solution (Duragraft®) ver-
sus heparinized saline on vein-graft failure related out-
comes after CABG in 2436 consecutive patients. In this
retrospective study, the intraoperative treatment of SVGs
with Duragraft was associated with a lower risk of nonfa- tal
myocardial infarction, revascularization [29]. How- ever,
these encouraging results must be interpreted with caution
and only a well-constructed randomized study will answer
the real question “which solution best pre- serves endothelial
integrity from the vein harvesting to  the arterial
implantation” [17].

Many studies showed that intimal hyperplasia is an adaptive
mechanism following arterialization of the vein and is
unlikely linked to vein graft thrombosis [30]. Arterialization
of a vein appears when the graft is ex- posed to arterial flow.
Contractile SMC become

secretory and proliferative [16]. EC cannot produce NO and
endothelial layer damage produces growth factors and
proinflammatory cytokines (IL-6, IL-8) [31]. This process
promotes leukocytes recruitment and thrombin formation
[32].

- In the present study, regardless of the storage solu- tion,
no endothelium-dependent dilatation was observed when
the vein grafts were mounted on a wire-myograph
attesting to endothelial injury. The same findings were
showed in the control vein and aorta groups. However, the
SMC layer viability was observed in the control vein
group, the preservation solutions maintained the SMC
functionality from 88 to 106 min of storage.

The implication of the shear stress in vascular biology and
inflammation was described by Touys et al. [33]. All
vascular cell types produce reactive oxygen species (ROS)
that regulate vascular function by modulating cell
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growth, apoptosis, migration, inflammation and extracel-
lular matrix protein production. Oxidative stress and as-
sociated oxidative damage are mediators of vascular injury
and inflammation and constitute the first steps of
atherosclerosis development [13]. In our study, we ob-
served an important oxidative stress in the different vein
graft segments analyzed. The inflammatory response into the
vein wall due to shear stress was also observed in ar- terial
samples explaining the vascular function damage. These
results should be interpreted with caution because of the
small number of permeable vessels at 6 weeks. In the
presence of high levels of sodium nitroprusside, a dilatation
was observed in the control vein group. Saad Enouri et al.
studied characteristics of myogenic re- activity in isolated rat
mesenteric veins. The integrity of the endothelium was
assessed by a dilator response to acetylcholine in
phenylephrine-preconstricted veins. The veins were able to
develop significant myogenic tone that appears greater over
the low-to-intermediate pressure ranges, but mesenteric
veins did not demon- strate myogenic responses unlike
mesenteric arteries [34]. In our study, the control vein
presented an endothelium-dependent relaxation injury with
a

preservation of smooth muscle cell (SMC) activity
(endothelium-independent relaxation) while the vein graft
was no vascular reactivity because of endothelial injury but
conserved a low relaxation mediated by SMC for high dose
of sodium nitroprusside.

Focus of the model

Models of venous grafting in the arterial position have been
used to improve the patency of grafts in humans [35, 36],
which is especially relevant in CABG. Goldman et al. [37]
reported saphenous vein graft patency of 60% or more at 10
years postoperatively in humans. Animal models are useful
to analyze the pathology of vein graft disease and to test
therapeutic strategies in vivo [38]. In large animals such as
pigs and dogs, the model consists of an interposition of
saphenous and jugular veins into common carotid artery.
Wan et al. reported rate patency at 4 weeks [39] with
saphenous vein-common carotid ar- tery interposition model
in large white swine. In rats, different models of inferior vena
cava into abdominal aorta interposition have been described
as superficial epigastria vein into femoral artery interposition
or ileo- lumbar vein into the abdominal aorta interposition
[28].
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Fig. 6 Superoxide production in the different groups is shown in the bar graphs for venous grafts section (a) and for distal aorta sections (b).
Fluorescent images of ethidium bromide (DHE) are colored in red and DAPI in blue

In the surgical model proposed by Sun et al., the vein graft
was interposed into the recipient’s abdominal aorta using
microsurgical techniques in a latero-terminal con- figuration,
and the aorta of the recipients was then li- gated between the
two anastomoses [28] while we developed an end-to-end
anastomosis technique aligning vein and arterial endothelial
cells in direction of arterial blood flow, therefore minimizing
the effects of shear stress. Vein graft failure is characterized
by an inflamma- tory response with leukocytes recruitment
from circulat- ing blood cells as we did not observe on the
aorta

segments. Like saphenous vein graft during CABG, our
vein graft was submitted to a systolic flow. The vena cava
was harvested using state-of-the-art and optimal handling
techniques (same surgeon, a traumatic surgical technique,
avoiding excessive handling and distortion) in order to
reduce traumatic damage to the endothelium layer, which
is the first step of the graft failure. The main difficulty in
vein graft transplantation was the vein wall’s thickness. In
fact, the texture of the vein issued from its storage solution
makes the wall ex- tremely fine.
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The high number of occluded vein grafts reduced the Published online: 10 February 2020

possibilities of analysis. Moreover, intermediate analysis of
the vein grafts should have been performed in order  to
explain the mechanisms of vascular inflammation in relation
of each group. Due to the small number of vein grafts
sections we combined data from all storage solu- tion groups
in order to compare vascular reactivity toeach solution.

Conclusion

The composition of preservation solutions influences vein
graft endothelial structural and functional integrity from
early graft failure. However, the next crucial step will be
conducted randomized clinical trial to compare storage
solutions and long-term clinical outcomes be- cause our
experimental study show that some solutions do not protect
the vein graft from intimal hyperplasia and thrombosis
formation during the arterialization stage in this
experimental study.
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Place de la dynamique mitochondriale dans I’hypertension artérielle et ’'anévrisme aortique

Mots clés : Dynamique mitochondriale, hypertension artérielle, anévrisme aortique

Résumé: De nos jours, les pathologies cardiovasculaires
représentent la premiere cause de mortalité dans le
monde. Aujourd’hui, leurs conséquences sur ’'Homme sont bien
décrites. En revanche, il est souvent difficile de connaitre avec
précision les mécanismes a lorigine de certaines de ces
pathologies. La place de la mitochondrie dans celles-ci a largement
été étudiée. Des dysfonctions de la dynamique mitochondriale ont
notamment ét¢ mises en évidence dans des pathologies
cardiaques. En revanche, sa place dans les pathologies vasculaires
reste encore inconnue.

C’est pourquoi notre premier objectif a consisté a comprendre la
place de la dynamique mitochondriale dans I'un des principaux
facteurs de risque des pathologies cardiovasculaires, I'hypertension
artérielle. Cette premiére étude a mis en évidence une aggravation

de I'hypertension artérielle dans un modele murin hétérozygote

pour la protéine de fusion mitochondriale OPA1 (Opal*’),
soumis & un traitement au L-NAME.

Notre deuxiéme objectif a consisté a étudier la place de la
dynamique mitochondriale dans [l'une des pathologies
vasculaires les plus mortelles, I'anévrisme de I'aorte. Dans un
premier temps, nous avons mis en évidence un remodelage
anévrismal des aortes provenant de souris Opal*" soumises a
un traitement hypertenseur a I'angiotensine Il. En paralléle,
nous avons observé une modification d’expression des génes
codants pour les protéines de la dynamique mitochondriale
dans un modele reconnu d’anévrisme (LdIr-/-, HFD, Angll).
Pour conclure, ce travail a montré pour la premiere fois, le réle
protecteur d’'OPA1 dans [Ihypertension artérielle et la
dérégulation de la dynamique mitochondriale dans I'anévrisme

aortique.

Role of the mitochondrial dynamics in arterial hypertension and aortic aneurysm

Keywords: Mitochondrial dynamics, arterial hypertension, aortic aneurysm

Abstract: Nowadays, cardiovascular diseases are the leading
cause of death in the world. Their consequences on human body
are well known. However, mechanisms involved in these
pathologies are not totally established. Mitochondria has been
widely studied in these pathologies. Mitochondrial dynamics’
dysfunctions have been widely established on cardiac pathologies
but not on vascular pathologies. Thus, in this work, we investigated
the role of mitochondrial dynamics in arterial hypertension and
aortic aneurysm.

First, we investigated impacts of OPAl mutation on arterial
hypertension. By using an Opal*" heterozygote mouse model, we

demonstrated the protective role of OPAL in arterial hypertension.

Indeed, Opal* mice treated with L-NAME developed
hypertension more severe than control mice.

The second study aimed to investigate mitochondrial dynamics’
modulation in aortic aneurysm. First, we show aortic aneurysm
remodelling in Opal*" mice treated with angiotensin II. Then,
we demonstrated a modification of mitochondrial dynamics’
gene expression in our aneurysm model (LdIr", HFD, Angll).
To conclude, this work demonstrated, for the first time, a
protective role of OPAL in arterial hypertension and a

deregulation of mitochondrial dynamics in aortic aneurysm.






