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Résumé

La calcification vasculaire (CV) est le dépot pathologique de sels de phosphate de calcium, sous
forme d'hydroxyapatite, dans la paroi artérielle. Cette CV contribue a la rigidité et au
rétrécissement des arteres et elle est amplifiée lors de 1’insuffisance rénale chronique (IRC)
suite a ’accumulation des toxines urémiques dans le sang et les tissus, telles que 1’indoxyl
sulfate (IS) et le phosphate (P1). Or la paroi vasculaire est constituée, entre autres, de cellules
endothéliales (CE), en contact direct avec le sang et les toxines urémiques, et de cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) responsables de la CV de par leur origine commune
avec la cellule ostéoblastique. Des niveaux élevés d’IS et de Pi entrainent un dysfonctionnement
des CE et la transdifférenciation ostéogénique des CMLV. Du fait de I'importance de la
communication CE-CMLV dans la formation et la fonction des vaisseaux sanguins et son
implication dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, nous nous sommes intéressés a
¢tudier la contribution des CE dans les calcifications produites par les CMLV lors de I’IRC.
Nous avons montré qu'une concentration €élevée en Pi induit une calcification des CMLV en
culture, que cet effet est plus important par I’ajout d’IS et qu’il est significativement amplifié
en présence de milieu conditionné des CE préalablement exposées aux mémes toxines. De facon
intéressante, nous avons également montré pour la premiére fois que 1’exposition des CE a
Pi+IS entraine une augmentation significative de I’expression et de la sécrétion d’Interleukine
-8 (IL-8) et que celle-ci aggrave de fagon concentratoin-dépendante la calcification des CMLV.
Bien que I'IL-8 ne semble pas accentuer la transdifférenciation des CMLV induite par les
toxines urémiques, elle empéche la synthese et la sécrétion par les CMLV d’OPN, un inhibiteur
puissant de calcification. De plus, le traitement des CMLV par un antagoniste des récepteurs de
I'IL-8 permet de rétablir la synthése d’OPN par les CMLYV exposées a Pi+IS. Par ailleurs, nous
avons confirmé a 1’échelle tissulaire que Pi+IS induit une augmenation de la calcification des
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Résume

anneaux aortiques de rats isolés et stimule de fagon significative I’expression des homologues
chez le rat de I'IL-8. De facon intéressante, 1’antagoniste des récepteurs de 1'L-8 prévient
partiellement la calcification induite par Pi+IS, tout en favorisant I’induction de l'expression
d'OPN. Aisni, notre travail suggeére un nouveau rdle de 1'[L-8 agissant en tant que médiateur
impliqué dans I’interaction entre CE et CMLV au cours de la CV. De plus, I’antagoniste des
récepteurs de I’IL-8 bloque ’effet promoteur de I’IL-8 sur la CV d’ou son potentiel intérét

pharmacologique dans la prévention des complications cardiovasculaires lors de I’'IRC.

Mots clés: calcification vasculaire, toxines urémiques, transdifférenciation ostéogénique,

athérosclérose, interaction des cellules vasculaires.
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Abstract

Vascular calcification (VC) is the ectopic deposition of calcium minerals in the major arteries.
This VC contributes to the stiffness and narrowing of the arteries, and is amplified during
chronic kidney disease (CKD) due to the accumulation of uremic toxins in the blood and tissues,
such as indoxyl sulfate (IS) and inorganic phosphate (Pi). The vascular wall consists, among
others, of endothelial cells (EC) in direct contact with the blood and the uremic toxins, and of
vascular smooth muscle cells (VSMC) responsible for VC due to their common development
origin with the osteoblast: the mesenchymal stem cells. High levels of IS and Pi result in EC
dysfunction, osteogenic switch of VSMC and subsequent VC. Because of the importance of
EC-VSMC communication in the formation and function of blood vessels and its involvement
in many cardiovascular diseases, we were interested in studying the contribution of EC in the
calcifications produced by VSMC during CKD. First, we confirmed in a VSMC culture and in
tissue model of rat aortic rings that a high concentration of Pi induces calcification and that this
effect is potentiated by IS. Then we showed for the first time, that ECs exposed to Pi+IS secrete
IL-8 which significantly aggravates the calcification of VSMC. Although IL-8 does not enhance
the uremic toxins-mediated osteogenic switch of VSMC, it prevents the synthesis of OPN by
VSMC, resulting in an undesirable imbalance between VC inducers and inhibitors. The 1L-8
receptors antagonist unblocks the synthesis of OPN by VSMC in the uremic condition. In
parallel, uremic toxins induce expression of IL-8 homologs in the rat aortic rings, and the IL-8
receptors antagonist partially prevents Pi+IS-induced calcification, while unblocking the
expression of OPN. Our work suggests a novel role of IL-8 in promoting VC as a mediator of
ECs-VSMCs interaction during uremic disease. Blocking IL-8 would thus be a new therapeutic

approach for cardiovascular complications prevention in CKD.
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Key words: vascular calcification, uremic toxins, osteogenic switch, atherosclerosis, vascular

cells interaction.
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La paroi vasculaire est constituée, entre autres, des cellules endothéliales (CE) en contact direct
avec le sang et des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) responsables de la
contractilité des vaisseaux'. L’interaction entre les CE et les CMLV est essentielle pour le bon
fonctionnement des vaisseaux sanguins, aussi bien lors de leur formation, que lors de leur
maturation et leur remodelage’*. Les CE initient la communication intercellulaire dés
I’embryogenése en transmettant un signal pour recruter les précurseurs des CMLYV a partir des
tissus environnants>®, et restent essentielles a 1’entretien des vaisseaux matures. D’autres
signaux permettant la régulation du tonus vasculaire viennent s’ajouter au dialogue CE-CMLV
dans les artéres matures>*. La dérégulation de ce dialogue engendre des maladies diverses telles
que I’athérosclérose et I’hypertension artérielle®, mais elle n’a pas été étudiée spécifiquement

dans le cadre de la calcification vasculaire (CV).

La CV est le dépdt pathologique de sels de phosphate de calcium, sous forme d'hydroxyapatite,
dans la paroi artérielle. La plupart des individus agés de plus de 60 ans présentent une
augmentation progressive du dépot de calcium dans leurs principales artéres’. Cette CV réduit
I'¢lasticité et induit un rétrécissement aortique et artériel, ce qui altére 1'hémodynamique
cardiovasculaire, entrainant une morbidité et une mortalit¢é importantes sous forme
d'hypertension, de sténose aortique, d'hypertrophie cardiaque, d'ischémie myocardique et des
membres inférieurs et d'insuffisance cardiaque®. La sévérité et 1'étendue de la minéralisation
prédisent fortement et indépendamment la morbidité et la mortalité cardiovasculaires et la
mortalité toutes causes confondues®!®. Dans le passé, la CV a été considérée comme un
processus passif; cependant, des recherches récentes ont révélé de nombreuses similitudes avec
des processus actifs et controlés se produisant dans le tissu osseux. En effet, les CMLV et les
ostéoblastes partagent un précurseur commun de développement; qui est la cellule souche
mésenchymateuse. Cette origine commune peut faciliter la transdifférenciation des CMLV en

cellules ostéogéniques en réponse a une variété de stimuli, tels que I'augmentation des taux
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sériques de calcium et de phosphate inorganique (Pi), 'accumulation de lipides et les réponses

inflammatoires!"!2.

La CV est fréquente chez les patients atteints d'insuffisance rénale chronique (IRC) et contribue
au risque accru d'événements cardiovasculaires'’. L’IRC entraine la rétention de toxines
urémiques qui s'accumulent dans le sang et les tissus au lieu d'étre excrétées par les reins telles
que l'indoxyle sulfate (IS). L’IS est une toxine dérivée des protéines alimentaires qui induit un
dysfonctionnement des CMLV et des CE'%. Des études récentes ont montré que les CMLV,
exposées a I’'IS ou aux séra urémiques des patients atteints d’IRC, génerent un dépdt de calcium
in vitro et expriment des marqueurs d’ostéoblastes'*!>. L’IS induit également un stress oxydatif
dans les CE, altérant ainsi leur production de monoxyde d’azote (NO), leur prolifération, leur
migration et leur viabilité'*'®, Les CE sont également stimulées par I’IS pour induire une

19,20

inflammation vasculaire par 1’activation de I'expression de 1’E-sélectine et la libération de

facteurs pro-inflammatoires tels que la MCP-12!.

Outre l'accumulation de I'IS dans le sang, I'hyperphosphatémie est aussi rencontrée chez les
patients atteints d'IRC. Or, des concentrations élevées de Pi induisent une CV et sont corrélées
a une mortalité élevée dans les stades avancés de I'IRC?%. Les CMLV humaines perdent leurs
marqueurs contractiles et gagnent des marqueurs ostéogéniques en réponse aux niveaux élevés
de phosphate®®; et les CE deviennent défectueuses et conduisent a des altérations de la
perméabilité vasculaire, de la formation de thrombus, de I’angiogenese et de la vasodilatation

dépendante de I'endothélium?*.

Puisque les CE sont directement exposées aux toxines urémiques contenues dans le sang, et que
I’interaction CE-CMLYV a été impliquée dans nombreuses pathologies, il serait intéressant

d’étudier la contribution des CE aux effets des toxines urémiques sur la CV produite par les
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CMLYV. Ainsi, notre travail a testé I'hypothese selon laquelle les toxines urémiques provoquent

la sécrétion par les CE de facteurs favorisant la CV induite par les CMLV.
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Introduction Bibliographique Dialogue CE-CMLV

1. Importance du dialogue CE-CMLV

1.1. Rappel sur la paroi vasculaire

La paroi vasculaire des artéres est constituée de trois couches différentes: 1'intima, la média et
l'adventice. L’intima contient des cellules endothéliales (CE) en contact direct avec le sang.

Les CE sont séparées des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de la média par une
lame élastique interne. La troisiéme couche, 1’adventice, contient de nombreux composants, y

compris les nerfs sympathiques, le collageéne et les fibroblastes (Figure 1)!.

Lumen W
Endothelial Cells . 2
Internal Elastic Lamina Intima
Smooth Muscle Cells
Media
Adventitia

Adiﬁmse .
Nerve Fibroblast

Figure 1: Structure de la paroi artérielle’

La structure des vaisseaux sanguins n'est pas constante mais est continuellement remodelée
pour leur permettre de remplir leur fonction de distribution du sang. Cette fonction dépend de

I'état de la contraction des CMLV individuelles, de leur nombre et de leur agencement?. Les
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grandes artéres sont formées de plusieurs couches de CMLV intégrées dans une matrice
extracellulaire riche en collagene et élastine vitale pour le flux pulsatile, alors que les veines, a
basse pression, ont moins de couches de CMLYV et une matrice extracellulaire moins complexe.
Les capillaires contiennent un nombre limit¢ de CMLV avec des CE extrémement perméables
pour permettre une diffusion maximale de gaz et nutriments aux cellules. Malgré la diversité
des vaisseaux sanguins, les fonctions des CE et des CMLYV restent inchangées®. Le dialogue
entre les CE et les CMLV est essentiel pour leur bon fonctionnement, aussi bien lors de la
formation, que lors de la maturation et du remodelage des vaisseaux sanguins®>*. Les CE initient
la communication dés I’embryogenése en transmettant un signal pour recruter les précurseurs
des CMLV a partir des tissus environnants®>, et restent essentiels a I’entretien des vaisseaux
matures. D’autres signaux relatifs au tonus et a la pression artérielle participe également au
dialogue entre CE et CMLV dans les artéres matures®*. Ces informations peuvent étre
transmises par plusieurs mécanismes : par sécrétion de molécules ou par contact physique
direct’. Cette communication différe selon 1’état du vaisseau sanguin. Nous aborderons le

dialogue CE-CMLV dans le contexte physiologique dans la partie suivante.

1.2. Dialogue CE-CMLYV physiologique

Le dialogue normal entre les CE et les CMLV se fait par deux mécanismes principaux: la

sécrétion de molécules solubles et le contact membranaire direct CE-CMLV.

» Signal paracrine

Deés I'embryogenese, les CE sécretent le facteur de croissance-B dérivé des plaquettes (PDGF-

B)>2®. Les précurseurs des CMLV des tissus environnants expriment le récepteur PDGFR, a
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activité tyrosine kinase, ce qui engendre leur recrutement et leur prolifération, ainsi que la
formation du vaisseau stable. Ce role cl¢ du PDGF-B dans la migration et la prolifération des
CMLYV a été confirmé in vitro et in vivo (Figure 2)*%28,

PDGF-B
secretion

Vascular smooth muscle
cells recruitement

7\ Vaseular smooth
—g'—l muscle cells

Endothelial cells

PDGF-B r d

Nascent EC tube Stabilized Vessel

Figure 2: Stabilisation des vaisseaux sanguins

Les CE recrutent les précurseurs des CMLV a partir des tissus environnants par la sécrétion de PDGF-

B (Figure adaptée de Jiang et al)*’.

Cependant, certaines voies de signalisation peuvent interférer dans la communication CE-
CMLV PDGF-B dépendante; Boucher et al ont montré in vivo que la perte du «Low density
lipoprotein (LDL) Receptor-related Protein-1» (LRP-1) qui régule 1'expression et 'activité et
du PDGFR dans les CMLV, amplifie I’expression de PDGFR et la prolifération des CMLV,
résultant en une fibrose et athérosclérose?’. En outre, le Transforming Growth Factor B (TGFR)
joue un role similaire que le PDGF-B dans le recrutement des précurseurs des CMLYV induit par
les CE démontré in vitro en utilisant des cellules multipotentes embryonnaires murines (cellules

10T1/2) en co-culture avec des CE qui commencent a présenter des similitudes morphologique
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et d’expression génétique avec les CMLV. De méme, la greffe sous-cutanée des cellules 10T1/2
fluorescentes dans des souris a montré in vivo que ces cellules 10T1/2 sont incorporées dans la
média des vaisseaux et se différencient en CMLV>’, De plus, le facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) est un autre régulateur du développement et de la stabilisation
des vaisseaux sanguins. Bien qu’il induise la prolifération et la migration des CE, le VEGF
détache aussi les CMLV des vaisseaux sanguins®!. Le réle du VEGF est important dans
I’angiogenese pour ’irrigation sanguine du tissu notamment en cas d’ischémie, de méme que

la famille des angiopoiétines (Ang) (Figure 3)*2.

A B C D E

ischemic
tissue

VSMC  VEcF
\\ngZ

EC

VEGF
Ang?2

blood vessel .

fssie | VSMC |endothelil! VSMC | vesse
signaling detachment sprouting recruitement maturation

Figure 3 Role des facteurs de croissance dans I’angiogenése post-ischémique

A. Le VEGF et I'Ang-2 sont sécrétés par le tissu ischémique indiquant ainsi la nécessité d’accroitre la
capacite sanguine. B. Ces facteurs de croissance perturbent les interactions CE-CMLYV, entrainant le
détachement des CMLYV des CE, et le déplacement des CE vers le tissu ischémique. C. Ces CE sécrétent
le PDGF-B qui recrute les CMLV a partir des tissus environnants. D. L’Ang-1, libérée par les CMLYV,
désactive le récepteur de I’Ang-2 et favorise les interactions EC-CMLYV. E. Le vaisseau mature est ainsi

formé et stabilisé (Figure adaptée de Brudno et al)*.
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Les Ang sont des ligands pour les «Ties», des récepteurs a activité tyrosine kinase exprimés par
les CE?”. L’Ang-1 est un facteur de croissance sécrété par les CMLV alors que I’Ang-2 est
libérée par les CE®. Des études in vivo sur des embryons de souris déficients en Tie-2>* ou son
ligand Ang-1°* ont montré leur role important dans les interactions CE-CMLV, dans
I’angiogeneése et dans le maintien de l’intégrité structurale des vaisseaux. Par contre, la
surexpression de 1’Ang-2 chez les souris empéche la formation de vaisseaux sanguins dans les
embryons, réflétant ainsi I’antagonisme naturel de I’ Ang-1 et I’ Ang-2 au cours du dialogue CE-

CMLV™,

Chez I’adulte, plusieurs molécules sécrétées par les CE diffusent vers les CMLV et régule la
vasodilatation et les fonctions artérielles. Le monoxyde d’azote (NO) est un des facteurs
majeurs impliqués dans la vasodilatation endothélium-dépendante (Figure 4)*®. L’homodimére
PDGF-BB induit la relaxation NO-dépendante des vaisseaux comme 1’a démontré Maejma et

al chez les souris’’.
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Figure 4: Régulation du tonus vasculaire par le NO

Dans les CE, la biosynthése de NO a partir de la L-arginine se fait suite a [’activation de [’eNOS par
des voies Ca’*-dépendantes (acétylcholine) ou Ca’*-indépendantes (stimulus mécanique). Le NO ainsi
sécrété par les CE a une action paracrine sur les CMLV de la média du vaisseau ou il induit la synthése

de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et la relaxation artérielle’®.

Les CE peuvent aussi induire une hyperpolarisation des CMLV par la libération des facteurs
hyperpolarisants endothéliaux (EDHF). Cette hyperpolarisation se répand vite et engendre la
vasodilatation de I’artére et ’augmentation du volume d’éjection®. Les epoxyeicosatrienoic
acids (EET) qui sont des metabolites de 1’acide arachidonique sont aussi sécrétés par les CE et
entrainent une vasodilatation endothélium-dépendante’® De plus, la prostaglandine 12 ou
couramment nommeée prostacycline (PGI2) contribue aussi a la vasodilatation endothélium-
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dépendante. La PGI2 produite par les CE se lie aux CMLYV via son récepteur (IP) et accroit la
formation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) qui a son tour stimule la protéine
kinase A (PKA). La PKA entraine la dilatation de 1’artére en phosphorylant et bloquant la kinase
de la chaine 1égére de la myosine (MLCK)>3°. La synthése de la PGI2 est sous le controle de la

cyclooxygénase-1 (COX-1)* (Figure 5)°.
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Figure 5: Représentation schématique récapitulative de la vasodilatation endothélium-dépendante

eNOS: endothelial nitric oxide synthase (Figure adaptée de Triggle et al)’.
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Du fait de la proximité des CE et des CMLV, une communication indépendante du signal
paracrine peut avoir lieu par contact physique entre les membranaires de ces cellules. Nous

aborderons briévement ce type d’interaction dans le paragraphe suivant.

» Interaction physique

La formation des vaisseaux et le maintien de la stabilité des vaisseaux matures nécessitent un

contact physique entre les CE et les CMLV a travers plusieurs protéines (Figure 6)%!.

A B

Figure 6: Modéle tridimensionnel de I’angiogenése

A. Les CE sont cultivées seules. B. Les CE sont en co-culture avec des CMLV. La coloration a la lectine
montre que l'angiogenése réalisée par les CE est promue par la présence des CMLV, ce qui consolide
l'importance des interactions CE-CMLV dans la formation et I’assemblage des vaisseaux (Figure

adaptée de Liu et al)*.

Les CMLV présentent a leur surface des récepteurs Notch transmembranaires qui sont

impliqués dans le développement des vaisseaux et dans la différenciation de ces CMLV* suite
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a Dlinteraction des Notch avec leurs ligands transmembranaires endothéliaux tels que les
protéines «Delta-liken(DSL). La liaison Notch-DSL engendre un changement de Ila
conformation de Notch. Les sites de clivage de la «A Disintegrin And Metalloproteinase»
(ADAM) et de la y-sécrétase ainsi dévoilés permettent la division de Notch en deux domaines.
Le domaine intracellulaire (ICD) se dirige vers le noyau des CMLV ou il active le signal Notch
et la transcription ciblée, alors que le domaine extracellulaire (ECD) est pris en charge par les

CE (Figure 7)®.

endothelial cell

1) DSL ligand
\ 3) Ligand/Notch
interaction

2) Notch
receptor

5) Endocytosis of ligand
and NotchECD

4) Activation of
MNotch signaling by

NI CE/ proteolytic cleavages

smooth muscle cell

6) Nuclear translocation of NotchIiCD
and formation of activation complex

Figure 7: Contact CE-CMLYV médié par Notch

(Figure adaptée de Boucher et al)®.
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Les connexines Cx43 et Cx45 sont d’autres protéines transmembranaires impliquées dans les
interactions CE-CMLV. Ces Cx43 et Cx45 établissent des jonctions «gap» communicantes
entre les CE-CMLV essentielles a la différenciation des CMLV au cours de I’embryogenése
suite a la stimulation du TGF-B, tandis que chez 1’adulte, les connexines contrdlent le

fonctionnement des vaisseaux®*+*

Ainsi, le dialogue CE-CMLYV est crucial pour ’assemblage, la stabilisation et le maintien de
I’intégrité structurale et fonctionnelle des vaisseaux sanguins, que ce soit par des signaux
paracrines ou par contact physique. La dérégulation de ce dialogue engendre des maladies
diverses ; nous nous focaliseront sur 1’hypertension artérielle et I’athérosclérose dans la partie

suivante.

1.3. Dialogue CE-CMLYV pathologique

1.3.1. Hypertension artérielle

» Altération du signal paracrine

L'hypertension artérielle est une maladie chronique trés répandue qui constitue un des
principaux facteurs de risque de morbidité et de mortalité. Elle est généralement définie comme
une pression artérielle systolique supérieure a 140 mmHg et (/ou) une pression artérielle

diastolique supérieure 3 90 mmHg***".

L’altération du signal paracrine NO entrainant un dysfonctionnement du dialogue CE-CML est
I’un des mécanismes physiopathologiques bien décrits dans I’hypertension artérielle, en

particulier au niveau pulmonaire (HTAP)*. L'endothéline (ET) est 1’un des facteurs
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vasoconstricteurs sécrété par les CE>* qui antagonise les actions du NO*. La famille des
endothélines comprend ’ET1, ’ET2 et I’ET3. L’ET1 est produite par les CE et les CMLV
présentent a leur surface deux récepteurs pour I’ET1: PETA et I’ETB. Les patients souffrant
d’HTAP présentent une vasoconstriction liée au déséquilibre entre I’ETA et I’ETB. En effet,
chez ces patients, ’ET1 exprimée de fagon excessive se lie préférentiellement a ’ETA et exerce
ses effets vasoconstricteurs par la libération du Ca** du réticulum sarcoplasmique des CMLYV,
et a travers la voie des protéines kinases associées a Rho (ROCK) qui phosphorylent la chaine
légére de la myosine la rendant sensible au signal Ca®" intracellulaire, contractant par
conséquent les CMLV>%%!. De méme, I’ET1 induit le remodelage vasculaire a travers les voies
des «mitogen-activated protein kinase» (MAPK) et ROCK®!. En paralléle, les CE expriment le
récepteur ETB de I’ET1, ce dernier agit d’une fagon autocrine sur les CE en découplant
I’enzyme de synthése endothéliale du NO (eNOS) et en activant par la suite la synthése de

I’anion superoxyde O qui empéche 1’effet vasodilatateur du NO (Figure 8)*%2.

pp-ET-1 mRNA
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Figure 8: L’effet néfaste de I’ET1 sécrétée par les CE sur les CMLV
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Les CMLYV présentent a leur surface deux récepteurs pour I'ETI libérée par les CE; I’ETI se lie
principalement a I’ETA et entraine la vasoconstriction par la libération du Ca’* du réticulum
sarcoplasmique des CMLV et a travers la voie des ROCK. De méme, I’ETI induit le remodelage
vasculaire a travers les voies MAPK et ROCK. En outre, les CE expriment le récepteur ETB de I’ET1,
ce dernier agit d 'une fagon autocrine sur les CE et inhibe la synthése et la biodisponibilité du NO qui
est un puissant vasodilatateur et inhibiteur du remodelage vasculaire (I’activation est en rouge et

Uinhibition en vert) (Figure adaptée de Gao et al)®.

» Altération du contact physique

Les jonctions myoendothéliales communicantes (MEJ) jouent aussi un role dans 1’hypertension
artérielle. Les rats spontanément hypertendus présentent une plus grande incidence de MEJ
dans les artéres caudales que les rats normotendus, accompagnée d’une hypertrophie des
CMLV?3. De plus, la culture in vitro des anneaux aortiques de rats hypertendus en présence
d’inhibiteurs des MEJ a bloqué la contraction induite par les CE>*. Or les MEJ servent a
transmettre des facteurs sécrétés par les CE aux CML, comme la sérotonine dont I’augmentation
de sa production par I’hydroxylase du tryptophane 1 (Tph1) est impliquée dans la pathobiologie
de PHTAP>>%8, Une fois a I’intérieur des CMLV, la sérotonine entraine la libération du TGF
de sa liaison a la protéine de latence (LAP), permettant ainsi la fixation du TGFf a son récepteur
«activin receptor-like kinase 5» (ALKS), ce qui transmet le signal de TGFp a I’intérieur des
CMLV et induit le remodelage vasculaire a travers la phosphorylation des «small mothers
against decapentaplegic» smad et MAPK>%*. Outre son action sur le TGFp, la sérotonine active
la production de I’anion superoxyde par les CMLV, et en concentration ¢levée, 1’0~ diffuse
dans les CE par le biais des MEJ et réduit la biodisponibilité du NO atténuant ainsi ses effets
vasodilatateurs et antiprolifératifs’>®°. Les MEJ peuvent servir ainsi comme acteurs dans

I’hypertension artérielle (Figure 9)*.
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Figure 9: La sérotonine, transloquée a l’intérieur des CMLYV par des jonctions communicantes, induit

un remodelage vasculaire

La sérotonine sécrétée par les CE est transférée aux CMLV a travers des MEJ. Une fois a l’intérieur
des CMLYV, la sérotonine induit le remodelage vasculaire a travers les voies de smad et MAPK et par
réduction de la biodisponibilité du NO d’origine endothéliale et de ses effets antiprolifératifs et

vasodilatateurs GMPc-dépendants (I’activation est en rouge et l'inhibition en vert)*.

Le déséquilibre entre les molécules vasoconstrictrices et vasodilatatrices, ainsi que la
transmission d’un signal de remodelage vasculaire a travers des MEJ, débouchent en une
hypertension artérielle*®. L’interaction CE-CMLV impliquée dans le développement de
I’hypertension artérielle peut aussi favoriser d’autres pathologies comme 1’athérosclérose que

nous discuterons dans la partie suivante.
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1.3.2. Athérosclérose

L'athérosclérose est une maladie artérielle systémique qui touche les artéres de grandes et
moyennes tailles®!. C'est une maladie inflammatoire caractérisée par un dysfonctionnement
endothélial, une infiltration leucocytaire, une prolifération des CMLV et une formation
néointimale associée non seulement a une accumulation de lipides mais aussi a un dépot de
calcium®. La croissance d’une plaque d’athérosclérose rétrécit la lumiére des vaisseaux
sanguins et limite le flux sanguin tissulaire. L’obstruction de I’artére, localement ou a distance
en cas de rupture de la plaque et embolisation dans une artére de plus petit calibre, conduit a
une ischémie tissulaire et & un dysfonctionnment d’organe. C’est le mécanisme le plus
fréquement retrouvé dans D’infarctus du myocarde et 1’accident vasculaire cérébral par
exemples, maladies cardiovasculaires trés fréquentes et responsables d’une morbi-mortalité

élevée dans les pays développés (Figure 10)%364,

@ Monocyte - T cell
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Figure 10: Développement de la lésion athérosclérotique
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a) L'artere est formée par trois couches. La couche interne, ou intima, est bordée par une monocouche
de CE en contact avec le sang et contient des CMLV résidentes. b) L'athérosclérose débute par
l'adhésion des lymphocytes T et des monocytes aux CE en réponse a [’oxLDL suivie par linfiltration
des monocytes et leur maturation en macrophages. Ces macrophages absorbent des lipides et se
transforment en cellules spumeuses. c) Les CMLV migrent de la média vers l'intima, ou elles proliferent
et synthétisent des macromolécules de la matrice extracellulaire. Les macrophages et les CMLYV peuvent
subir une apoptose et contribuer a I’accumulation lipidique et nécrotique. d) La plaque d'athérosclérose
peut se rompre et libérer des facteurs pro-coagulants déclenchant la formation d’un thrombus dans la

lumiere du vaisseau®.

L'athérosclérose est déclenchée par la perturbation de la structure et de la fonction endothéliales
due a certains facteurs tels que le diabete et le stress oxydatif. Cette dysfonction endothéliale
résulte en l'adhésion des lymphocytes T et des monocytes aux CE en réponse a I’oxLDL, suivie
par I’infiltration des monocytes et leur maturation en macrophages tissulaires. Ces macrophages
absorbent I’oxLDL et forment les cellules spumeuses. Or les cellules spumeuses sont incapables
de décomposer I’oxLLDL et subissent une nécrose qui contribue a I’accumulation lipidique et
nécrotique dans I’intima. Le corps nécrotique contient des cytokines qui stimulent la migration
des CMLV de la média vers l'intima, ou elles proliférent et synthétisent des macromolécules de
la matrice extracellulaire. La plaque d’athérosclérose ainsi formée peut devenir de plus en plus
complexe avec la calcification®. En effet, 1’athérosclérose caractérisée par une perte
progressive des CE résulte en une disponibilité réduite du NO produit par les CE®. Or le NO
inhibe la calcification et la transdifférenciation ostéogénique des CMLYV par la voie de la GMPc
en atténuant 1’activité du TGFP mesurée par la phosphorylation du complexe smad2/3 et en
réprimant 1’expression des marqueurs ostéogéniques tels que 1I’ALP, 1’ostéocalcine et le
collageéne de type 1, comme 1I’a montré Kanno et al chez des CMLYV isolées de 1'aorte thoracique
des souris®’. Ce processus inflammatoire favorise ainsi la transdifférenciation ostéogénique des

CMLV qui commencent a sécréter des protéines associées a la formation osseuse telles que le
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collagéne de type 1, l'ostéopontine (OPN), l'ostéonectine, l'ostéoprotégérine (OPG) et la
protéine gla matricielle (MGP)®. De plus, le dysfonctionnement des CE fournit un foci pour
l'initiation de la calcification vasculaire (CV). Le facteur de nécrose tumorale o (TNFa) stimulé
par I’apoptose des CE induit la production de la protéine morphogénétique osseuse 2 (BMP2)
a partir des CE survivantes. La BMP2, qui est un puissant facteur de différenciation
ostéogénique, favorise la régulation positive de 'activité de la phosphatase alcaline (ALP), et
des hautes concentrations de I’ALP dégradent et inactivent le pyrophosphate inorganique (PPi),
un des plus puissants inhibiteurs de la formation d'hydroxyapatite®. Dans une étude récente de
Davenport et al, le ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire kappa-B (RANKL) a
augmenté la libération de BMP2 par les CE aortiques humaines; et la culture des CMLVH
aortiques dans un milieu conditionné par les CE exposées au RANKL a stimulé 1'expression et
I’activité de I’ALP et I’expression de RUNX?2, deux marqueurs ostéogéniques bien établis, chez
les CMLVH. L’addition de I’inhibiteur connu de la BMP2, la Noggine, au milieu conditionné
par les CE exposées au RANKL, a aboli les effets pro-ostéogéniques du milieu conditionné sur
les CMLYV, indiquant ainsi que la BMP2 sécrétée par les CE agit d’une manicre paracrine pour
induire la calcification et la transdifférenciation ostéogénique des CMLV (Figure 11)’°. En
outre, une autre étude récente de Mikhaylova et al utilisant des CMLV isolées des souris a
montré que la calcification in vifro des CMLV induite par la BMP4 est aggravée par la présence

du facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF)’!.
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Figure 11 : Les CE sécrétent la BMP2 en tant que signal paracrine RANK/RANKL-dépendant

HAEC: human aortic endothelial cells, HASMC: human aortic smooth muscle cells.

Le dialogue CE-CMLYV est impliqué aussi dans le développement de 1’athérosclérose. Ce
dialogue pourrait de plus participer a la formation des calcifications vasculaires. La calcification

vasculaire fera I’objet du chapitre 2.
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2. Calcification Vasculaire

2.1. Définition

La CV est le dépdt pathologique de sels de phosphate de calcium, sous forme d'hydroxyapatite,
dans la paroi artérielle. La plupart des individus agés de plus de 60 ans présentent une

augmentation progressive du dépot de calcium dans leurs principales artéres (Figure 12)’.
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Figure 12: Prévalence des CV par groupe d'dge pour les femmes (A) et les hommes (B)

Des tomodensitométries par faisceau d'électrons ont été réalisées par Allison et al sur 650 sujets
asymptomatiques pour évaluer les CV de l'aorte proximale et distale, la carotide, |’artére coronaire et
les vaisseaux iliaques. L'dge moyen des sujets était de 57,3 ans et 53% étaient des hommes. 53% des
femmes ne présentait pas de CV avant l’dge de 50 ans, contre 30% des hommes. Chez les deux sexes, la
prévalence de l'absence de CV a diminué significativement jusqu'a la huitiéme décennie, quand aucun

sujet n'a été trouvé exempt de CV'.

Cette calcification vasculaire réduit 1'élasticité aortique et artérielle, ce qui altere
I'hémodynamique cardiovasculaire, entrainant une morbidité et une mortalité importantes sous
forme d'hypertension, de sténose aortique, d'hypertrophie cardiaque, d'ischémie myocardique,

cérébrale ou des membres inférieurs, d'insuffisance cardiaque congestive®. La sévérité et
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Calcification Vasculaire

I'étendue de la minéralisation reflétent la charge de la plaque athérosclérotique’ et prédisent

fortement et indépendamment la morbidité et la mortalité cardiovasculaires et la mortalité toutes

causes confondues (Figure 13 et 14
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Figure 13: Ratios de la mortalité cardiovasculaire en présence de CV

Dans la méta-analyse faite par Rennenberg et al sur 9 études comportant 17 187 participants, un total

de 1 356 déces cardiovasculaires a été observé. Parmi les 3657 sujets qui présentaient des

calcifications, 718 déces cardiovasculaires ont été observés. Le ratio global pour la mortalité

cardiovasculaire en présence de calcifications était de 3,94 par rapport a l’absence de calcifications'.
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All cause mortality
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Figure 14: Ratios de toutes causes confondues de mortalité en présence de CV

Sur neuf études comportant 40 747 participants, un total de 3 821 déces a été rapporté par la méta-
analyse de Rennenberg et al. Parmi les 16 528 sujets qui présentaient des calcifications, 1 589 décées
ont été observés. Dans [l'ensemble, le ratio global pour la mortalité toutes causes confondues en

présence de calcifications était de 4,62 par rapport a ['absence de calcifications'.

Dans le passé, la CV a été considérée comme un processus passif, imminent et dégénératif
impliquant des lésions athérosclérotiques avancées, cependant, des recherches récentes ont
révelé de nombreuses similitudes avec des processus actifs et controlés se produisant dans le
tissu osseux, dans lesquels les CE et les cellules mésenchymateuses et hématopoiétiques
interagissent et répondent a des signaux mécaniques, inflammatoires, métaboliques et
morphogénétiques gouvernant la minéralisation squelettique’. Les facteurs de risque de la CV
sont nombreux: I’hypertriglycéridémie, [’augmentation des LDL, la diminution des

lipoprotéines de haute densité¢ (HDL), I’obésité et ’hypertension. Il a été également démontré
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que le diabéte’ et I’insuffisance rénale chronique (IRC) contribuent significativement a un

risque plus élevé d'accumulation de dépdts de calcium dans la paroi vasculaire (Figure 15)"°.
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Figure 15: Prédisposition aux calcifications vasculaires chez les patients atteints d’IRC

Cannata-Andia et al ont démontré que le risque de calcifications aortiques était significativement plus

élevé chez les hommes et chez les femmes qui étaient sous hémodialyse (HD)'®.

2.2. Types de calcification vasculaire

Cliniquement, il existe 4 types des calcifications cardiovasculaires: la calcification
athérosclérotique, la calcification artérielle médiale, 1’artériopathie urémique calcique et la
calcification valvulaire cardiaque. Ces 4 types sont les conséquences de mécanismes
pathologiques distincts mais qui peuvent se chevaucher et qui ne sont pas mutuellement
exclusifs. En particulier, les calcifications athérosclérotiques et médiales se produisent
fréquemment de concert, et puisque les couches intimale et médiale sont a proximité, les

évaluations non invasives de la CV ne les distinguent généralement pas’’.

Page | 46



Introduction Bibliographique Calcification Vasculaire

2.2.1. Calcification artérielle intimale

La calcification de l'intima artérielle, couramment appelée calcification athérosclérotique, est
la forme la plus répandue des CV. Elle semble résulter de I'induction de la trans-différenciation
ostéogénique des cellules vasculaires par des facteurs inflammatoires, tels que les oxLDL et les
cytokines, présents dans la plaque athérosclérotique®. Dans la majorité des études cliniques, la
dyslipidémie est associée a la formation, 1’intensité et la propagation de la CV’®”. Ce type de
calcification est entrainé par la nécrose cellulaire, l'inflammation et le dépot lipidique qui
augmentent la charge de la plaque athérosclérotique®. La calcification athérosclérotique est
donc associée a I’accroissement des plaques et des 1ésions occlusives et se développe chez les
individus agés. Elle se développe également chez les patients diabétiques, les patients ayant de
longs antécédents de tabagisme, des taux élevés de cholestérol LDL et des taux élevés de
protéine C-réactive. Elle est particulierement accélérée au cours de I’'IRC. Nous détaillerons les

mécanismes mis en jeu dans ’IRC dans la partie 3.2 de ce travail.

2.2.2. Calcification artérielle médiale

La calcification artérielle médiale est définit par un dépot phosphocalcique dans la couche
médiale des vaisseaux sanguins entrainant la rigidité et la perte d’élasticité des vaisseaux

(Figure 16)%, indépendamment d’un processus d’athérosclérose.
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Figure 16: Les différences entre la calcification artérielle médiale et athérosclérotique

Les coupes transversales des artéres montrent les différences dans la distribution spatiale des CV au
niveau du média (panneau de gauche) ou de [’intima (panneau de droite), mettant en évidence la nature
concentrique et rigide des vaisseaux atteints de calcification médiale et la nature excentrique avec des

déformations occlusives de la lumiére des vaisseaux atteints de calcification intimale®.

Le dépdt phosphocalcique medial est le plus souvent observé chez les patients atteints de
diabéte®! et d’IRC®. Dans le diabéte, ’hyperglycémie et les produits de glycosilation
engendrent la transdifférenciation ostéogénique des CMLV et la calcification de la média via la
voie de la BMP-2%, La calcification médiale est associée a un risque accru d'amputation des
membres inférieurs en raison d'une insuffisance vasculaire®*. Elle favorise I’hypertension
artérielle et ’insuffisance cardiaque en réduisant notamment la compliance vasculaire et en
augmentant les résistances périphériques totales®. Le role de I'IRC dans le développement des

CV médiales est détaillé dans le paragraphe 3.2.
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2.2.3. Artériopathie urémique calcique

L’artériopathie urémique calcique ou anciennement appelée calciphylaxie est le troisiéme type
de CV. Elle affecte les artéres de moyennes et petites tailles et les artérioles et le dépot des sels
phosphocalcique se fait au niveau de la média d’une maniére diffuse. Les patients atteints d’IRC
sont les plus a risque de développer ce type de CV, mais le diabéte et 1’obésité sont d’autres
facteurs de risque. La calciphylaxie s’accompagne de la prolifération de 1’intima, la fibrose,
I’occlusion de la lumiére du vaisseau et la formation de thrombus ce qui entraine la nécrose de

la peau, du tissu sous-cutané, et des organes®®*’.

2.2.4. Calcification valvulaire cardiaque

La calcification des valves cardiaques est une maladie progressive caractérisée par un processus
de calcification actif et un épaississement des feuillets valvulaires qui aboutit en une réduction
sévere du débit sanguin (Figure 17)3%. Plusieurs facteurs de risques sont corrélés avec le
développement de la sclérose des valves cardiaques et leur calcification, tels que 1’obésité,
I’hypertension, I'IRC et le stress oxydant entre autres®’. La calcification valvulaire est due a des
stress mécaniques et a I’inflammation. En effet, les macrophages, mastocytes et lymphocytes
B et T infiltrent suite a des lésions endothéliales. La calcification fait appel a une ostéogenese
et a un remodelage du tissu ossifié, mis en évidence par la présence de BMP2, BMP4, RUNX?2

(runt-related transcription factor 2) et osteocalcine®®"!

. Sans tenir compte des facteurs de
risques, la calcification valvulaire peut étre, en soi, prédictive de la mort par événement

cardiaque’.
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Figure 17: Photographies d’une valve aortique normale (a) et calcifiée (b)

(Figure adaptée de Lindman et al)*®.

2.3. Liens entre calcifications squelettique et vasculaire

L'os est un tissu minéralisé, composé d'une matrice organique renforcée par des dépots de
cristaux de phosphate de calcium sous forme d’hydroxyapatite. La matrice organique est
composée de fibres de collageéne de type I (environ 95%), de protéoglycanes et de nombreuses
autres protéines (5%). Cette matrice organique, calcifiée par des minéraux de phosphate de
calcium, intégre des cellules osseuses qui participent au maintien et a I'organisation de I'os, a

savoir les cellules ostéoprogénitrices, les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes’.

Des preuves morphologiques d'une métaplasie cartilagineuse et d'une ossification ectopique
associée a une calcification artérielle médiale sévére et a une athérosclérose ont été observées

en microscopie optique par Qiao et al (Figure 18)°*.
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Figure 18: Métaplasies osseuse et cartilagineuse dans les calcifications artérielles médiales

(A) Vue a faible grossissement des calcifications artérielles de [’intima (I) et de la média (M) et
métaplasie osseuse (Hématoxyline et éosine, grossissement original (G)*40). (B) Vue a Gx100 des
chondrocytes dans une matrice basophile (téte de fleche) et des ostéoclastes multinucléés (fleches) dans
des régions de métaplasie osseuse. (C) Une autre artere avec une plaque intimale (I) et un foyer de
cartilage (fleche) au niveau du média (Gx40). (D) Vue a Gx100 montrant des chondrocytes dans les

lacunes (Figure adaptée de Qiao et al)®.

De plus, les CMLYV et les ostéoblastes partagent un précurseur commun de développement; qui
est la cellule souche mésenchymateuse. Cette origine commune peut faciliter la trans-
différenciation des CMLV en cellules ostéogéniques en réponse a une variété de stimuli, tels
que l'augmentation des taux sériques de calcium et de phosphate inorganique (P1),
I'accumulation de lipides et les réponses inflammatoires. Cela entrainerait 1'induction de voies
de signalisation pro-ostéogéniques sous le controle des BMP (Figure 19)!'!, ou en présence de

I’0xLDL comme dans 1'athérosclérose'?.
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Figure 19: Transdifférenciation des CMLV en cellules ostéogéniques résultant en CV

Dans les CMLV, la signalisation BMP2 favorise la sécrétion d'hydroxyapatite. Les médiateurs
inflammatoires, les espéces réactives de ['oxygene (ERQ), les formes oxydées des lipoprotéines de basse
densité (oxLDL), le phosphore, la vitamine D3, ainsi que la diminution de fetuin A constituent d'autres

inducteurs de la trans-différenciation ostéogénique des CMLVs et de la CV'.

Comme dans les tissus squelettiques, les dépots de calcium vasculaire sont aussi sujets au
remodelage et a la régression”. En utilisant I’imagerie par tomographie par faisceau d'électrons,
il a été montré que le traitement avec des inhibiteurs de ’HMG-CoA reductase, abaissant la
lipidémie, diminue les dépots calcifiés dans les artéres coronaires’®. En outre, dans un modéle
de rats ou la calcification des arteres €tait provoquée par un régime surdosé en vitamine D, une
régression de 75% de la CV a été observée apres 9 semaines d’arrét du traitement au calcitriol.
Cette régression €tait associée aux monocytes qui sont étroitement apparentés aux ostéoclastes
responsables de la résorption osseuse’’. Le potentiel d'une thérapie de régression des
calcifications vasculaires basée sur l'induction d'ostéoclastes ciblant le systéme vasculaire reste

a explorer.
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2.4. Pathogenése des CV

Les CV se font par des processus similaires a ceux de la minéralisation du tissu osseux et les
dépots phosphocalciques sont observés dans l'intima et la média des parois vasculaires. La
présence de protéines matricielles impliquées dans le controle de la biominéralisation a ét€ mise
en évidence dans les vaisseaux calcifiés®®. Cette minéralisation est le produit d’un ou plusieurs
mécanismes différents. L’un des mécanismes est la perte d'inhibiteurs constitutivement exprimé
par les vaisseaux sains tels que la MGP et la fétuine A (Fet A) qui induit une CV spontanée et
augmente la mortalit¢. L’induction de la formation osseuse par transidifférentation
ostéogénique des CMLV, mise en évidence par 1’expression de protéines osseuses telles que
I'OPN, l'ostéocalcine (OCN) et la BMP2 dans les 1ésions vasculaires calcifiées, constitue un
autre mécanisme de CV°*!. La CV peut aussi résulter de la libération et la circulation de
complexes de nucléation lors du remodelage osseux. Le dernier mécanisme est la mort
cellulaire, par apoptose ou nécrose, fortement associée avec 1’athérosclérose, ou les débris
membraneux riches en phospholipides et les corps apoptotiques servent comme foci pour la
nucléation de I’hydroxyapatite (Figure 20)°®. Les déterminants moléculaires responsables de la

transdifférenciation ostéogénique, et la perte de 1’inhibition seront détaillés dans la partie

suivante.
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Figure 20: Représentation schématique des mécanismes de CV

1. Perte d’inhibiteurs, circulants ou constitutivement exprimés par les cellules résidentes, conduit a un
deépot d'hydroxyapatite. 2. Transdifférenciation ostéogénique des CMLV. 3. Remodelage actif de l'os
libére des complexes de nucléation circulants. 4. La mort cellulaire conduisant a la libération de corps

apoptotiques ou de débris nécrotiques qui peuvent constituer des foci de calcification *®.

2.4.1. Induction de la transdifférenciation ostéogénique

> BMP2

Le BMP2 appartient a la plus grande sous-classe de la famille des TGFp; il est sécrété sous
forme d’un monomere de 18 kDa et est impliqué dans la formation osseuse et dans les CV. Son
récepteur est un complexe hétérodimérique formé de deux sérine/thréonine kinase qui, une fois
1i¢ a BMP2, phosphoryle smad1/5/8. Apres leur libération du récepteur, les smad phosphorylées
s'associent a Smad4 et ce complexe se transloque dans le noyau et induisent 1’expression des

facteurs de transcriptions ostéogéniques tels que RUNX2%%!% Cependant, BMP-2 peut agir
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indépendamment des smad en inhibant les microARN-30b et 30c qui régulent la transcription

de RUNX2!%1,

BMP2 a été détecté dans des CMLV humaines calcifiées'?’, et son inhibition empéche la
transdifférenciation ostéogénique et la formation osseuse in vivo et in vitro, protégeant ainsi

contre les CV'92,

» RUNX2

En aval de la signalisation médiée par BMP2 se trouve le facteur de transcription ostéogénique
RUNX2 également nommé Cbfal (core-binding factor alpha 1)!%. RUNX2 est un facteur
essentiel pour le devenir et la différenciation des lignées ostéoblastiques des I’embryogenése et
pour la formation de la matrice extracellulaire osseuse par augmentation de 1’expression de

I’ALP, du collagéne de type 1 et I’ostéopontine entre autres (Figure 21)104-10,

Dans un modele de souris transgéniques n’exprimant pas RUNX2, il n’y a pas eu de formation
osseuse ou cartilagineuse, et des ostéoblastes fonctionnels n’ont pas été trouvés non plus'?’.
L’expression de RUNX2 dans les CMLV est un marqueur précoce de la transdifférenciation
ostéogénique. Chez les patients atteints d’IRC et hémodialysés, RUNX2 a été spécifiquement
exprimé dans les vaisseaux calcifiés'®. Des concentrations élevées en Pi peuvent induire

’expression de RUNX2!%
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Figure 21: La différentiation des cellules mésenchymateuses en ostéoblastes

Les cellules mésenchymateuses acquiérent un phénotype ostéoblastique sous [effet de RUNX2. En effet,
RUNX2 inhibe la différenciation des cellules mésenchymateuses en préadipocytes et oriente leur
différenciation en préostéoblastes. Les ostéoblastes immatures expriment les protéines de la matrice
osseuse et la BMP?2, et se déeveloppent en ostéoblastes matures. L phospahtase alcaline (ALP) est ['une

des protéines précoces exprimée par les ostéoblastes et impliquée dans la minéralisation osseuse

106

(Figure adaptée de Zhang et al

» La phosphatase alcaline (ALP)

L’ALP est l'une des protéines précoces exprimée par les ostéoblastes et impliquée dans la
minéralisation osseuse. Du fait que I'ALP est associée aux dépdts de la matrice extracellulaire,
I’activit¢ ALP est considérée comme un marqueur de la CV. Dans I'hypophosphatasie, une
maladie héréditaire caractérisée par un développement anormal des os et des dents en raison de
déficit de minéralisation, le géne ALP contient une mutation faux-sens'!?. Cette activité ALP
est indispensable aux dépots d’hydroxyapatite au cours de la formation osseuse, elle pourrait

avoir une action semblable au cours de la CV. Durant la CV, les CMLV expriment fortement
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I’ALP''!". De méme, I'activité ALP des CMLV est stimulée par la BMP2, I’oxLDL et les autres
facteurs déclenchant la calcification athérosclérotique. L’ALP agit en diminuant 1’expression

du PPi qui est un fort inhibiteur de la CV!%7:112,

2.4.2. Perte de I’inhibition

En plus des inducteurs de 1’ostéogenése, la CV peut étre initiée par une perte d’expression des
inhibiteurs des calcifications osseuse et ectopique, démontrée par plusieurs modéles de souris

transgéniques MGP, Fet A ou OPN qui présentent de vastes calcifications des tissus mous''*!14,

» MGP

La MGP est une protéine y-carboxylée de 14 kDa exprimée par les chondrocytes, les CMLV et
les cellules endothéliales, se trouve dans 1’os et dans les plaques athérosclérotiques'®!!>. La
MGP est un puissant inhibiteur de la minéralisation de la matrice extracellulaire et le déficit en
MGP chez I'homme entraine une calcification anormale des tissus mous appelée syndrome de
Keutel. Son role en tant qu'inhibiteur de CV a été démontré chez les souris MGP-nulles qui
développent de vastes calcifications artérielles et meurent sous deux mois!'*!'®, La MGP sous
forme y-carboxylée se lie a la BMP2 pour empécher la différenciation ostéogénique des
CMLV!'!. Des anticorps spécifiques a la conformation, et I’immunohistochimie ont démontré
que la forme y-carboxylée de la MGP est associée aux calcifications de I’intima et de la média,
alors que la forme non y-carboxylée est rencontrée dans les fibres d’élastine de la couche
médiane des vaisseaux sains''®. De plus, la MGP se lie a I’hydroxyapatite et empéche la

progression de la minéralisation'!’.
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> Fet A

La Fet A ou glycoprotéine a2-Heremans-Schmid, est un inhibiteur systémique circulant de la

CV. La Fet A est produite par le foie et se lie 8 Ca*>" pour empécher la formation des cristaux

120

d’hydroxyapatite’". Une étude faite sur 312 patients hémodialysés a montré que la

concentration sérique de Fet A est plus basse que chez les individus sains, et cette diminution

est inversement corrélée a la concentration sérique de la protéine C-réactive, et est associée a

121

une mortalité accrue'~'. Dans le mod¢le de souris Fet A-nulle, des calcifications des tissus mous

ont été observées dans les reins, la langue et la peau (Figure 23)!!4,

1 meis 3 mois 6 mois 11 mois

Figure 22: Radiographie des souris Fet A-nulles

Des calcifications des tissus mous sont observées chez les souris Fet A-nulles (Figure adaptée de

Schafer et al)''*.

Page | 58



Introduction Bibliographique Calcification Vasculaire

» OPN

a) Définition

L'OPN est une protéine qui appartient a la famille de petits ligands de I’intégrine, glycoprotéines
N-liées (SIBLING)'??. Elle a été initialement identifiée dans les ostéoblastes comme une
protéine modulatrice de la minéralisation de la matrice'?*. L’OPN a été identifiée aussi comme
une protéine impliquée dans plusieurs processus d’inflammation aigué et chronique, tels que la
cicatrisation, la fibrose, les maladies auto-immunes et la calcification athérosclérotique!?.
L'OPN est aussi impliquée dans la migration, l'infiltration et I'immunité cellulaires, ainsi que
dans l'angiogenese, l'inhibition de la mort cellulaire et la reconstitution des matrices

extracellulaires lors des métastases tumorales'%.

b) Structure et synthése de I’OPN

L'OPN humaine est un polypeptide monocaténaire (314 acides aminés), ayant un poids
moléculaire approximatif de 32 kDa, cod¢é par un géne constitué¢ de sept exons et situé sur le
quatriéme chromosome (4q13)!%6. Les modifications post-traductionnelles de 1’OPN
comprennent la phosphorylation par une Serine/Thréonine (Ser/Thr) kinase et l'addition de
chaines de sucre, suivies d'une sécrétion par la cellule'?’. La transcription est accélérée par des
facteurs de croissance tels que le TGF-B, le TNFa, I'EGF,I e PDGF, le bFGF et les cytokines
IL-1a et IL-2, LIF1, I'endothéline, 1'acide rétinoique, et la concanavaline A. L’OPN adhére aux
cellules via son motif Arginine-Glycine-Acide aspartatique (RGD) et agit comme une cytokine
pour favoriser la migration et le potentiel de croissance des macrophages, des lymphocytes, des
CE et des CMLV'?8, L’OPN posséde une séquence peptidique de 16aa du coté N-terminal, des

sites de phosphorylation Ser/Thr et un motif Glycine-RGD-Sérine trés flexibles'?’. D’autres
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séquences Sérine-Valine-Valine-Tyrosine-Glycine-Lysine-Arginine adjacentes au motif RGD
interagissent avec les intégrines impliquées dans l'induction de I'inflammation. En outre, 'OPN
se lie également a un récepteur de I'acide hyaluronique, le CD44, d'une maniére indépendante
du RGD, et induit la chémotaxie des macrophages et I'engagement des récepteurs B3-intégrines.
D'autre part, I’OPN est clivée par plusieurs métalloprotéases matricielles telles que MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-9 et MMP-12, a des sites adjacents ou a l'intérieur des sites de liaison
des intégrines (Figure 23)!%°. L’OPN peut également interagir avec les composants structurels
de la matrice extracellulaire. L'OPN contient deux domaines N-terminaux conservés, avec une
homologie de liaison a I'héparine, qui sont susceptibles de réguler sa liaison aux protéoglycanes

d'héparane de sulfate. De plus, I'OPN se lie directement a la fibronectine!®! et au collageéne type

1132
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Figure 23: Structure protéique de I'OPN

L'OPN humaine comprend 314 acides aminés. Elle posséde des sites de clivage de la thrombine et des
MMP. De plus, elle contient un motif RGD et une séquence SVVYGLR pour les liaisons avec les

intégrines, et un site de liaison au calcium'°
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¢) Sources Cellulaires

L'OPN est exprimée et sécrétée dans divers tissus et cellules, y compris le cerveau, le foie, le
tractus gastro-intestinal, les poumons, les os, les tissus cardiaques, les articulations et les reins.
En outre, elle se trouve dans une variété de fluides biologiques, y compris le sang, I'urine et le
lait'*3. Pendant la cicatrisation ou dans des conditions pro-inflammatoires, I'expression de

I'OPN est spécifiquement augmentée a proximité des cellules inflammatoires. L'OPN est

134 5

produite sous forme de cytokine dans les lymphocytes T activés'* et les macrophages!*, ce
qui suggére que 'OPN joue un rdle important dans la modulation de l'inflammation. Ainsi,

I'OPN influencerait l'inflammation, l'athérosclérose, la calcification vasculaire et jouerait un

role essentiel dans la progression des maladies vasculaires.

d) Réle de ’OPN dans la CV

L'OPN est présente dans les plaques athérosclérotiques humaines mais est absente dans les
artéres saines'*®. Dans les Iésions athérosclérotiques humaines, I'OPN est exprimée par les
CMLYV, les CE et les macrophages!®’. L’activation du géne de I’OPN dans l'endothélium en
régénération induit un épaississement de la couche médiale et une augmentation de la formation

néointimale'3®

. De nombreuses études soutiennent 1'idée que I'OPN participerait activement a
la formation de la plaque d'athérosclérose. L’OPN augmente le recrutement des monocytes et
régule la production de cytokines dans ces cellules lors de I’inflammation'*. Cependant, en

plus de la fonction pro-inflammatoire, I’OPN empéche les dépots ectopiques de calcium et est

une puissante inhibitrice inductible de la CV (Figure 24)!%%,
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Figure 24: La décalcification des plaques athérosclérotiques par I'OPN'*®

Le déficit en OPN dans les CMLV n'a pas conduit a une calcification dans les conditions de
culture normales, mais il a augmenté significativement cette calcification dans un
environnement riche en phosphate en fonction de la durée du traitement et de la concentration
de phosphate. Ceci suggere une réponse adaptative des CMLYV a la concentration environnante

149" Au cours de I'IRC, I'hyperphosphatémie serait associée a une augmentation de

de phosphate
I'expression dd’OPN dans les CMLV'#!, Chez les patients atteints d’IRC, les concentrations
sériques d'OPN seraient significativement plus élevées par rapport aux sujets sains et ont été
corrélées avec l'indice de calcification aortique'**. En outre, I’OPN a été abondamment
exprimée dans les 1ésions athérosclérotiques des tissus aortiques et ceci en lien avec le degré
des plaques athéromateuses'®. Le Pi et les toxines urémiques activent l'expression de 'OPN
dans les CMLV, ce qui semble étre une réponse protective contre l'augmentation de la

calcification lors de I’IRC, limitant ainsi 1'étendue de la CV!44145,

Neéanmoins, la fonction biologique de 'OPN est étroitement liée a son statut de phosphorylation

puisque la phosphorylation de I'OPN est requise pour I'inhibition de la calcification induite par
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les CMLYV, tandis que les effets promoteurs de I'OPN sur les EC surviennent avec 'OPN non

phosphorylée (Figure 25)'°.

<o < opn > <oen= <oeN >
coas p L gy F n—v;!_;

(—-u--

Ca++ deposition inhibition Migration

vSMC EC

Figure 25: Représentation schématique de l'effet OPN et p-OPN sur les CMLYV et les CE

p-OPN inhibe la calcification des CMLYV en se liant exclusivement a CD44. L'OPN induit une migration
des CE par l'intermédiaire de la voie ERK1/2 par l'intermédiaire de CD44 et aV33. Ainsi, l'effet net de
I'OPN dépend de son état de phosphorylation'*®.

En résumué, les CV résultent d’un déséquilibre entre les inducteurs et les inhibiteurs de

’ostéogenése (Figure 26)!"7

. Ce déséquilibre est plus prononcé dans certaines maladies telles
que I’athérosclérose, le diabéte, le vieillissement, et 'IRC'%’. Cette derniére fera 1’objet du

chapitre 2.
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Figure 26: Représentation schématique récapitulative des déterminants moléculaires de la

transdifférenciation ostéogénique

Les BMP2/4 augmentent l'expression des facteurs de transcription ostéogéniques tels que Msx2, ostérix
et RUNX2; ce dernier est aussi induit par les especes réactives de l'oxygene, la smad4 et les
concentrations élevées en Pi. En paralléle, la perte d'inhibiteurs tels que tels que la Fet A, OPG, OPN
contribuent a la transdifférenciation ostéogénique des CMLV. Une fois les CMLV ont acquis un
phénotype ostéogénique, elles commencent a exprimer I'ALP et a former des dépots d'hydroxyapatite.
Par contre, la MGP et Smad6 bloquent la cascade ostéogénique de BMP2 et BMP4 et sont essentiels a

!'inhibition des calcifications ectopiques (Figure adaptée de Johnson et al)'”’.
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3. Insuffisance Rénale Chronique

3.1. Généralités

3.1.1. Définition

L’IRC est généralement définie par un faible débit de filtration glomérulaire (DFG), ou par une
fonction rénale réduite accompagnée d’albuminurie'*’. Selon les directives de la Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative, la réduction du DFG doit étre observée sur plus de trois

mois et un des deux critéres suivants doit étre retrouveé:

- Un dysfonctionnement rénal, structural ou fonctionnel, associé ou non a une diminution
du DFG, dépisté histologiquement, ou par des tests sanguin ou urinaire, ou par imagerie.
- Un DFG<60mL/min/1,73m? sachant que le DFG physiologique est de

125mL/min/1,73m? chez I’homme et de 115 chez la femme'4714%,

Actuellement, L’IRC est définie par une vitesse de déclin progressif de la fonction rénale
supérieure a la vitesse de perte rencontrée habituellement avec le vieillissement seulement,

estimée par le DFG!47-14,

3.1.2. Prévalence

La prévalence est le nombre de cas d'une maladie dans une population a un moment donné,
englobant aussi bien les cas nouveaux que les cas anciens. Selon le rapport annuel du Réseau
Epidémiologique et Information en Néphrologie (REIN) établit en 2015, la prévalence nationale
en France était de 1232 cas par million d’habitants (pmh), avec un nombre global de 82295

patients atteints d’IRC au stade terminal et sous traitement.
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La prévalence augmente fortement avec 1’age et particulicrement chez les hommes ou elle
augmente exponentiellement. La prévalence est significativement plus faible chez les femmes

et cet écart est observé des 1’age de 20 ans (Figure 28).
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Figure 27: Prévalence de I’IRC au stade terminal selon I’dge et le sexe

En 2015, 1232 cas pmh souffraient d’IRC au stade terminal en France, avec un nombre global de 82295
patients sous traitement de suppléance (Rapport annuel de REIN, 2015).
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Aux Etats-Unis d’Amérique, la prévalence de I’IRC est passée d’environ 10% en 1994 &
environ 13% de la population en 2004 et ceci en association avec 1’augmentation de la
prévalence du diabéte, de I’hypertension et des maladies cardiovasculaires, d’ou I’importance
d’établir des stratégies de santé publique pour la prise en charge de ces malades en tenant
compte de I'IRC '° Selon la cohorte CKD-PC (Chronic Kidney Disease Prognosis
Consortium) groupant plus de 2 millions de patients atteints d’IRC provenant de 40 pays du

monde, la prévalence de I'IRC est estimée entre 10 et 16% des adultes'!.

3.1.3. Incidence

L'incidence est le nombre de nouveaux cas d’une maladie, apparus durant une période de temps
donnée. Selon le rapport annuel de REIN 2015, I’incidence de I’IRC au stade terminal était de
166 cas pmh en France, avec un d4ge médian de 70 ans. Dans 45% des cas, cette morbidité était
associée avec le diabéte, et dans 58% des cas avec les maladies cardiovasculaires. L’incidence

¢tait significativement moins élevée chez les femmes a partir de 1’age de 45 ans (Figure 29).
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Figure 28: Incidence de I’IRC au stade terminal selon I’dge et le sexe

En France, et a ’année 2015, [’dge médian estimé de I'IRC au stade terminal était de 70 ans pour

I’ensemble des deux sexes, avec une incidence moins élevée chez les femmes (Rapport annuel de REIN,

2015).

En Europe, l'incidence de I'IRC au stade terminal a augmenté de 110 pmh en 1997 a 120 pmh
en 2000. Depuis I’an 2000, le taux de I’incidence s’est stabilisé et a atteint 125,4 pmh en

20062,

3.1.4. Mortalité

Selon le rapport annuel de REIN 2015, la probabilité de survie des patients atteints d’IRC au
stade terminal, & partir du début du traitement, était de 83% pour la premiére année de traitement

par dilayse, et chute dramatiquement a 33% aprés 10 ans de traitement, avec un age médian de
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survie de 5 ans (Figure 30). L’age au début de la dialyse, le diabéte et les maladies

cardiovasculaires influencent fortement la survie des patients (Rapport annuel de REIN 2015).

En 2015

11 093 (+ 2%/an)
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traités pour Insuffisance Rénale
Chronique Terminale

Insuffisance rénale chronique terminale

10 660
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Figure 29: Rapport annuel de REIN en 2015 pour les patients au stade terminal d’IRC

Un suivi fait sur une cohorte de 1120295 patients atteints d’IRC au stade terminal entre les
années 1996 et 2000 a démontré une forte corrélation entre un DFG<60mL/min/1,73m? et
I’hospitalisation, la mortalité cardiovasculaires et la mortalité toutes causes confondues, ce qui

met  l’accent sur  D’importance de  I’étude  approfondie = de  I’'IRC'S:
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3.2. Impact de PIRC sur la CV

La prévalence des CV chez les patients atteints d'IRC a suscité un grand intérét derniérement,
avec une multitude d’études décrivant I’impact de I’IRC sur la morbidité et la mortalité
cardiovasculaire et de toutes causes confondues. Une méta-analyse compilant 5 études avec un
total de 1098 participants a rapporté un ratio d’environ 6,20 de survenue d’événements

cardiovasculaires par rapport a I’absence d’IRC (Figure 31)'°.

Renal insufficiency Odds ratio
% Weight
(95% CI)
London 2003 : B 43.15 (2.59,717.67) 8.0
Okuno 2007 . 4.10(1.78,9.44) 55.9
Salgueira 2003 B 16.53 (0.92,297.31) 76

Wang 2003 . 6.27 (1.60,24.55) 28.4

Overall (95% Cl) T 6.22 (2.73,14.14)

0.1 1 10
Odds ralio

Figure 30: Ratio de maladies cardiovasculaires en présence d’IRC

Dans la méta-analyse compilant 5 études et un total de 1098 participants, 124 événements cardiaques
ont été observés avec un ratio d’environ 6,20. La présence de CV était le plus puissant indice

pronostique de la survenue d’un événement cardiovasculaire chez les patients atteints d’IRC'.
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Une autre méta-analyse réalisée sur une période de 18 ans, entre 1986 et 2004, portant sur 85
publications et comprenant 552258 participants, a confirmé le lien entre I'IRC et la survenue
des événements cardiovasculaires, avec la moiti¢ de la mortalité chez les patients atteints d’IRC
dues a des événements cardiovasculaires'>*. L'American Heart Association a également indiqué
que les personnes atteintes d'IRC sont les plus a risque d’événements cardiovasculaires'>.
Selon 1’étude clinique épidémiologique de Foley ef al, la mortalité par éveénement
cardiovasculaire est dix a trente fois plus ¢€levée chez les patients atteints d’IRC au stade

terminal par rapport a la population générale!>®

. Une autre étude par Russo et al a démontré que
la prévalence des calcifications coronaires est de 40 % chez les patients atteints d’IRC versus
13 % de sujets contrdles ayant une fonction rénale normale et un méme age'”’, ce qui va dans
le méme sens que 1’étude de Kramer ef al qui a démontré une corrélation positive entre les
calcifications coronaires et I'IRC!®. Les calcifications coronaires se manifestent aussi chez les
personnes jeunes atteintes d’IRC'°. De plus, la prévalence des calcifications aortiques est
significativement plus €levée chez les patients hémodialysés par rapport aux sujets controles
ayant méme age, sexe et une fonction rénale normale, avec un taux de 79 % sous hémodialyse

160

contre 37,5 % de la population controle En outre, le temps passé en hémodialyse est un
pop ps p y

161

facteur de risque important pour le développement des CV intimale et médiale’®’, avec un taux

de survie diminué avec la calcification médiale et d’autant plus avec la calcification intimale

(Figure 32)%.
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Figure 31: La mortalité par événement cardiovasculaire des patients atteints d’IRC au stade terminal

Sur 202 patients atteints d’IRC au stade terminal, la survie était nettement inférieure en présence de CV

médiale qu’en absence de CV, et cette survie était la plus faible en présence de CV intimale *.

En résumé, les patients atteints d’IRC au stade terminal présentent des CV intimale et médiale
fréquentes, avec des taux de mortalité toutes causes confondues et de mortalité par événement
cardiovasculaire beaucoup plus élevés que la population générale, d’ou I’importance d’étudier
dans I’IRC le rdéle des inducteurs des CV tels que I’hyperphosphatémie et les toxines

urémiques!6%!16,

3.3. Role du phosphate durant 'IRC

La concentration sérique de Pi chez les patients hémodialysés sans traitement
hypophosphatémiant dépasse 2 mM, et est bien supérieure a la normale (1 a 1,5 mM)'®,
L’hyperphosphatémie est directement associée a 1’augmentation du risque cardiovasculaire

chez les patients atteints d’IRC'6>"1%7. Un régime alimentaire riche en phosphore a intensifié la
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CV et induit un phénotype ostéogénique des CMLV dans les vaisseaux calcifiés des rats IRC!®,
Le régime alimentaire riche en phosphore a également augmenté les CV médiales chez les

169 Des concentrations élevées en Pi

souris IRC, par rapport a un apport normal en phosphate
ont aussi induit des CV médiales sur des segments aortiques de rats exposés ex vivo'’’. De
nombreuses études in vitro sur des CMLV ont établi le réle du Pi dans la transdifférenciation
ostéogénique, et ceci par I’induction de I’expression des génes impliqués dans I’ostéogenese,
notamment la RUNX2, BMP2 et ALP, et par I’inhibition de I’expression des génes contractiles
des CMLYV tels que la SMMHC (smooth muscle myosin heavy chain), I’a-SMA (alpha smooth

muscle cell actin) et la SM22a (smooth muscle protein 22 alpha) (figure 33)*>!71"173 En outre,

le Pi a induit la sécrétion des vésicules matricielles et I’apoptose des CMLV!73,

contractile P/Ca osteochondrogenic
SM-MHC+ Cbfa1- SM-MHC- Cbfat+
SM22+ OPN- SM22- OPN+
SM actin+ Osteocalcin- SM actin- Osteocalcin+
Desmin+ Alk Phos- Desmin- Alk Phos+

Figure 32: Transdifférenciation ostéogénique des CMLV sous I’effet de Pi

Sous [’effet de Pi, les CMLV perdent leurs marqueurs contractiles comme la SMMHC, la SM22a. et I’a-
SMA, et commence a exprimer les marqueurs ostéogéniques comme RUNX2, ALP et OPN, signalant

leur transdifférenciation ostéogénique'".

Le transport du phosphate par Pit-1, qui appartient au type III des co-transporteurs de phosphate

dépendant du sodium, est essentiel pour la calcification des CMLV in vitro et pour la

transdifférenciation ostéogénique (Figure 34)'74.
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Figure 33: Mécanismes d’action du Pi sous le contréle de Pit-1

Pit-1 transporte le Pi a l'intérieur des CMLV. Une fois pris en charge, le Pi induit [’expression de
RUNX2, et par la suite celle de I’OPN et du collagene du type 1, tout en inhibant celle des genes

contractiles. Le Pi entraine aussi [’expression de ALP et favoriserait la libération de vésicules

matricielles riche en hydroxyapatite',

3

En effet, le blocage de Pit-1 empéche la calcification des CMLV in vitro®, et prévient

l'induction de I'expression de RUNX2 par le Pi méme a fortes concentrations!!**!"!,

Cependant, I’hyperphosphatémie seule n’explique pas la prévalence de la CV chez les patients
atteints d'IRC. En effet, le sérum de ces patients entraine la calcification des CMLV et
'expression de I'OPN, I'ALP et RUNX2, et ceci d’une fagon indépendante de la concentration
en phosphate!®®!* D’ou la nécessité d’investiguer les effets des toxines urémiques, notamment

I’indoxyle sulfate (IS), sur les CV.
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3.4. Role des toxines urémiques

L’IRC est marquée par une détérioration structurelle et fonctionnelle des reins qui n’assurent
plus leur role de filtration. Ainsi, les déchets métaboliques ne sont plus éliminés et s’accumulent
dans le sang ; ses déchets prennent le nom de toxines urémiques. Ces toxines sont typiquement
classées en trois catégories selon leur propriétés physico-chimiques déterminant leur
comportement durant la dialyse: les petites molécules hydrophiles de taille inférieure a 500 Da,
les composés de taille intermédiaire supérieure a 500 Da, et les molécules liées aux

protéines! 717,

3.4.1. Généralités

Les mécanismes impliqués dans I’augmentation du risque cardiovasculare des patients atteints
d’IRC ne sont pas encore complétement élucidés; mais les facteurs de risque cardiovasculaires
traditionnels, comme le diabete et 1'hypertension artérielle, ne peuvent expliquer seuls ce
surisque'>. En revanche, 1’accumulation des toxines urémiques au cours de I'IRC pourrait en
étre responsable. Parmi ces toxines, I’IS fait I’objet de beaucoup de recherche compte tenu de
ses effets délétéres dans le systéme cardiovascualire. L’IS est principalement 1ié a I’albumine!”’,
ce qui rend difficile son élimination par I’hémodialyse . L’IS s’accumule donc dans le sang
des patients atteints d’IRC avec des concentrations supérieures a 200 uM chez les patients
hémodialysés contre des concentrations inférieures a 2 uM chez les individus sains'”®. Barreto
el al sont les premiers a établir le lien entre la concentration sérique en IS et le stade de I'IRC

(Figure 35)'80,
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Figure 34: La concentration sérique d'IS chez les patients atteints d’IRC

Sur une étude faite sur 139 patients, la concentration sérique d’IS accroissait de fagon progressive avec
la séverité de l'IRC et ceci dés les premiers stades de la maladie, avec une augmentation dramatique

chez les patients hémodialysés, compte tenu des la difficultée d’éliminer I’LS par [’hémodialyse

conventionnelle'®’.

L’IS entraine une hypertrophie cardiaque et induit un stress oxydatif, d’une manicre
concentration-dépendante, alors que d'autres toxines urémiques liées aux protéines n’ont que
peu ou pas d’effet; d’ou I’intérét que nous allons porter sur I’IS, et son role dans la CV lors de

I’IRC, dans la suite du manuscrit.
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3.4.2. Formation de I’IS

Le tryptophane alimentaire est le précurseur de I’IS. Au niveau du colon, le tryptophane est
métabolisé en indole par plus de 85 bactéries de la flore intestinale. L’indole subit au niveau
hépatique une oxydation et I’ajout d’un groupement sulfate, pour former I’IS. L’IS s’accumule

dans le sang des patients atteints d’IRC et engendre des toxicités vasculaires (Figure 36)!8-1%3,

Dietary precursor
Tryptophan

Chronic heart failure
Arrhythmia
Atherosclerotic vascular disease
Coronary caleification

g | and el ical —
tmﬂtl:.l;arl-t::ﬂﬁ‘:ﬂlrlﬂﬂ E &

Chronic kidney disease
with accumulated indoxy sulfate

Indoxyl sulfate

Figure 35: Représentation schématique de ’origine de I’'LS

LIS a pour précurseur alimentaire le tryptophane. Ce dernier est converti en indole par les bactéries
de lintestin; et au niveau du foie, I’indole est transformé en IS suite a une série de réaction d’oxydation
et d’ajout de groupe de sulfate. Durant I'IRC, I’'IS s'accumule dans le sang et engendre des maladies

au niveau du systéme intestinale, rénale, cardiaque et cardiovasculaire (Figure adaptée de Gao et al)'™".

La détermination de la concentration sérique d’IS chez les patients atteints d’IRC et sous
hémodialyse a montré que les patients sans colon ont des concentrations plus faibles d’IS que
ceux avec un colon'® ce qui corrobore le role des bactéries de la flore intestinale dans le

métabolisme de I’'IS.
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3.4.3. Etudes cliniques sur le lien entre I’IS et les maladies

cardiovasculaires

Plusieurs études cliniques ont établi le lien entre le stade de I’IRC et la concentration sérique
d’IS. Itoh et al ont trouvé des concentrations sériques d’IS 54 fois plus élevées chez les patients

dialysés par rapport a la population saine, ce qui s’explique d’une part que I'IS est liée a

185

l'albumine et échappe, jusqu’a 70%, a I’hémodialyse *°. Une autre étude clinique comprenant

139 patients souffrant d’IRC a démontré qu’une concentration sérique d’IS plus élevée est

associée a un risque de mortalité par événement cardiovasculaire plus prononcé (Figure 37)!°,
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Figure 36: La mortalité cardiovasculaire en fonction de la concentration sérique en IS
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139 patients atteints d’IRC ont été classés en trois groupes selon leur concentration sérique d’IS. Les
patients des deux tertiles supérieurs d’IS ont eu une mortalité par événement cardiovasculaire plus
¢levée que le premier tertile, établissant ainsi la concentration sérique d’IS comme un marqueur

pronostic de mortalité par événement cardiovasculaire '

Selon Barreto el al, I’IS n’est pas seulement associée a une augmentation de la mortalité par
é¢veénement cardiovasculaire, mais aussi @ une augmenation de la mortalité toutes causes

confondues (Figure 38)'%.
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Figure 37: La mortalité toutes causes confondues en fonction de la concentration sérique en 1S

Selon Barreto et al, la concentration sérique d’IS peut servir comme marqueur pronostic de la mortalité
toutes causes confondues chez les patients atteints d’IRC, évidente par la chute dramatique de survie

des patients appartenant au tertile supérieur d’IS, dans les 800 premiers jours de suivi'®.
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Cependant, une autre étude sur 70 patients souffrants d’IRC mais non dialysés n’a pas établi de
lien entre la mortalité toutes causes confondues et la concentration sérique d’IS, mais plutt un
lien avec un risque plus élevé d'événement cardiovasculaire'®®. Ces observations suggérent
neanmoins fortement que ces toxines urémiques ont un rdle causal dans les maladies

cardiovasculaires.

3.4.4. Stratégies de réduction de I’IS

Les méthodes de dialyse conventionnelles n’arrivent pas a éliminer I’IS du fait de sa forte
liaison a I’albumine; et méme 'augmentation de la fréquence de la dialyse, jusqu’a 6 fois par
semaine, n’aboutit pas a réduire d’une manicre significative les taux de I’'IS comme ¢a a été
démontré dans « Frequent Hemodialysis Network Daily Trial», une étude clinique a long terme
conduite entre 2006 et 2010 dans 11 centres d'hémodialyse universitaires et 54 centres
communautaires en Amérique du Nord (Figure 38)!*-1%. Compte tenu des effets néfastes de
I’IS sur le systtme cardiovasculaire, des stratégies de réduction du taux de cette toxine

urémiques sont en cours d’élaboration.
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Figure 38: Les propriétés physicochimiques de I’IS rendent la dialyse conventionnelle inefficace

La liaison a haute affinité de I'LS a l’albumine rend difficile son élimination par [’hémodialyse
conventionnelle, qui tend a favoriser [’élimination des toxines urémiques hydrosolubles non liées aux

protéines plasmatiques (Figure adaptée de Davenport et al)'®.

a) Au niveau du sang

Le ratio de diffusion de I’IS constitue une limitation aux méthodes de dialyses conventionnelles
du fait de sa liaison a 1’albumine. Deux études faites par Luo ef al et Meyer ef al ont démontré
que I’augmentation du coefficient de surface de la dialyse et du débit du dialysat améliore
I’efficacité¢ de la dialyse traditionnelle dans I’élimination des toxines urémiques liées aux
protéines. Cependant, les modeles utilisés nécessitent de trés fortes augmentations a la fois du

coefficient de surface de la dialyse et du débit du dialysat pour approcher le débit sanguin de
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200 mL/min **!°!, En outre, comme cela a aussi été confirmé in vitro, 1’ajout de charbon actif
au dialysat permettrait d’augmenter la clairance des toxines urémiques liées aux protéines sans

modifier fortement la clairance des solutés non liés!%2.

b) Au niveau des métabolites de I’IS

» Réduction des sources alimentaires du tryptophane

Sachant que le précurseur de I’'IS est le tryptophane, un régime alimentaire faible en protéine
pourrait étre une solution efficace au défi de réduction de I’IS. Niwa et a/ ont démontré que ce
type de régime est associé a une baisse des concentrations urémiques et sériques d’IS chez des
rats urémiques 5/6-néphrectomisés et chez 22 patients atteints d’IRC au stade pré-dialyse'®>.
Néanmoins, I’effet néfaste a long terme de ce régime alimentaire n’est pas négligeable ; le suivi
d’une étude clinique qui a eu lieu originairement entre 1989 et 1993 et qui a inclu 255 patients
atteints d’IRC dont la majorité au stade 4 et non diabétiques a montré que ce régime aggrave la

mortalité et est inefficace dans le freinage de la progression de la maladie rénale (Figure 39)'%%,
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Figure 39: Rapport de I’étude clinique sur le régime pauvre en protéines et de son suivi a long terme

Le rapport du suivi a long terme de [’étude clinique a montré un taux plus élevé de déces consécutifs a

la progression de la maladie rénale chronique chez le groupe sur le régime alimentaire le plus pauvre

en protéines ',

» Empéchement de la digestion bactérienne du tryptophane

Les concentrations sérique, urinaire et fécale d’IS peuvent étre diminuées par 1’administration

des pré ou des probiotiques, mais les effets de la perturbation de la flore intestinale sur I’IRC et

les maladies cardiovasculaires n’a pas été étudié a long terme!®>.
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» Prévention contre ’absorption de I’indole a ’aide des adsorbants oraux

Une autre stratégie de réduction de I’'IS sérique est d’empécher son absorption intestinale grace

a ’administration orale d’un adsorbant a base de charbon actif, I’ AST-120 (Figure 40)'%.
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Figure 40: Représentation schématique du mode d’action de ’AST-120

L'AST-120 adsorbe l'indole au niveau du colon et empéche ainsi son absorption intestinale et sa
conversion ultérieure en IS par le foie, protégeant ainsi contre les actions de I’IS sur les systemes

cardiovasculaire et rénales '*°.

Sur une €tude clinique comprenant 120 patients atteints d’IRC au stage 3, ’AST-120 a diminué
le niveaux de métabolites réactifs de 'oxygene mesuré aprés 3 et 6 mois de traitement'®’, ce qui
a été associ€ a la prévention contre la fibrose cardiaque et les 1ésions rénales chez deux modeles
de rats, I’'un a hypertension spontanée et 1’autre a rein droit enlevé!*®!%?. Chez des rats
urémiques 5/6-néphrectomisés, la réduction de la concentration sérique d’IS par

I’administration de I’AST-120 a protégé contre la fibrose cardiaque®”’. Toutefois, des essais
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cliniques randomisés sont essentiels pour apporter des preuves irréfutables sur les effets

thérapeutiques de I’AST-120.

En résumé, bien que plusieurs stratégies de réduction de la concentration sérique d’IS aient été
explorées, elles s’averent actuellement décevantes et non utilisées en routine dans la prévention

des effets toxiques de 1’accumulation d’IS chez les patients atteints d’IRC.

3.4.5. Role de I’IS dans les CV

a) Effets sur les CE

Le dysfonctionnement endothélial est une étape clé dans la pathogenese de la calcification
athérosclérotique?®!*2. Les patients atteints d’IRC sont plus a risque de développer une CV

athérosclérotique et un dysfonctionnement endothélial®®.

L’une des toxines urémiques impliquée dans ce phénomeéne est I’IS. La toxicité vasculaire de
I’IS sur les CE du cordon ombilical humain (HUVEC) a été étudiée in vitro par Dou et al qui
ont montré que I'IS inhibe la prolifération des HUVEC et la réparation des lésions
endothéliales, méme en présence de 4 % d’albumine'®. Dans une étude ultérieure, Dou et al ont
attribué cet effet a I’induction de la production des ERO et de I’enzyme pro-oxydative NADPH-

oxydase!”.

L’administration de 1’adsorbant AST-120 de I’indole, le précurseur métabolique de I'IS, a
entrainé 1’augmentation de la production du NO ainsi que la forme réduite du glutathion chez
40 patients atteints d’IRC aprés 6 mois de traitements, suggérant ainsi que I'IS pourrait
engendrer un stress oxydatif’*. Tumur et al ont constaté que 1’IS induit la production de la
NADPH-oxydase 4 par les HUVEC, et inhibe celle du NO, tout en diminuant la viabilité

cellulaire'®. De plus, I'IS joue un role dans 1’athérosclérose en entrainant 1’expression de
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molécules d’adhésion dans les CE, notamment celles de la monocyte-chemoattractant protéine-
121205 '1a molécule d’adhésion-1 a travers 1’activation du facteur nucléaire kappa-B (NF-kB)!8,
et la molécule d’adhésion des CE aux leucocytes E-selectine!®?°. En outre, le traitement des
HUVEC avec I’'IS entraine leur senescence via activation de la voie de signalisation de la p53

par les ERO (Figure 41)!%3206,
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Figure 41: L’effet de I’LS sur le dysfonctionnement endothélial

Dans le cadre de I'IRC, I'IS entraine un stress oxydatif qui active l’expression des molécules d’adhésion
a travers les voies de signalisation des cytokines d’inflammation NF-xB et JNK. En parallele, I'IS
entraine le dysfonctionnement endothélial ainsi que la libération du facteur tissulaire, tout en inhibant
la prolifération et la cicatrisation, et ceci a travers l'induction de la NADPH oxydase et la diminution
du glutathion. Tous ces effets peuvent culminer en une athérosclérose menant a des complications

cardiovasculaires'”.

Schroeder et al ont démontré que I’IS est un ligand du récepteur aux hydrocarbures aromatiques
(AhR). Ce facteur de transcription est impliqué notamment dans le métabolisme des

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) comme le benzopyréene, les biphényls chlorés
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plans (PCBs) et les hydrocarbures aromatiques halogénés comme les dioxines. Il est également
impliqué dans I’immunité a médiation cellulaire. L’activation prolongée d’AhR par I’'IS est
responsable d’un métabolisme médicamenteux altéré et d’une toxicité élevée chez les patients
atteints d’IRC2%7. L’activation de I’AhR par I’IS induit la sénecence des HUVECs2%, les
interactions des CE-leukocytes par stimulation de I’ « activator protein-1 »*%, I’expression de

I’IL-6 par les CE via la voie de la NF-kB?!' et la production du facteur tissualire par les CE!!.

b) sur les CML

La CV résulte en partie de la transdifférenciation ostéogénique des CMLV, et le milieu
urémique accélére cette calcification'*212213 Muteliefu et al ont montré in vitro que les CMLV
humaines exposées a I’IS expriment des marqueurs ostéogéniques, tels que le RUNX2, ’ALP
et I’OPN, et sont soumises a un stress oxydatif'*. Dans une étude ultérieure, Muteliefu et al ont
montré que I’IS engendre la senescence des CMLV humaines en stimulant I’expression de p53
par les ERO, I’activité de la B-galactosidase, ainsi que I’expression de la Prélamine A, qui sont
trois marqueurs de la sénescence cellulaire. L’administration de I’AST-120 a un modele de rats
urémiques a protégé les CMLYV aortiques contre la senescence cellulaire induite par I’IS, et ceci
a été démontré par immunohistochimie?'*. En outre, dans un modéle de rats hypertendus traités
par de I’'IS, I'immunohistochimie a révélé que OPN, RUNX2, ALP étaient co-localisés dans
les cellules des zones calcifiées de 1’aorte, et ceci €tait accompagné d’un épaississement de la

paroi des aortes arquées, thoraciques et abdominales®!>.

Récemment, des nouvelles études ont démontré le role de I'IS dans les calcifications des
CMLV?'6218 En effet, Wu et al ont montré in vitro que les CML des veines ombilicales
humaines calcifiaient en cas d’exposition a des concentrations élevées d'IS, stimulant

'expression de Pit-1 via l'activation de la voie « c-Jun N-terminal kinase » (JNK). Ceci a été
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vérifié par 1’utilisation d’un inhibiteur compétitif de Pit-1 qui a atténué considérablement la
calcification et la transdifférenciation ostéoblastique des CMLV exposée a 500 uM d’IS, et
similairement par I’inhibition de la voie de signalisation JNK?!7. En paralléle, Zhang et al ont
confirmé le role de I'IS dans la calcification des CMLV en utilisant des CML humaines
aortiques. Dans leur étude, ils ont pu démontrer que I’IS inhibe le microARN-29b, qui est un
régulateur épigénétique de la CV qui cible les facteurs promoteurs de la différenciation
ostéogénique, engendrant 1’induction de la voie de la Wnt/B-caténine connue pour son impact
sur la formation osseuse®'®2!°. De méme, Zhang et al ont observé que cette activation de la
signalisation Wnt/B-caténine été concomitante dans les artéres radiales calcifiées des patients
atteints d'IRC au stade terminal®'®. Chen et al ont également montré que I’IS induit la
calcification des CMLVH aortiques in vitro en favorisant I’hyperméthylation du géne de Klotho
réprimant son expression®'®. La déficience en Klotho dans les artéres radiales des patients
atteints d’IRC au stade terminale a été déja constatée, et le taux d’expression de Klotho été

associé avec la sévérité de la 1ésion rénale?'®>%, L'

IS a induit une augmentation de 1’expression
de I'ADN méthyltransférase dans les CMLVH aortiques in vitro et l'inhibition ciblée de cette
enzyme par la S5aza-2'désoxycytidine a rétablit le niveau d’expression de Klotho par
déméthylation de ’ADN?!S, Ces observations ont été ensuite confirmées in vivo chez un
modele de rats urémiques néphréctomisés au 5/6°-. En effet, I'administration de I’IS a entrainé
des CV suite a I'hnyperméthylation de Klotho au niveau de I’ADN qui a réprimé son expression

dans la média de I’aorte. Ces effets de I’IS ont pu étre prévenus par 1’administration de Saza-

2'désoxycytidine?!®.

En résumé, les dysfonctionnements du dialogue CE-CMLV semblent importants dans le
développement des maladies cardiovasculaires. Celles-ci sont agravées au cours de I’IRC,

problemenat du fait d’une augmentation imporante des CV. Associée a I’hyperphosphtémie,
Page | 88



Introduction Bibliographique Insuffisance Rénale Chronique

I’IS est I’'une des principales toxines urémiques qui s’accumulent dans le sang et les tissus des
patients atteints d’IRC. L’IS, mesurée a des concentrations sériques ¢levées lors de I’IRC
terminale, agit a la fois sur les CE et les CMLV et semble aggraver les CV. Cependant, sa
contribution dans les dysfonctionnements du dialogue CE-CMLYV au cours des CV n’est pas

établie
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Objectif du travail

Au cours de I'IRC, les niveaux élevés d’IS et de Pi entrainent un dysfonctionnement des CE,
une transdifférenciation ostéogénique des CMLV et favorisent le développement des CV. Du
fait de I’importance de la communication CE-CMLV dans la formation et la fonction des
vaisseaux sanguins et son implication dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, nous
avons émis I'hypothése que les CE exposées a des toxines urémiques sécreétent des facteurs

favorisant la calcification des CMLV.

L’objectif initial du travail présenté ici a consisté a induire la calcification des CML aortiques
humaines en culture en comparant 1’effet de Pi, IS et de I’association PI+IS et de vérifier si le
milieu conditionné des CE exposées préalablement aux mémes toxines urémiques pouvait
amplifier ces calcifications. De plus, afin de mettre en évidence sans a priori un facteur
endothélial pouvant interagir avec le processus de calcification des CML, nous avons mesuré
dans le milieu conditionné des CE exposées a Pi et IS la concentration de 40 facteurs solubles

connus pour étre impliqués dans la régulation du métabolisme osseux.

Les réultats obtenus dans cette premicre partie ont montré que le milieu conditionné des CE
exposées a Pi et IS amplifiait significativement la calcification des CML. De plus, le milieu
conditionné des CE a présenté une augmentation importante de la concentration d’IL-8 sous
I’effet de Pi et IS. La suite du travail a donc eu comme objectif d’étudier le role de I’IL-8 sur la
calcification des CML aortiques et a vérifer si le bloquage de I’[L-8 permettrait de prévenir la

calcification des CML.

Enfin, I’objectif final a été de vérifier a I’échelle tissulaire grace a un mod¢le d’anneau aortique
de rat en culture I’impact de Pi et IS sur la calcification vasculaire et sur I’induction de I’IL-8.

L’intérét du blocage de I’'IL-8 a également été vérifié dans ce modéle.
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Modéle Cellulaire:

a) CMLYV humaines

Les CMLV humaines ont ¢été isolées a partir d'aortes ascendantes proximales humaines,
obtenues apres pontage aortique de patients atteints de diverses maladies cardiovasculaires (Pr.
Caus, Pole Cceur Thorax Vaisseaux, CHU Amiens, France). Les patients ont donné un
consentement éclairé écrit conformément a la législation frangaise, sous le protocole N82009-
19, CPP Nord-Ouest II. Brievement, aprés la collecte d'aortes ascendantes proximales
humaines, les segments aortiques ont été stockés dans du milieu «Dulbecco's Modified Eagle's
Medium» (DMEM) complémenté avec 1% de pénicilline/streptomycine (P/S) et 1% de
glutamax (Glx). Le DMEM et le P/S ont été fournis par Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Etats-
Unis) alors que le Glx a été obtenu aupres d'Invitrogen (Saint Aubin, France). Le tissu médial
a été sépar¢ de I'endothélium et de I'adventice par nettoyage avec des pinces stériles sous une
hotte & flux laminaire et coupé en segments d'approximativement 2 mm? a 1’aide d’un scalpel
stérile. Les explants d’aorte proximale humaine ont ensuite été placés dans des boites de Pétri
coatées a la gélatine (0,2% de gélatine dans du PBS, Sigma-Aldrich) et cultivés dans du DMEM
complet supplémenté par 15% de sérum bovin feetal (SVF, Dominique Dutcher Laboratories,
Brumath, France). Les boites de Pétri contenant les explants ont été placées dans un incubateur
a 37°C et a 5% de COaz. Les milieux de culture ont été remplacés tous les deux jours sur une
période d'environ trois a quatre semaines. Lorsque les CMLVH ¢étaient devenues relativement
confluentes, elles ont été collectées par trypsinisation. Les cellules ont ensuite ét¢ maintenues

en culture dans du DMEM contenant 15% de SVF et utilisées entre les passages 4 a 9.
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b) HUVEC

Les HUVEC ont été obtenues aupres de I'American Type Culture Collection (ATCC). Elles ont
¢été cultivées dans des flasques coatées a la gélatine (0,2% de gélatine dans du PBS), dans un
mileu de culture spécifique (Endothelial Cell Growth Medium-2», EGM-2, Lonza, Warkerville,

USA) supplémenté par 2% de SVF. Les cellules ont été utilisées entre les passages 2 a 5.

Toxines urémiques

Les traitements ont ¢été effectués en utilisant des concentrations urémiques cliniquement
pertinentes d'indoxyle sulfate (IS, 200uM) et de phosphate de sodium monobasique (P1i,
3mM)?!. LIS étant synthétisé en tant que sel de potassium, du KCI équimolaire a été utilisé
comme témoin de la condition IS. Tous ces produits chimiques ont été achetés aupres de Sigma
Aldrich. De plus, l'albumine étant la principale protéine de liaison de I’IS dans le plasma'”’,

nous avons ajouté¢ de 1’albumine humaine sérique a une concentration finale physiologique

(Alb, 4%) afin de comparer I’effet cellulaire de IS en présence et en absence d’albumine.

Préparation des milieux conditionnés

Un jour avant le traitement, les HUVEC, a 80% de confluence, ont été placées dans un milieu
de culture basique (Endothelial Basal Media-2, EBM-2) contenant 2% de SVF, 1% de P/S mais
sans aucun supplément. Les HUVEC ont ensuite été traitées avec 'une des conditions suivantes:
2% SVF avec 0,2mM KCl seulement (pour étudier l'effet du milieu conditionné sans traitement
avec KCI comme témoin pour le traitement par IS), 3mM Pi avec 0,2mM KCI, et 3mM Pi avec

200uM IS. Apreés 48h, les milieux des différentes conditions (maintenant appelés milieux
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conditionnés des CE: EC-CM) ont été collectés, filtrés et stockés a -80°C afin d'étre utilisés
ensuite pour les études de calcification, le criblage de cytokines et 1’analyse quantitative de
facteurs sécrétés par ELISA (Enzyme Linked Immunosobant Assay). Le culot sec cellulaire a
été conservé a -80°C pour I’extraction de ’ARN et la réalisation de RT-qPCR (Reverse

Transcriptase-quantitative Polymerase Chain Reaction).

Induction de calcification

Les CMLVH ont été cultivées en routine dans du milieu DMEM additionné de 15% de SVF. A
confluence, les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 48 puits en une moyenne de 15
000 cellules par puits et le milieu de culture a été changé le jour suivant. Préalablement, un test
de prolifération et de viabilité au WST-1 a été réalisé sur des CMLV humaines en culture avec
des proportions croissantes d’EC-CM mélangé au DMEM et n'a révélé aucun effet significatif
de P’EC-CM pour tous les pourcentages de I’EC-CM inférieurs a 60%. Ensuite, pour les
expériences suivantes, au jour du traitement, les CMLV humaines ont été¢ incubées avec un
nouveau milieu de culture préparé comme suit: 50% de DMEM mélangé avec 50% d’EC-CM
ou 100% DMEM. Pour chaque condition urémique ¢tudiée, le DMEM a été complété selon
I’EC-CM correspondant (2% SVF témoin, 2% SVF + 0,2mM KCl, 2% SVF + 200uM IS, 2%
SVF + 3mM Pi + 0,2mM KCI ou 2% SVF + 3mM Pi + 200uM IS). Le traitement a été suivi
pendant 14 jours au cours desquels les milieux ont été¢ changés tous les 2 jours. Le premier jour

de culture des CMLVH dans les nouveaux milieux a été¢ défini comme le jour 0.

Relation concentration-effet de 1'l1L-8

Les CMLVH ont été traitées en présence de 2% SVF avec des concentrations croissantes d'IL-

8 humaine recombinante (0 a 30 pg/mL, Sigma Aldrich) seules ou en présence de 200 uM IS,
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3 mM Pi + 0,2mM KCI, ou 3mM Pi + 200uM IS. La relation concentration-effet de I'lL-8 sur
la calcification des CMLVH a été examinée apres 14 jours de traitement. Pour les expériences

RT-gqPCR, IL-8 a été utilisée a une concentration de 15 pg/mL.

Transfection d’un siRNA IL-8

Les HUVEC ont été ensemencées dans des flasques de culture cellulaire de 75 cm? coatées a la
gélatine et cultivées dans de "EGM-2. A 70% de confluence, les HUVECs ont été rincées au
PBS puis décollées par action de la trypsine (2mL/flasque). L’action de la trypsine a été
neutralisée apres 2 min par ajout ’EBM-2 a 10% SVF. Aprés 3 min de centrifugation a 800
rpm, le surnageant a été ¢liminé et le culot cellulaire ainsi obtenu a été suspendu avec 100 pL
de Nucléofector solution (Lonza) contenant 50 nM d’un petit ARN interférent ou «small
interferring RNA» (siRNA) spécifique de I'IL-8 (IL-8 siRNA) ou bien contenant un siRNA
comportant une séquence non-sens ou «scrambled siRNA» (scr siRNA) utilisé comme controle
(Santa Cruz Biotechnology, USA). Les HUVECs en suspension ont été transférées par la suite
dans des cuvettes fournies par le kit de Nucléofector (Lonza) en faisant attention a ne pas laisser
des bulles d’air, et ces cuvettes ont été placées dans le systéme nucléofecteur Amaxa (Lonza)
selon le protocole d’¢électroporation U-001 spécifique aux HUVEC. Suite a I’électroporation,
les HUVECSs ont été transférées dans des nouvelles flasques coatées a la gélatine et cultivées
dans de ’EGM-2 et incubé pour 6 heures a 37°C et a 5% de CO,. Aprées 6 heures, le milieu de
culture des HUVECs a été jeté et remplacé par de ’EBM-2 supplémenté par I’'une des deux
conditions suivantes : 2% SVF, ou 2% SVF avec 3mM Pi et 200uM IS. Apres 48 heures, les
EC-CM ont été recueillis pour la détermination du pourcentage d’extinction de I’IL-8 par le test

d’ELISA et pour une utilisation ultérieure dans I'induction de la calcification CMLVH. Les
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culots cellulaires ont été également récupérés pour la détermination du pourcentage d’extinction

de I’IL-8 par RT-qPCR apres avoir extrait les ARN.

Anticorps neutralisant 1'IL-8

Pour neutraliser 1'[L-8 sécrétée par les HUVEC, I'l[gG1l monoclonale de souris purifiée anti
CXCLS/IL-8 humaine (MAB208, R&D Systems, Minneapolis, USA) a été ajoutée au milieu
DMEM:EC-CM des CMLVH a une concentration finale de 5 ng/mL. L’effet neutralisant de cet
anticorps vis-a-vis de I’'IL-8 a été démontré sur un modéle de migration des cellules murines
pro-B transfectées avec le récepteur humain CXCR2 de I’IL-8. Un isotype non spécifique IgG1
monoclonal de souris a été utilis¢ comme anticorps de controle (R&D System). Apres 14 jours
de traitement des CMLVH la calcification des CMLVH induite par I’EC-CM en présence de

I’anticorps anti-IL-8 ou de I’anticorps isotype control a été évalée.

Antagoniste des récepteurs de 1'IL-8

Le SCH527123 (CliniSciences, Nanterre, France) est un puissant antagoniste allostérique des
deux récepteurs CXCR1 et CXCR2 de I’IL-8, avec des valeurs d’IC50 de 1000 nM et 3-6 nM

222 ot est actuellement

respectivement. Cet antagoniste est utilis¢é dans divers modeles de rats
évalué dans des essais cliniques. Il a été ajouté aux milieux de culture DMEM:EC-CM des
CMLVH a une concentration de 1uM pour étudier I’effet du bloquage des récepteurs de 1’'TL-8
sur la calcification des CMLVH induite par EC-CM apres 14 jours de traitement, ou pour

évaluer I’effet du bloquage des récepteurs de 1’IL-8 sur 1’expression et la sécrétion d’OPN par

les CMLVH.
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Supplémentation en OPN

Afin d'évaluer le role de I'OPN dans la calcification des CMLVH favorisée par I’EC-CM, les
CMLVH ont été cultivées dans le milieu DMEM:EC-CM supplémenté en OPN recombinante
humaine (1433-OP, R&D System, Lille, France) de maniére a restaurer le méme niveau de
concentration de I’OPN entre DMEM et DMEM:EC-CM pour chaque condition. La
concentration de I’OPN additionnée a chaque condition DMEM:EC-CM a été calculée en se

basant sur les résultats du kit ELISA OPN.

Supplémentation en ICAM-1

Afin de tester I’effet procalcifiant de ’ICAM-1 soluble dans notre modele, les CMLVH ont été
traitées en présence ou non de 20 ng/ml d’ICAM-1 (SRP3057, Sigma Aldrich) dans les
conditions control, Pi, IS et Pi+IS. La concentration d'ICAM-1 a été calculée en se basant sur
les résultats du cytokine array effectué¢ sur ’EC-CM en présence de Pi+IS (cf. paragraphe
correspondant), en tenant compte de la dilution 1:2 qui a lieu lorsque I’EC-CM est mélangé

avec du DMEM.

Mesure de la calcification des CMLVH

Les CMLV ont été ensemencées dans des plaques a 48 puits en quadruplica pour chaque
condition de traitement en une moyenne de 15000 cellules par puits; trois puits ont été réservés
pour le marquage au Rouge Alizarine et un puits pour la quantification des protéines. Au jour
14 de traitement, les cellules ont été rincées une fois avec de 1'éthanol a 50%, fixées avec de
I'éthanol a 50% puis de I'éthanol a 100% pendant 5 minutes a chaque fois. Ensuite, 200uL
d'Alizarine ont été ajoutés a chaque puits pendant 5 minutes puis rincés deux fois avec de
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I'é¢thanol a 50%. A cet instant des photographies représentatives du marquage ont été prises
dans chaque condition. Ensuite, afin d’extraire le Rouge Alizarine fix¢é par les dépots calciques,
200uL de chlorhydrate de cétylpiridinium ont été ajoutés a chaque puits et les plaques ont été
incubées 15 minutes en agitation douce. Le surnageant des puits a alors été transféré dans une
plaque a 96 puits et la densité optique (DO) de chaque puits a été mesurée a 405 nm par le
lecteur de plaques Multilabel Envision. En parall¢le, le dosage des protéines a été réalisé par la
méthode de Bradford (Bio-Rad DC) sur les puits dédiés pour chaque condition selon les
instructions du fabricant. La calcification a été exprimée en normalisant I’absorbance mesurée

par la concentration protéique dans chaque condition.

Cytokine Array

Afin de mesurer 1’effet de Pi et IS sur la sécrétion par les CE de facteurs potentiellement
impliqués dans la calcification vasculaire, un criblage utilisant un cytokine array capable de
détecter et quantifier 40 cytokines et facteurs solubles (Réf QAH-BMA-1000, RayBiotech,
Norcross, GA) a été réalisé sur les échantillons d’EC-CM cryoconservés a -80°C, en une seule
procédure selon les instructions du fabriquant. Le kit comprend 2 plaques capables de cribler
les cytokines et facteurs solubles suvants: Activine A, aFGF, Amphireguline, bFGF, BMP-4,
BMP-9, E-Selectine, ICAM-1, IGF-1, IL-1 alpha, IL-1 béta, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17A, MCP-
1, M-CSF, MIP-1 alpha, MMP-2, MMP-9, MMP-13, ostéoactivine, P-Cadhérine, RANK, SDF-
1 alpha, Shh-N, TGFB1, TGFB32, TNFa, VCAM-1, VE-cadhérine, BMP-2, BMP-6, BMP-7,
DKK-1, MMP-3, ostéoprotégérine, ostéopontine, PDGF-BB, TGFf3 et TRANCE. Les lames
contenant les spots d’anticorps permettant la capture des cytokines et facteurs solubles ont été
incubées avec les échantillons d’EC-CM décongelés, puis ont été lavées et incubées avec un

cocktail d'anticorps biotinylé€s dirigés contre les mémes cytokines et facteurs solubles (méthode
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sandwitch). Les lames ont ensuite ét¢ incubées avec de la cyanine3 conjuguée a la streptavidine.
La fluorescence relative a été détectée par le scanner de biopuce GenPix 4000A (Molecular
Devices). Pour chaque cytokine et facteur soluble, la concentration dans 1’échantillon a été
calculée grace a la courbe de calibration tracée a partir des résultats obtenus avec les

¢échantillons standards fournis dans le kit.

ELISA

Les HUVEC ou CMLVH ont été cultivées dans des plaques a 48 puits. La concentration d’IL-
8 sécrétée dans le milieu des HUVEC ou d’OPN dans le milieu des CMLVH, a été mesurée en
utilisant des kits ELISA spécifiques selon le protocole des fabricants (ELH-IL8, RayBiotech,
et RAB0436, Sigma Aldrich, respectivement). Brievement, 100uL d’échantillon ou de standard
ont été ajoutés en dupliqua dans la plaque a 96 puits coatés avec de I’anticorps primaire anti-
IL-8 ou anti-OPN et incubés a 4°C pendant la nuit en agitation douce (1 cycle/seconde). Le
lendemain, les solutions ont été jetées et la plaque lavée 4 fois avec la solution de lavage fournie
dans le kit. Suite au dernier lavage, la plaque a été séchée par décantation et 100puL d’anticorps
de détection ont été ajoutés dans chaque puit. Les puits ont été ensuite couverts et laissés sous
faible agitation pendant 1 heure a température ambiante. Apres incubation, la plaque a été lavée
comme précédemment décrit et 100puL de Streptavidine a été ajoutée a chaque puits pour une
durée de 45 min suivie par les lavages. Enfin, 100uL du «TMB One-step Substrate Reagent»
ont été ajoutés dans chaque puits et la plaque a été couverte et incubée pendant 30 min a
température ambiante et dans le noir avec une agitation douce puis S0uL de «Stop solution»
ont été ajoutés aux puits contenant la «TMB One-step Substrate Reagent» et la DO de chaque
puits a été immédiatement mesurée a 450 nm par le logiciel Envision Multilabel Reader. Les

valeurs de DO obtenues dans les échantillons ont été interprétées en fonction des courbes de
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calibration spécifiques (DO en fonction de la concentration) obtenues a partir des standards

d'IL-8 ou d'OPN fournis dans les kits et dilués en série au moment de 1’analyse.

Extraction des ARN

Les CMLVH ont été traitées dans des plaques a 6 puits, en moyenne de 200 000 cellules/puits
et 400 000 cellules/condition. Les traitements ont ét¢ suivis pendant 48h, 7 jours ou 14 jours,
pendant lesquels les milieux ont été renouvelés tous les 2 jours. A 48h, 7 ou 14 jours, les
CMLVH ont été recueillies par trypsinisation, puis 350uL du tampon de lyse RLT avec 3,5uL
de B-mercaptoéthanol ont été ajoutés aux échantillons et homogénéisés a 1’aide de la pipette
pour lyser les cellules d’une maniere optimale. Ensuite, 350 pL d’éthanol & 70% ont été ajoutés
et re-homogénéisés avec la pipette, et un volume total de 700puL a été transféré dans la colonne
fournie par le kit QIAGEN et centrifugé a 8000 x g pendant 30 secondes. Le contenu du tube
de collection a ensuite été vidé et 700uL de tampon RW1 a été ajouté dans la colonne suivie
d’une centrifugation a 8000 x g pendant 30 secondes. Le contenu des tubes de collection a de
nouveau été vidé et S00uL du tampon RPE dilué au 1:5 avec de 1’éthanol pur a été ajouté a la
colonne puis centrifugée. Cette derniere étape de lavage été répétée une deuxiéme fois. A la fin,
le tube de collection été jeté et remplacé par un neuf sous la colonne et 20uL d’eau RNase-free
été ajouté pour €luer les ARN dans le tube de collection apres centrifugation a 4°C. Le dosage
de I'ARN a été effectué en utilisant le spectrophotométre NanoVue™ Plus (GE Healthcare) et

les ARN ont été conservés a -80°C.
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Transcription inverse

En utilisant le kit « High capacity cDNA reverse transcription » (Invitrogen), un volume
équivalent & 1pug d'ARN total a été ajouté a 10puL du kit (sans inhibiteurs de RNase) et les
volumes de la réaction ont ét¢ complétés a 20uL. avec de l'eau « RNase-free». Le cycleur
thermique a ensuite été chargé avec les échantillons et un cycle de 3 étapes a été exécuté. Etape
1 2 25°C pendant 10 minutes, étape 2 a 37°C pendant 120 minutes et étape 3 a 85°C pendant 5
minutes. Les ADN complémentaires (ADNc) obtenus ont été stockés a -20°C pour une

utilisation ultérieure.

Quantitative polymerase chain reaction (QPCR)

Des plaques a 96 puits ont été utilisées pour la qPCR. Les tubes de mélange ont été préparés
comme suit: 0,5uL d'amorce sens + 0,5uL d'amorce anti-sens + 2,75uL d'eau « RNase-free » +
6,25uL de «Power SYBR® Green PCR Master Mix» (Fisher Scientific). Les séquences
d'amorces sont listées dans le tableau 1. Dix pL de chaque mélange ont été ajoutés par puits.
Les ADNCc ont été dilués au 1:5 en utilisant de 1'eau « RNase-free » et 2,5uL de 'ADNCc ainsi
dilu¢ a été ajouté par puits; chaque condition étant faite en dupliqua. Le thermocycleur Bio-Rad
CFX ConnectTM (Bio-Rad Laboratories) a servi pour la quantification en temps réel, et le
logiciel Bio-Rad CFX Manager 3.1 a ¢ét¢ employé pour l'analyse. Les données ont été
interprétées selon la méthode deltaCT en utilisant la GAPDH comme gene de référence (pour
lequel le niveau d'expression de I'ARN est resté constant dans les conditions expérimentales) et

les résultats ont été normalisés aux niveaux d'expression du GAPDH.
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Géne humain | Sequence d’amorces

GAPDH Forward 5’-TCGGAGTCAACGGATTTGG-3’
Reverse 5’-GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA-3”’
IL-8 Forward 5’-CACTGCGCCAACACAGAAAT-3’
Reverse 5”’-CACCCAGTTTTCCTTGGGGT-3"”’
RUNX2 Forward 5’-GGCCCACAAATCTCAGATCGTT-3’
Reverse 5”’-CACTGGCGCTGCAACAAGAC-3”’
BMP2 Forward 5’-CGGACTGCGGTCTCCTAA-3’
Reverse 5”’-GGAAGCAGCAACGCTAGAAG-3’
ALP Forward 5’-CCTGGAGCTTCAGAAGCTCAA-3’
Reverse 5’-ACTGTGGAGACACCCATCCC-3”
SM22a. Forward 5’-GATCCAACTGGTTTATGAAGAAAGC-3’

Reverse 5’-TCTAACTGATGATCTGCCGAGGTC-3”’
SMMHC Forward 5’-GAAAGGGATCTCCAAGCCCCG-3’
Reverse 5’-CGTTGCTTTCGCTCGTCTTC-3”

aSMA Forward 5’-CCAGCAGATGTGGATCAGCA-3’
Reverse 5-AAGCATTTGCGGTGGACAAT-3’
OPN Forward 5’-ATCACCTGTGCCATACCAGTTAAAC-3’

Reverse 5’-CCACAGCATCTGGGTATTTG-3”’

Tableau 1: Séquences des amorces pour la quantification de I’expression des génes humains

Modéle d'anneau aortique de rat

Les rats ont été manipulés conformément a la 1égislation francaise et a la directive 2010/63/UE
du Parlement Européen. Ils ont été hébergés dans des cages en polycarbonate et dans des
chambres a température et humidité controlées avec un cycle de lumiere/obscurité de 12h et ont
eu un acces libre a I'eau et a la nourriture (Diet 2016, Harlan, Oxon, UK). Les aortes thoraciques
ont été isolées a partir de rats males de type Wistar sauvage, d’environ 120-150 grammes, agés

de 7 a 8 semaines, apres euthanasie par injection intrapéritonéale de pentobarbital (150 mg/kg).
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La plupart des tissus conjonctifs ont été retirés avec soin et les aortes ont ét¢ découpées en
anneaux de 2 a 3 mm. Les segments aortiques ont été traités pendant 7 jours avec du DMEM
supplémenté de 10% SVF et I’'une des conditions urémiques suivantes: 0,2mM KCI , 200uM
IS, 3,8mM Pi + 0,2mM KCI ou de 3,8mM de Pi + 200uM de IS, en présence ou non de 1uM

de SCH527123 (antagoniste des récepteurs CXCR1 et 2 de I’IL-8).

a) Mesure du calcium vasculaire

Apres 7 jours de traitement, les anneaux aortiques ont été lavés au PBS et décalcifiés avec
300pL de 0,6N HCI pendant une nuit a 4°C afin de dissoudre les cristaux d'hydroxyapatite
tissulaires. Le milieu de décalcification a été utilisé pour la détermination du calcium libre avec
la méthode colorimétrique de 1’o-crésolphtaléine-complexone (Sigma-Aldrich). Cette méthode
est basée sur la réaction du calcium avec le complexone d'o-crésolphtaléine en solution alcaline,
ce qui donne un complexe de couleur violette. L'intensité de la couleur formée, proportionnelle
a la concentration en calcium dans 1'échantillon, est lue & 570 nm par le lecteur de plaques
Envision Multilabel. Les segments aortiques ont ensuite été séchés a 37 © C pendant une nuit et
pesés. Pour chaque condition, les résultats ont été exprimés en concentration de calcium par

rapport a la masse séche du segment aortique.

b) RT-qPCR

Apres 7 jours de traitement, ses segments aortiques de rats ont été broyés en utilisant un broyeur
de tissus motoris¢ G10 (Coyote Bio) et 'ARN a été extrait en utilisant le RNeasy® Mini Kit
(QIAGEN). La RT-qPCR a été réalisée comme décrit ci-dessus. Les séquences d'amorces

utilisées sont listées dans le tableau 2.
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Géne murin | Sequences d’amorces
GAPDH Forward 5’-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’
Reverse 5”’-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3”’

CXCL1 Forward 5’-CCACACTCAAGAATGGTCGC-3’
Reverse 5"’-ACTTGGGGACACCCTTTAGC-3”’

CXCL2 Forward 5’-TTGTCTCAACCCTGAAGCCC-3’
Reverse 5’-CAGTTAGCCTTGCCTTTGTTCA-3"’

OPN Forward 5°-CGGTGAAAGTGGCTGAGTTT-3’

Reverse 5’-GGCTACAGCATCTGAGTGTTTG-3"’

Tableau 2 : Séquences des amorces pour la quantification de ’expression des génes murins

¢) Immunohistochimie

Les anneaux aortiques ont été recueillis apres 7 jours de traitement, rincés au PBS et incorporés
dans un bloc OCT® (Tissue Tek, Californie, USA) pour assurer la cryoconservation. Les
segments aortiques ont ensuite été congelés dans de l'isopentane froid et conservés a -80°C
avant la cryosection. Une coloration au rouge d'alizarine ou une immunofluorescence ont été
effectuées sur des coupes de 7um comme décrit précédemment??®. Pour la coloration au rouge
d’alizarine, les lames SuperFrost (Menzel- Gliser, Brunswick, Germany) ont ét¢ incubées dans
une solution d’Alizarin Red S (40 mmol/j, pH 4,2) pendant 2 min puis lavées et déshydratées
avec de 1’acétone 100%, avant d’étre plongées dans un bain d’acétone-toluéne (50:50). Les
lames ont €té ensuite lavées 5 fois dans du toluéne 100% et séchées pendant quelques minutes
avant d’€tre montées avec le milieu de montage neutre (DPX). Pour I’immunofluorescence, les
tissus ont été lavés dans du PBS 1X, puis fixés pendant 5 min avec une solution de 4% de
formaldéhyde diluée dans du PBS 1X, et perméabilisés, pendant 10 min, par une solution de
0,1 % de triton diluée dans du PBS 1% BSA. La fluorescence endogene a été éteinte par une

incubation pendant 5 min dans une solution de 50 mM NH4Cl préparée dans du PBS 1X. Les
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lames ont été incubées pendant la nuit, a 4°C, avec 'anticorps monoclonal anti-OPN (AKm2A1,
Santa Cruz, USA) dilué au 1:50 dans du PBS 0,5% BSA suite a une étape de 30 min de blocage
dans du PBS 1% BSA. Le lendemain, les lames ont été lavées dans du PBS 1% BSA et incubées
avec l'anticorps secondaire, produit chez la chévre et conjugué a I’Alexa Fluor®588
(Invitrogen), apres une dilution a 1:500 dans du PBS 0,5% BSA. La contre-coloration nucléaire
a été réalisée en incubant les lames pendant 5 min a I’obscurité avec le Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich) dilué au 1:8 dans du PBS 1 X et filtré deux fois. Apres lavage au PBS 1X et a I’eau
distillée, les lames ont été séchées et montées avec un liquide de montage pour fluorescence
(Vectashield H-1000, Vector Laboratories). La fluorescence a été¢ mesurée le lendemain a I’aide

du microscope a fluorescence Zeiss imager.D2 (Microvision).

Analyses statistiques:

L'analyse statistique a été réalisée avec GraphPad Prism Version 6.01. Les données ont été
exprimées en moyenne+écart type moyen (SEM). Le «Student t test» a été utilisé pour comparer
2 groupes de données, et la «one-way ANOVA» suivi du «post-hoc Tukey test» a été utilisé
pour les comparaisons multiples. La «two-way ANOVA» a été utilisée pour étudier I'effet de
la concentration de I'[L-8 sur la calcification des CMLVH. La valeur de p a été¢ déterminée et
les valeurs inférieures a 0,05, a 0,01,a 0,001 et a 0,0001 (*, **, *** **** respectivement) ont

¢été considérées comme significatives.
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1. L’EC-CM aggrave l'effet de Pi/IS sur la calcification des

CMLVH

Les résultats de calcification aprés 14 jours de traitement des CMLVH ont montré une
augmentation significative du dépot calcique par rapport a la condition contrdle, d'environ 2
fois lorsque les CMLVH étaient exposées a Pi (3 mM) et 3 fois lorsque les CMLVH étaient
exposées a 1’association Pi (3 mM) + IS (200 uM) (n=5, p<0,05 et p<0,0001 respectivement,
Figures 42A et 42B). De plus, le dépdt calcique mesuré avec l’association Pi+IS était
sigificativement supérieur a celui mesuré avec le Pi seul (p<0,01). En revanche, IS (200uM)
seul n'a pas eu d’effet significatif sur la calcification des CMLVH. L'effet de 'EC-CM (milieu
conditionné des CE exposées aux toxines) sur la calcification des CMLVH apres 14 jours de
traitement a ensuite été évalué dans les conditions controle, Pi, IS et Pi+IS. Les résultats n'ont
montré aucune augmentation significative de la calcification des CMLVH dans les conditions
contrdle et IS en présence du milieu DMEM:EC-CM (50:50), comparé au DMEM seul.
Cependant, une augmentation significative de la calcification des CMLVH a été observée dans
les conditions Pi et Pi+IS (augmentation de 3,2 fois et 4,8 fois par rapport a la condition contrdle

DMEM respectivement, n=5, p<0,0001, Figures 42A et 42B).
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L'IS étant synthétisée sous la forme d'un sel de potassium, 0,2mM KCI a été utilis€ comme
témoin (dans les conditions controle et Pi seul). De plus, 1’effet du KCl sur la calcification des
CMLVH a été vérifiée et n'a montré aucune différence par rapport a la condition basale (milieu
de culture de base commun a toute les conditions) (n=3, Figure 43A). Tenant compte du fait
qu’in vivo, I'albumine est la principale protéine plasmatique de liaison a I’IS avec un taux de

liaison qui dépasse 90%>*

, hous avons vérifié si la présence de 4% d’albumine sérique humaine
(Alb) affecterait l'effet procalcifiant de Pi+IS sur les CMLVH. Les résultats n'ont montré
aucune différence statistiquement significative avec ou sans 4% Alb (n=3, Figure 43B). Enfin,
nous avons vérifié que le milieu de culture de base des CE (EBM-2), sans conditionnement
cellulaire (c’est-a-dire n’ayant pas été en contact avec les CE), n'augmentait pas par lui-méme
l'effet procalcifiant de Pi+IS. Aucune différence signicative de calcification n’a été observée

selon que les CMLVH étaient exposées a Pi+IS dans le DMEM ou Pi+IS dans DMEM:EBM-2

(50:50) (n=3, Figure 43C).

Page | 109



Résultats

A.
*

67 HH pMEM TN

I DMEM:EC-CM ok
E
2 w0
S 5
m =
v o
c
U 5
= ™
£ =
]
g s
S

Contréle IS Pi Pi+Is

DMEM:EC-CM

TR

R

Figure 42: L’EC-CM aggrave l'effet de Pi et de Pi+1S sur la calcification des CMLVH

A et B. Quantification du dépot calcique et photographie représentative du maraquage au rouge
d’alizarine aprés 14 jours de traitement des CMLVH en présence de 3mM de Pi, de 200uM d’IS, ou les
deux, avec ou sans supplémentation d’EC-CM aux mémes conditions dans un rapport 50:50. Les
résultats sont exprimés en moyennexSEM, avec n=35, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 vs contrile

ou condition spécifique.
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Figure 43: Effet du KCI, de I’albumine et du milieu de culture basal des CE sur la calcification des
CMLVH

A, B et C. Quantification du dépot calcique aprés 14 jours de traitement des CMLVH avec
respectivement 0,2mM de KCI, ou Pi+1S en présence de 4% d'Alb, ou Pi+IS suppléménté par le milieux
de culture basal des CE (EBM-2) sans aucun conditionnement, dans un rapport 50:50. Les résultats

sont exprimés en moyennexSEM, avec n=3.
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2. Pi+IS induit 'expression et la sécrétion d'IL-8 a partir

des CE

Afin d’identifier les facteurs sécrétés par les CE qui stimuleraient la calcification produite par
les CMLVH, une biopuce a cytokines (cytokine array) capable de détecter et quantifier 40
cytokines ou facteurs solubles impliqués dans le métabolisme osseux a été tout d’abord utilisé
en analysant les échantillons d’EC-CM. Les résultats ont montré que les CE exposées a Pi ou
Pi+IS présentaient une augmentation de la sécrétion d'IL-8 par rapport a la condion contrdle,
qui n'était statistiquement significative que dans la condition Pi+IS (n=3, p=0,0164, Tableau 3).
L’analyse du cytokine array a également mis en évidence une augmentation significative de la
sécrétion d’ ICAM-1 soluble par les CE exposées a Pi+IS (n=3, p=0,0026, Tableau 3). Les autres
cytokines recherchées par le cytokine array n’on pas montré de variation significative de leur
concentration dans les différentes conditions ou bien les concentrations étaient inférieures a la

limite de quantification du kit (donc en trés faible concentration dans ’EC-CM).
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Cytokine Controle 3 mM Pi 3mM Pi + 50 pg/mL IS p (ANOVA)
Activin A (pg/mL) 6875+ 6193 3693 + 3128 400+ 274,2 0,2218
AR (pg/mL) 1,02+0,98 4,59 +5,22 1,15+3,89 0,5525
BMP-2 (pg/mL) 0,84+0,35 0,75+0,1 0,73+0,45 0,9286
BMP-4 (pg/mL) 41,86+ 25,21 42,96+ 23,58 41,24 +22,29 0,996
BMP6 (pg/mL) 772,13+ 348,9 614,91+ 113 658,56 + 177,57 0,7136
BMP7 (pg/mL) 476,97 + 407,82 840,43+ 74,75 424,15+ 282,73 0,2388
DKK-1 (pg/mL) 1,40+ 1,11 1,16 £ 1,52 1,29+0,59 0,9665
E-Selectin (pg/mL) 9,14+ 6,16 19,85+ 12,94 30,75+ 15,61 0,1773
ICAM-1 (ng/mL) 9,35+ 8,08 9,05+1,53 40,74 + 10,18 0,0026
IGF-1 (pg/mL) 127,33+74,24 191,88+ 126,98 250,52 + 142,86 0,4871
IL-6 (pg/mL) 105,37 + 157,89 190,67 £ 154,71 95,02 + 141,91 0,7122
IL-8 (pg/mL) 1,34+0,18 4,55+ 3,56 17,52+7,89 0,0164
MCP-1 (pg/mL) 685,39+ 174,49 753,09+ 485,51 1117,77 £335,2 0,3429
MMP-2 (pg/mL) 51,82+9,70 102,42 £ 45,83 75,39+ 13,05 0,3448
MMP-3 (pg/mL) 1110+ 214,9 1563 +797,1 1154+ 218,6 0,656
OPG (pg/mL) 172,5+232,6 270,9+272,4 256,4 + 285,6 0,8972
OPN (pg/mL) 9,35+4,18 4,79+1,98 7,72+8,94 0,6449
PDGF-BB (pg/mL) 272,67 £ 187,08 346,8 + 107,07 380,08 + 113,41 0,6526
SDF-1a (pg/mL) 445,75 + 464,15 1069,45 + 835,62 1066 + 1141,66 0,5935

Tableau 3: Les CE sous effet de Pi+IS sécrétent de I’IL-8 et de I’lCAM-1 soluble

Un criblage par cytokine array a permis la recherche et la quantification dans I’EC-CM de quarante
cytokines impliquées dans le métabolisme osseux. L’analyse a été effectuée a partir de trois lots
différents d’HUVEC, chaque lot étant un pool d’HUVEC provenant de quinze a vingt donneurs
différents. Seules les valeurs de concentrations supérieures aux limites de quantification sont rapportées

et exprimées en moyennexécart-type.

Parallelement une analyse par ELISA du milieu de culture des CE a révélé une augmentation
de la concentration d’IL-8 sous I’effet de I’'IS. Cet effet de I’IS était concentration-dépendant et
n'était pas significativement limité par la présence de 4% d’albumine (n=3, Figure 44A).
Cependant, I’effet produit par I’IS a ét¢ amplifié de maniére significative par 1'addition de 3
mM de Pi pour les concentrations d’IS comprises entre 40 et 400uM (n=3, Figure 44A). D'autre
part, la libération d'IL-8 n'a pas été affectée par la présence de Pi seul quelque soit sa

concentration entre 0,9 et 5 mM (n=3, Figure 44B).
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Finalement, la RT-qPCR a montré que I’IS et I’association Pi+IS, mais pas le Pi seul,
augmentaient significativement l'expression du geéne de I'IL-8 d’environ 1,7 et 2,4 fois,

respectivement, par rapport a la condition controle (Figure 44C).
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Figure 44: Pi+IS induit l'expression et la sécrétion d'IL-8 par les CE

A. ELISA effectué sur les EC-CM montrant la libération de I’'[L-8 par les HUVEC exposées a des
concentrations croissantes d’IS, en présence ou non de 4% Alb ou de Pi. Les résultats sont exprimés en
moyennexSEM, n=3. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs 0 ug/mL IS, ##p<0,01,
###p<0,001 vs la méme concentration d’IS.

B. ELISA effectué sur les EC-CM montrant la libération de I’'IL-8 par les HUVEC exposées a des
concentrations croissantes de Pi. Les valeurs sont la moyenne£SEM, n=3.

C. RT-gPCR montrant les niveaux d'expression de 'ARNm de I'lL-8 dans les HUVEC aprés 2 jours de
traitement par Pi, IS, et Pi+IS. Les résultatss sont expimés en moyennexSEM, n=3. * p <0,05, ***p

<0,001 vs la condition correspondante.
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3. L’IL-8 est responsable de la calcification induite par
PEC-CM

Afin d’étudier I’implication de I’IL-8 dans la calcification des CMLVH, celles-ci ont été traitées
avec des concentrations croissantes d'IL-8 (de 0 a 30 pg/mL), seule ou en présence de Pi, IS ou
Pi+IS. Les résultats ont montré que 1'L-8 induisait une augmentation significative du dépot
calcique de manicre concentration-dépendante dans la condition Pi+IS (n=3, p<0,05, Figure

45).
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Figure 45: IL-8 accentue l'effet de Pi et de Pi+IS sur la calcification des CMLVH.
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A et B. Quantification du deépot calcique et photographie représentative du marquage au rouge
d’alizarine apres 14 jours de traitement des CMLVH en présence de 3mM Pi, ou de 200uM 1S, ou les
deux, et d’une concentration croissante d’IL-8 (de 0 a 30 pg/mL). Les résultats sont exprimés en
moyennexSEM sur n = 3 expériences indépendantes. ***p <0,001, ****p <0,0001 vs 0 pg/ml d’IL-8
dans l'état basal; #p<0.05, ####p<0.0001 vs. 0 pg/ml d'IL-8 dans la méme condition urémique;
3p<0,05 vs. 10 pg/mL d'IL-8 en condition Pi+IS.

Ensuite, pour vérifier si 1'L-8 serait responsable de la calcification des CMLVH induite par
I’EC-CM, un anticorps neutralisant anti-IL-8 a été ajouté au milieu DMEM:EC-CM (50:50).
Cet anticorps anti-IL-8 a significativement empéché (p <0,05) I’effet induit par ’EC-CM sur la
calcification des CMLVH dans la condition urémique Pi+IS par rapport a la condition controle
(1,7+0,46 vs. 3,1+0,38 respectivement, n=4, Figure 46A). De méme, 1'ajout de I’antagoniste
SCHS527123 des récepteurs de 1'lL-8 (CXCRI1/2) a significativement réduit (p<0,0001) la
calcification induite par ’EC-CM dans les conditions Pi+IS par rapport a la condition contrdle

(1,8+0,25 vs. 4,2+0,45 respectivement, n=3, Figure 46B).
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Figure 46: L’IL-8 est responsable de la calcification induite par 'EC-CM

A et B. Quantification du dépdt calcique montrant l'effet de l'ajout de 5 ng/mL d’un anticorps
neutralisant anti-IL-8 ou de 1 uM de [’antagoniste des récepteurs de I'IL-8 (CXCRI1/2) SCH527123
(SCH) sur les CMLVH induites par I'’EC-CM en condition Pi+IS. Les résultats sont exprimés en
moyennexSEM, n=4 et n=3 respectivement. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.

D'autre part, pour confirmer que l'effet promoteur de I'EC-CM sur la calcification serait bien di
a la sécrétion d'IL-8 par les CE, ces dernieres ont été transfectées avec 50 nM d’un siRNA IL-
8 ou 50 nM d’un siRNA controle puis traitées pendant 48h avec 1’association Pi+IS. La
transfection a été validée par RT-qPCR et ELISA montrant une réduction de 96,2% et 60,4%
de I’expression du gene de I'IL-8 et de la sécrétion de I’IL-8 respectivement grace au siRNA

IL-8, par comparaison au siRNA contrdle (n=3, Figures 47A et B respectivement).
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Figure 47: La transfection d’un siRNA IL-8 inhibe significativement I’expression de I'IL-8 dans les
HUVEC

A. RT-qPCR apres 2 jours de traitement des HUVEC montrant l'expression du géne de I'[L-8 dans les
HUVEC apres tranfection par le siRNA IL-8 par rapport au siRNA contréle. Les résultats sont exprimés
en moyennexSEM. n=3. ****p<(,0001 vs control ou condition spécifique.

B. ELISA effectué sur le surnageant des HUVEC aprés 2 jours de traitement montrant la sécrétion de
I’IL-8 par les HUVEC apreés tranfection par le siRNA IL-8 par rapport au siRNA controle. Les résultats

sont exprimés en moyenne+SEM. n=3. *p<0,05, **p<0,01 vs contréle ou condition spécifique.
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Ensuite, la calcification des CMLVH induite par I’EC-CM dans la condition Pi+IS a été
significativement abolie (p<0,0001) en utilisant ’EC-CM collecté des CE transfectées avec le
siRNA IL-8 par comparaison avec I’EC-CM collecté¢ des CE transfectées avec du siRNA

scrambled (0,64+0,04 vs. 2,94+0,09 respectivement) (n=4, Figure 48).
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Figure 48: La calcification induite par I’EC-CM provient de I’IL-8 exprimée par les HUVEC

Quantification du dépot calcique montrant l'effet de la transfection des HUVEC par le siRNA IL-8 sur
la calcification des CMLVH induite par I’EC-CM. Les résultats sont exprimés en moyenne£SEM, n=4.
*xEEp <0,0001 vs EC-CM recueillies apreés transfection des HUVECs avec un siRNA contréle.
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4. L’IL-8 n’accentue pas la transdifférenciation

ostéogénique induite par les toxines urémiques

Afin d’examiner le role de I'L-8 dans la transdifférenciation ostéogénique des CMLVH induite
par les toxines urémiques, les marqueurs précoces et tardifs de ce changement phénotypique
ont été analysés par RT-qPCR apres 2, 7 ou 14 jours de traitement. Par rapport au contréle,
I’association Pi+IS a significativement augmenté I'expression des marqueurs ostéogéniques
RUNX2 apres 2 jours (1,52+0,02, p<0,05, Figure 49A), BMP2 aprés 7 jours (2,38 + 0,23,
p<0,001, Figure 49B) et ALP apres 7 jours (1,96+0,17, p<0,05, Figure 50C). En ce qui concerne
les marqueurs contractiles, Pi+IS a significativement réduit (p<0,05) l'expression de SM22a
(0,75+0,05), SMMHC (0,75+0,05) et aSMA (0,65+0,10) au jour 14, par rapport aux controles
(Figure 49D, 4E et 4F, respectivement). Tous ces effets n'étaient pas significativement modulés

par la présence d’IL-8.
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Figure 49: L'IL-8 n’accentue pas la transdifférenciation ostéogénique des CMLVH induite par Pi+1S

A. Le niveau d'expression de I'ARNm du marqueur ostéogénique RUNX2 apres 2 jours de traitement
augmente en présence de Pi+lIS.

B et C. Les niveaux d'expression de I'ARNm des marqueurs ostéogéniques BMP2 et ALP apres 7 jours
de traitement augmentent dans la condition Pi+IS.

D, E et F. Les niveaux d'expression de I'ARNm des marqueurs contractiles SM220, SMMHC et aSMA

apres 14 jours de traitement diminuent en présence de Pi+IS.

Les résultats sont exprimés en moyennexSEM. n=3. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs Contrile.
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5. I’IL-8 empéche 1'augmentation de I’expression et de la

sécrétion d’OPN par les CMLVH

L’expression d’un autre marqueur de différenciation ostéogénique, I’OPN, a également été
¢tudiée. La RT-qPCR (Figure 50A) et ’ELISA (Figure 50D) ont été menées sur les CMLVH
et leurs milieux de culture aprés 2 jours de traitement. Les résultats ont montré que Pi+IS
augmentait significativement 'expression et la sécrétion d'OPN de ~1,9 et ~3,3 fois comparé a
la condition contrdle (p<<0,001 et p<0,0001, respectivement).

Parallélement, le milieu conditionné des CE exposées a Pi+IS a empéché significativent
I’augmentation des niveaux d'ARNm d'OPN et de ’OPN sécrétée par les CMLVH, comparé a
I’absence d’EC-CM (0,82+0,14 et 1+0,08 respectivement, p<0,0001, Figures 50A et 50D). De
la méme manicére, le traitement direct des CMLVH exposées a Pi+IS par IL-8 a limité
significativement I'induction de 1'expression d'OPN et de sa sécrétion (1,19+0,06 et 1,02+0,025
respectivement, p<0,0001, Figures 50B et 50E). A I’inverse, lorsque I'antagoniste SCH527123
des récepteurs de I’'IL-8 (CXCR1/2) a été ajouté a ’EC-CM, les niveaux d’ARNm d'OPN et sa
sécrétion par les CMLVH en présence de Pi+IS ont été significativement augmentés de ~1,9 et
~3,6 fois, respectivement, par rapport a 1’absence d’antagoniste (Figures 50C et 50F,

respectivement).

Page | 122



Résultats

A D.
37 Il OMEM 1000 [l OMEM
= —_
o DMEM:EC-CM DMEM:EC-CM
Ty o % B00+ e
3% ,) k-
3 £ 600+
£3 =
o T 4004
_5% 14 T B
a =
& i
ﬂ' u_.
Contrdle Pi+l1S Contrile Pi+15
B. E
_ 371 I oMEm 10007 Wl DMEM
o DMEM + IL-8 Py DMEM + IL-B
o . T 800 FEEE
Cy- Ed
3 £ 27 Z 600
z 3 o
-
% g T —_—— % 4004
E E 14 o
1& T 2001 -_— —
i A
0= [
Contrile Pi+1S Contrdle Pi+15
C. F.
- 3 DMEM:EC-CM 10005 DMEM:EC-CM
% . 5% DMEM:EC-CM + SCH :E AN DMEMGEC-CM + SCH
= o * 'E 200 dedkeke ok
3 H N
g E 21 = Q
38 N g 6004
a a I
c % "'-\"': -E 400
-% = 11 -_— 2
c —
-4 \ \ 2200 pe
g 3 N
3 N N . N N
Contrile Pi+I5 Contrile Pi+I5

Figure 50: L'IL-8 empéche l’induction de I’OPN par le Pi+IS dans les CMLVH
RT-qPCR (a gauche) et ELISA (a droite) menées sur les CMLVH et leurs milieux de culture apres 2

Jjours de traitement.
A et D. Effet de I’ EC-CM sur l'expression de l'ARNm de I'OPN et la sécretion de [’ OPN.
B et E. Effet de I'lL-8 sur l'expression de I'ARNm de I’OPN et la sécrétion de I’ OPN.

C et F. Effet de [’antagoniste SCH527123 (SCH) des récepteurs de I'IL-8 ajouté a I'"EC-CM sur
l'expression de I'ARNm de I'OPN et la sécretion de I’OPN.

Les résultats sont exprimés en moyennexSEM, n=3 pour la RT-gPCR, n=35 pour I’ELISA, *p<0,05,
*p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs Controle.
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De plus, lorsque I’OPN est ajoutée a I’EC-CM, la calcification des CMLVH induite par I’EC-
CM a été significativement prévenue, comparée a 1’absence d’OPN (0,91+0,24 vs. 4,40+0,32

respectivement, p<0,001, Figure 51).
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Figure 51: La supplémentation d’OPN empéche la calcification des CMLVH induite par Pi+IS

Quantification du dépot calcique apreés 14 jours de traitement des CMLVH par I’EC-CM supplémenté
en OPN. Les résultats sont exprimés en moyenne=SEM. n=3. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs

contréle ou condition spécifique.
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6. L’antagoniste des récepteurs de 1'IL-8 inhibe Ila

calcification des anneaux aortiques de rat

Afin d’évaluer la calcification a I’échelle tissulaire, des anneaux aortiques de rats ont été
¢galement exposés a Pi et IS. Les anneaux aortiques ont montré une augmentation significative
de la calcification tissulaire, mesurée par la teneur en calcium apres 7 jours de traitement, par
Pi et dans une plus grande mesure par Pi+IS comparé a la condition contrdle (40+6 et 67+7 vs.

2+0,2 ng Ca/mg d'anneau aortique respectivement, p<0,0001, Figure 52).
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Figure 52: Pi et Pi+1S induisent la calcification des anneaux aortiques de rats

Dosage du calcium tissulaire apres 7 jours de traitement des anneaux aortiques par 3,8mM Pi, et 3,8mM

Pi+200uM IS. n=6. **p<0,01, ****p<0,0001 vs Contréle.

En parall¢le, la RT-qPCR a montré que 1’association Pi+IS augmente d’environ 2,1 et 1,6 fois
I'expression génique des homologues de I'IL-8 chez le rat, le CXCL1 et le CXCL2

respectivement, par rapport aux contrdle (p<0,001 et p<0,05 respectivement, Figure 53).
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Figure 53: Pi+lS induit l'expression des homologues de I’IL-8 chez le rat

A et B. RT-gPCR montrant [’expression des ARNm de CXCLI et CXCL2 (homologues de I'IL-8)
respectivement, dans les anneaux aortiques de rat apreés 7 jours d’exposition a Pi+IS. n=8. *p<0,05,

*4%p<0,001 vs Controle.

En outre, 1'addition de 1'antagoniste SCH527123 des récepteurs de I'IL-8 (CXCR1/2) a réduit

d’environ 42% la calcification des anneaux aortiques induite par Pi+IS (p<0,0001, Figure 54).
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Figure 54: L'antagoniste des récepteurs de I'IL-8 inhibe la calcification des anneaux aortiques de rat

A et B. Dosage du calcium tissulaire et photographie représentative d 'un marquage au Rouge Alizarine

des anneaux aortiques en présence de Pi+1S et de 'antagoniste de CXCR1/2, SCH527123, (SCH). n=38.

*E*ED<0,0001 vs Pi+IS.

Il est intéressant de noter que l'expression génique de ’OPN n'a pas été modifiée par le

traitement Pi+IS dans les anneaux aortiques de rat. Cependant, 1'addition de SCH527123 au

traitement Pi+IS induit une augmentation de 2,2+0,3 fois du niveau d'ARNm de I’OPN par

rapport au Controle (p <0,0001, Figure 55).
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Figure 55: L’anatgoniste SCH527123 des récepteurs de I’IL-8 induit ’expression de I’OPN dans les
anneaux aortiques de rat en présence Pi+IS

A et B. RT-qPCR et I'immunohistochimie représentative montrant I’effet du SCH527123 sur le niveau
d'ARNm de I’OPN et sur I'immunomarquage de I’OPN. n=7. ***p<0,001, ****p<0,0001 vs la

condition correspondante.
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A notre connaissance, notre étude est la premiére a documenter l'interaction CE-CMLV au
cours de la CV induite par les toxines urémiques. Dans nos résultats préliminaires, nous avons
confirmé que des concentrations urémiques de Pi induisent la calcification des CMLVH. Nous
avons ensuite établit, pour la premiére fois, que des concentrations urémiques d’IS additionnées
a Pi amplifient 1’effet de ce dernier sur la calcification produite par les CMLVH alors qu’IS
seul a la méme concentration n’induit pas de calcification. Nous pouvons donc dire que I’IS
potentialise I’effet calcifiant de Pi sur les CMLVH. Nous avons démontré aussi que I'EC-CM,
recueilli & partir de CE exposées pendant 48 heures a Pi et IS, a augment¢ 1'effet de ces toxines
urémiques sur la calcification produite par les CMLVH. Nous avons montré ensuite qu’lS et
Pi+IS ont induit I'expression et la sécrétion d'IL-8 par les CE, ce qui a favorisé la calcification
des CMLVH. En effet, I’inhibition du geéne de I’'IL-8 dans les CE en transfectant un siRNA IL-
8, la neutralisation de I'IL-8 sécrétée dans I’EC-CM avec un anticorps neutralisant anti-IL-8, ou
le blocage des récepteurs de I'lL-8 dans les CMLVH avec un antagoniste des récepteurs de I’IL-
8 ont aboli 'effet promoteur de ’EC-CM sur la calcification produite par les CMLVH dans la
condition Pi+IS. Bien que les toxines urémiques aient induit une transdifférenciation
ostéogénique des CMLVH, Ila supplémentation en IL-8 n'a pas accentué¢ cette
transdifférenciation. Cependant, I'lL-8 a empéché l'induction de l'expression et de la sécrétion
d'OPN par Pi+IS dans les CMLVH, sachant que I’OPN est un inhibiteur puissant et inductible
de la calcification. De méme, ’EC-CM semble avoir inhibé 1’augmentation de 1’expression
d'OPN dans la condition Pi+IS. Cette inhibition a été levée par 1’ajout d’un antagoniste des
récepteurs de 1'[L-8 permettant 1’induction de I’OPN par Pi+IS dans les CMLVH méme en

présence de ’EC-CM.
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En outre, en utilisant le mod¢le tissulaire des anneaux aortiques de rats calcifiés en présence de
Pi et IS, nous avons vérifié que ces toxines urémiques augmentaient les niveaux d ARNm de
CXCL1 et CXCL2, les homologues de 1'I[L-8 chez le rat. De plus, nous avons démontré que le
blocage des récepteurs de 1'IL-8 par un antagoniste a empéché partiellement la calcification
induite par Pi+IS dans les anneaux aortiques, tout en débloquant I'expression de 'OPN, comme

nous ’avions observé dans le modéle cellulaire.

Role des toxines urémiques

Le risque ¢levé de maladies cardiovasculaires chez les patients atteints d’IRC ne peut pas étre
expliqué uniquement par les facteurs de risque cardiovasculaires traditionnels?*. En effet, en
plus de I’age, du sexe, du diabete, du tabagisme, de I’hypertension et d’autres facteurs de risques
traditionnels, se rajoutent des facteurs non traditionnels lies a I'IRC tels que le
dysfonctionnement endothélial, I’inflammation, la microalbuminurie et
I’hyperphosphatémie??®. La CV, aussi bien intimale que médiale, est aggravée par I'IRC et est
prédictive de la morbidité et de la mortalité cardiovasculaires®'®. L’hyperphosphatémie est une
inductrice puissante de la CV; et ’efficacité des chélateurs digestifs du phosphate qui forment
un complexe insoluble avec le phosphate, empéchant ainsi son absorption dans le systéme
digestif et abaissant sa concentration sérique, a ¢été testée dans le cadre des stratégies
thérapeutique de prévention de la CV chez les patients atteints d’IRC'672%", Les chélateurs de
phosphate peuvent contenir ou pas du calcium. Bien que les deux types de chélateurs de
phosphate réussissent a controler la phosphatémie, ceux qui contiennent du calcium pourraient
aggraver et accélérer la CV chez les patients atteints d’TIRC??%. Le Sévélamer est I’un des
chélateurs de phosphate dépourvus de calcium le plus étudié. Le Sévélamer a en effet réduit la
CV chez les patients hémodialysés??’, sans toutefois réduire la mortalité toutes causes

confondues dans une large étude conduite sur 2612 patients hémodyalisés?*.
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L’IS est une autre toxine urémique qui s’accumule dans le sang et les tissus des patients atteints
d’IRC; et bien que la toxicité¢ de I’IS sur le systéme cardiovasculaire et rénal soit établie, il
n’existe a I’heure actuelle aucune stratégie optimale d’élimination de cette toxine
urémique'®®!8!. Lors de I'IRC, les CMLV qui jouent un rédle central dans le processus de CV
sont exposées a des concentraitons élevées d’IS favorisant leur transdifférenciation
ostéogénique, leur apoptose, la libération de vésicules matricielles et la perturbation de
I’expression des inhibiteurs de la calcification®!®. En particulier, Muteliefu ef al ont montré in
vitro que 1'IS induit, d'une maniére concentration-dépendante, la production d’ERO par les
CMLVH suite a l'activation de la NADPH oxydase 4!*. Ce stress oxydatif a été associé a la
prolifération cellulaire et a une augmentation de I'expression des marqueurs d'ostéoblastes ALP,
RUNX-2 et OPN'*22* L’IS a également favorisé la senescence des CMLVH en stimulant
I’activité de la B-galactosidase, I’expression de p53 par les ERO, ainsi que 1’expression de la

Prélamine A, trois marqueurs de la sénescence cellulaire?!*

. En outre, chez des rats hypertendus,
I’IS a engendré la calcification aortique et I'épaississement de la paroi des aortes arquées,
thoraciques et abdominales avec une co-localisation des marqueurs ostéogéniques (I’OPN, la
RUNX2 et ’ALP)?!>, I’IS a aussi induit la sénescence aortique et 1'accumulation de Prélamine
A dans les cellules intégrées dans les zones calcifiées aortiques®'*?*!. 11 a été proposé que la
sénescence des CMLV modifie leur phénotype sécrétoire qui se manifeste par une
surexpression des marqueurs ostéogeéniques et une perte des inhibiteurs de la calcification (tels
que la MGP) indiquant ainsi une transdifférenciation ostéogénique des CMLV et une
participation aux maladies cardiovasculaires par induction de la CV?*2. Cependant, trés peu
d'é¢tudes ont démontré I'effet de 1'[S sur la calcification produite par les CMLV. Wu et al ont
montré que les CML de la veine ombilicale humaine calcifient en présence de S500uM d’IS

apres 14 jours de traitement, alors que Chen et al et Zhang et al ont induit une calcification des

CMLVH en culture suite a une exposition a une concentration tres élevée d’IS (1000uM) pour
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une durée de 6 et 7 jours, respectivement?!2!8, Dans notre étude, le traitementpar IS seul,
pendant 14 jours, a une concentration proche de celle mesurée dans les séra de patients dialysés
(200uM) n’a pas induit de calcification des CMLVH en culture. Toutefois, la concentration de
200uM d’IS a augmenté significativement la calcification des CMLVH induite par des
concentrations élevées de Pi (3mM). Au niveau tissulaire, la concentration urémique de I'IS a
¢galement favorisé de maniére significative 'effet procalcifiant de Pi dans les anneaux aortiques
de rat alors qu'aucun effet n'a été observé avec I’IS seul. Ces résultats suggerent que I’IS pourrait
agir non seulement comme un facteur procalcifiant direct a des concentrations élevées mais
aussi, a des concentrations moins élevées, comme un facteur de potentialisation chronique d'un
inducteur fort et bien établi de la CV, comme I'hyperphosphatémie. Le mécanisme par lequel
IS amplifie l'effet procalcifiant du Pi peut dépendre de I’activation de la voie JNK qui stimule
I’expression de Pit-1 comme cela a été démontré dans les CML de la veine ombilicale humaine
exposées a 500uM d'IS?!7. En effet, le transport du phosphate par Pit-1, qui appartient au type
III des co-transporteurs de phosphate dépendant du sodium, est essentiel pour la calcification

des CMLYV in vitro et pour la transdifférenciation ostéogénique'”*

. Bien que 1'IS soit une toxine
urémique fortement liée a I'albumine, 1'effet promoteur significatif de 'S sur la calcification in
vitro des CMLVH induite par Pi n'a pas été modifié en présence de 4% d'albumine. Des études
précédentes ont montré que, méme en présence d’albumine, 100uM d’IS ont été capables de
stimuler significativement 1’expression du Facteur Tissulaire impliqué dans une variété de
maladies cardiovasculaires (athérosclérose, hyperplasie néointimale, anomalies de la
coagulation entre autres) dans les CMLV?®, tandis que 250uM d’IS a favorisé
significativement la prolifération des CMLV de rat. Cette derniere a été inhibée par le

probénécide, un inhibiteur des transporteurs des anions organiques (OAT)**. Les effets

toxiques de 1'IS peuvent donc dépendre de 1’absorption cellulaire active de I’'IS par les
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transporteurs, plutot que d'une diffusion hypothétique passive de la forme libre de I’IS a travers

la membrane cellulaire®>.
Role des cellules endothéliales

Puisque l'endothélium est directement exposé aux toxines urémiques circulantes dans le sang,
nous avons émis 1'hypothése que les CE pourraient participer a I’effet promoteur de I’IS sur la
CV. Nous avons d’abord observé que ’EC-CM a exacerbé significativement les effets de Pi et
de Pi+IS sur la calcification produite par les CMLVH. L’EC-CM en condition controle (sans
toxine urémique) ainsi que le milieu basal pour la culture des CE (’EBM-2) exempt du
conditionnement cellulaire n'ont pas modifi¢ la calcification des CMLVH induite par Pi+IS. De
ce fait, nous en avons déduit que les CE exposées aux toxines urémiques ont pu sécréter des
facteurs, présents dans I’EC-CM, qui ont aggravé la calcification des CMLVH.

Ensuite, nous avons utilisé un cytokine array permettant le criblage et la quantification de 40
facteurs impliqués dans le métabolisme osseux. Cette recherche sans a priori a permis
I’identification de I’IL-8 comme un facteur contenu dans ’EC-CM et dont la concentration est
significativement induite suite a 1’exposition des CE a Pi+IS. Ce résultat a ét¢ confirmé par
I’ELISA indiquant que la libération de I’IL-8 est dépendante de la concentration d’IS, et par la
RT-gqPCR montrant la stimulation de I'expression du géne de I’IL-8 dans les CE par I’'IS. La
aussi, l'albumine n'a pas empéché de maniere significative l'effet de 1I’IS sur la libération d'IL-
8 par les CE, ce qui est cohérent avec les travaux précédents ne montrant pas d’effet limitant de
I'albumine sur la libération du facteur tissulaire, la prolifération et le stress oxydatif des CE

exposées a IS!6:17,
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En outre, le Pi seul, jusqu'a une concentration de 5 mM, n'a pas induit la sécrétion de 1'lL.-8 par
les CE. Cependant, 3mM de Pi a significativement amplifié¢ la stimulation de I'IL-8 par I’IS.
Dans une étude récente sur des CE immortalisées, 2,5mM de Pi a induit une sécrétion de
microparticules a activité procoagulante ce qui est conforme avec le lien pathologique entre
’hyperphosphatémie et le dysfonctionnement endothélial’*®. De méme, des concentrations
élevées de Pi (2,5 et SmM) ont gravement altéré les fonctions des CE immortalisées telles que
l'angiogenese, la formation et la morphologie de la paroi vasculaire, la migration et la survie
des CE*’. En effet, la sénescence des CE est aggravée par des niveaux élévés de Pi qui agissent
a travers la stimulation de la production de I’ET1 qui induit I’activité de la B-galactosidase et
’expression de p16 liées a la senescenece cellulaire®*®. En outre, la sécrétion d'IL-8 par les CE

a été rapportée lors des infections bactériennes a travers la voie de signalisation des « Toll-like

et 4239,240; 241

receptor » 2 et en réponse a I’oxLDL, a I'homocystéine ou au TNFa~*'. L'exposition
des CE au plasma ou sérum humain urémique a également entrainé une augmentation de
I'expression de I'IL-8 en fonction du temps et du stade de I'IRC?**?* Cependant, aucun travail
n'a ét¢ publi€ a ce jour montrant un effet inducteur de 1'[S sur la libération de I’IL-8 par les CE.
Le mécanisme par lequel I’IS et I’association Pi+IS agissent sur les CE pour induire I'expression
et la sécrétion de 1'IL-8 mériterait donc une €tude plus approfondie. De fagon intéressante, dans
notre modele d’anneaux aortiques de rat, le Pi+IS a également induit, d’une fagon significative,

l'expression des génes de CXCL1 et CXCL2, cytokines homologues de I'lL-8 humaine chez le

rat.
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Ensuite, nous avons vérifié si I’'IL-8 pouvait expliquer 1'effet promoteur de ’EC-CM sur la
calcification induite par Pi+IS dans les CMLVH. En premier lieu, ’IL-8 a stimulé d'une
manicre concentration-dépendante les calcifications induites par Pi+IS dans les CMLVH en
culture. De plus, 'anticorps neutralisant 1'lL-8 ou l'antagoniste des récepteurs de 1'lL-8 ont
significativement empéché l'effet procalcifiant de I’EC-CM dans la condition Pi+IS. De méme,
I’EC-CM, collecté a partir des CE dont le géne de I'IL-8 a été éteint, a aussi aboli I'effet
procalcifiant de ’EC-CM dans la condition Pi+IS. Ces résultats mettent en évidence le rdle
potentiel et important de 1'lL-8 dans la CV comme conséquence du dialogue CE-CMLYV lors de
I’IRC. Or I'IL-8 est connu pour jouer un rdle important dans la pathogenése de
l'athérosclérose?*!, qui est accélérée dans I’ IRC?**. Une étude clinique prospective incluant 103
patients atteints d'IRC aux stades 3 ou 4 a indiqué qu'une concentration sérique ¢levée en IL-8
est corrélée a I'étendue des calcifications des artéres coronaires et abdominales**. De plus, un
effet déléteére des interactions CE-CMLYV sur la CV a été précédemment supposé pour de
nombreuses raisons. Tout d'abord, la calcification in vitro induite par la BMP4 des CMLV
isolées des souris est aggravée par la présence de VEGF’!. De plus, le NO inhibe la calcification
et la transdifférenciation ostéogénique des CMLYV par la voie de la GMPc en atténuant I’activité
du TGFB mesurée par la phosphorylation du complexe smad2/3 et en réprimant I’expression
des marqueurs ostéogéniques tels que I’ALP, 1’ostéocalcine et le collagene de type 1 chez des
CMLYV isolées de l'aorte thoracique des souris®’. En outre, plusieurs facteurs endothéliaux tels
que le VEGF et I'angiopoiétine sont impliqués dans la formation osseuse. Récemment, RANKL
a augment¢ la libération de BMP2 par les CE aortiques humaines; et la culture des CMLVH
aortiques dans un milieu conditionné par les CE exposées au RANKL a stimulé I'expression et
I’activité de I’ ALP et ’expression de RUNX2, deux marqueurs ostéogéniques bien établis, chez
les CMLVH’®. Dans notre travail, RANKL ainsi que PDGFB et TGFB qui sont également

impliqués dans le dialogue entre CE et CMLVS, ont présenté des concentrations inférieures a
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la limite de quantification du cytokine array que nous avons effectué¢ sur I’EC-CM, suggérant
qu’il n’ont probalement pas contribué dans notre modé¢le a 1’effet procalcificant de ’EC-CM.
Outre I'IL-8, la concentration de 'ICAM-1 soluble a été aussi significativement augmentée dans
la condition Pi+IS, mais I’ajout d’ICAM-1 soluble n’a pas eu d’effet supplémentaire sur les
calcifications produites par les CMLVH dans la condition Pi+IS (Figure 57) contrairement a

I’effet observé avec 1’IL-8.

871 B DMEM

DMEM + ICAM-1
NS

Contenu en calcium
(Relatif au Controle)
4

L

Contréle Pi+IS

Figure 56: L’ICAM-1 n’accentue pas leffet de Pi+IS sur la calcification des CMLVH

La quantification du Rouge Alizarine aprés 14 jours de traitement des CMLVH en présence de Pi+IS
supplémenté ou non en ICAM-1 ne montrant aucune variation de la calcification des CMLVH en

condition correspondante non supplémentée. Les valeurs sont la moyenne + SEM. n=3.
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Effet de I’IL-8 sur le changement phénotypique des CMLVH

La CV résulte en partie de la capacit¢ des CMLV a se transdifférencier en cellules
ostéogéniques’!®. Dans notre étude, Pi+IS a significativement augmenté l'expression des
marqueurs ostéogéniques RUNX2, BMP2 et ALP et diminué l'expression des marqueurs
contractiles SM22a, SMMHC et aSMA dans les CMLVH. Ces effets n'ont pas été amplifiés
par I'IL-8, ce qui suggere que l'effet promoteur de I'lL-8 sur la calcification induite par Pi+IS
pourrait ne pas étre dii a une amplification de la transdifférenciation ostéogénique des CMLVH.
Cependant, Pi+IS a également induit I’expression de 'OPN, qui a été abrogée par 1'lL-8. Ainsi,
I’augmentation de 1’expression d’inducteurs des calcifications (BMP2, ALP) sous ’effet de
Pi+IS pourrait étre associée a une réduction de I’expression d’un inhibiteur de calcifciation
(OPN) lorsque I’on rajoute I’IL-8. De maniére intéressante, I’EC-CM a également empéché
l'induction de I’OPN dans les CMLVH exposées au Pi+IS alors que l'antagoniste des récepteurs
de I'IL-8 ajouté a I'EC-CM a débloqué l'induction de 'OPN dans les CMLVH exposées au
Pi+IS.

L'OPN est une phosphoprotéine dont la localisation est normalement restreinte a la matrice et
la morphogenese osseuses; cependant, elle est également rencontrée dans les plaques
d'athérosclérose alors qu'elle est absente dans les artéres saines?*®. L’OPN empéche les dépots
ectopiques de calcium et est un inhibiteur puissant et inductible des calcifications vasculaires?*°.
Bien que la déficience en OPN n’ait pas conduit a la calcification spontanée de la matrice des
CMLV dans des conditions de culture normales, elle a significativement augmenté la
calcification de la matrice extracellulaire dans un environnement riche en phosphate et ceci de
maniere dépendante du temps et de la concentration, suggérant un mécanisme adaptatif des

CMLYV face a une exposition a des niveaux élevés de phosphate!4%-247,
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L’hyperphosphatémie et le sérum urémique induisent 1’expression de 1I’OPN dans les
CMLV!4L14 " Chez les patients hémodialysés, les taux plasmatiques de I’OPN ont été
significativement plus €levés par rapport aux sujets sains et ont été corrélés avec l'indice de
calcification aortique'*’. Il a été suggéré qu'un niveau élevé d'OPN pourrait étre une réponse
protectrice contre 1'augmentation de la calcification lors de I’IRC, limitant ainsi son étendue.
Cependant, l'augmentation de l'expression de 1'OPN pourrait ne pas étre suffisante pour
empécher la progression de la calcification, en particulier en cas de déséquilibre entre les
facteurs pro- et anti-calcifiants'®. En effet, nos résultats supportent le concept selon lequel une
augmentation de l'expression de I'OPN est associée a la CV du fait de la transdifférenciation
ostéogénique des CMLYV, et la CV est aggravée en absence de 'OPN. Ainsi, une augmentation
de l'expression de I'OPN dans les cellules médiales aortiques a été rapportée chez des souris
nourries avec un régime riche en phosphate en réponse a un traitement avec un agoniste du
récepteur de la vitamine D et cette augmentation de I’expression de I’OPN a été associée a une

248 Dans notre modéle cellulaire, nous avons

prévention significative de la calcification aortique
observé que la supplémentation en OPN dans le milieu basal des CMLVH ou dans le milieu
des CMLVH traités avec I’EC-CM a fortement empéché la calcification dans la condition
Pi+IS. En bloquant les récepteurs de I’[L-8 avec le SCH527123, I’effet inhibiteur d’EC-CM sur
I’expression et la secretion de I’OPN par les CMLVH a été levé. Au niveau tissulaire, le
SCHS527123 a partiellement empéché la calcification induite par Pi+IS des anneaux aortiques
du rat et cet effet a été associé¢ a une induction significative de l'expression d’OPN. Le
SCH527123 est un antagoniste allostérique spécifique et puissant de CXCR1 et CXCR2 avec
une haute affinité pour CXCR222224%:230 1] g été étudié chez les rongeurs, les porcs, les singes
et les humains ou il a démontré une puissante capacité a inhiber la mobilisation des neutrophiles
222,251 ,252'

induite par le CXCLI1 et I’'[L-8, au cours de l'inflammation pulmonaire chronique

Cependant, il n'a pas encore été testé dans le blocage de la CV induite par 1'IL-8.
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Ainsi, les CE exposées a Pi+IS sécrétent de 1'IL-8 qui aggrave 1’effet de ces toxines urémiques
sur les calcifications produites par les CMLV. L’IL-8 semble jouer un role critique dans les CV
en inhibant I’induction de I’OPN par les toxines urémiques chez les CMLV, créant

probablement un déséquilibre entre les inducteurs et les inhibiteurs de la CV (Figure 58).

Pi+ IS Pi+1s
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Figure 57: Effet proposé des CE exposées a Pi+1S sur la calcification produite par les CMLV
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L’antagoniste des récepteurs de I’IL-8 bloque I’effet promoteur de I’IL-8 sur la CV en levant
I’inhibition exercée par le milieu conditionné sur la synthése de ’OPN chez les CMLV dans
les conditions urémiques, d’ou le potentiel thérapeutique de cette approche dans la prévention

des complications cardiovasculaires lors de I’IRC (Figure 59).
Pi+ IS Pi+1s
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Figure 58: Effet protecteur proposé de !’antagonsite des récepteurs de I’IL-8 (SCH) contre la
calcification produite par les CMLV
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Lors de I’IRC, la CV est favorisée par des facteurs urémiques tels que 1’hyperphosphatémie et
I’accumulation de I’IS qui possedent des effets déléteres sur les CE et les CMLV. Or le dialogue
CE-CMLYV est essentiel pour la formation et le bon fonctionnement des vaisseaux sanguins, et

est impliqué dans le développement de nombreuses pathologies cardiovasculaires.

Ici, nous avons confirmé dans la culture des CMLYV et dans le modéle tissulaire des anneaux
aortiques de rats qu'une concentration élevée en Pi induit une calcification et que cet effet est
favorisé par IS. Mais, nous avons ¢galement montré pour la premiére fois que les CE exposées
a Pi+IS sécretent I'IL-8 qui aggrave significativement ce processus de calcification des CMLV.
Bien que I’'IL-8 n’accentue pas la transdifférenciation des CMLV induite par les toxines
urémiques, cette IL-8 empéche la synthése de I’OPN par les CMLV; entrainant ainsi un
déséquilibre défavorable entre les inducteurs et les inhibiteurs de la CV. L’antagoniste des
récepteurs de 1'IL-8 soulage I’inhibition exercée par le milieu conditionné sur la synthese de
I’OPN par les CMLYV dans la condition urémique. En outre, en utilisant le mod¢le tissulaire des
anneaux aortiques de rats, nous avons observé que les toxines induisent I’expression des
homologues de I'IL-8 chez le rat et que I’antagoniste des récepteurs de 1'L-8 prévient

partiellement la calcification induite par Pi+IS, tout en débloquant l'expression de I'OPN.

Notre travail suggere un nouveau role de I'lL-8 en tant que médiateur du dialogue CE-CMLV
favorisant la CV en présence des inducteurs de la calcification, tel que le Pi et I’IS. De plus,
I’antagoniste des récepteurs de 1’'IL-8 bloque I’effet promoteur de I’IL-8 sur la CV d’ou le
potentiel thérapeutique de cette approche dans la prévention des complications

cardiovasculaires lors de I’IRC.
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Limites et Perpectives

In vitro

» Au niveau cellulaire

R/
L X4

L)

Dans notre travail, nous avons démontré que les HUVEC exposées a Pi+IS
sécrétent I'IL-8 qui aggrave la calcification produite par les CMLV. Or les
CMLYV que nous utilisons sont issues de 1’aorte humaine, et bien que la toxicité
de I’IS soit bien établie dans les HUVEC et que ce type cellulaire soit validé

comme modéle de cellules endothéliales matures'®!1%-2%-195210

, 1l serait pertinant
de vérifier I’expession et la sécrétion d’IL-8, dans les cellules endothéliales
artérielles humaines (notamment aortiques) exposées a Pi+IS.

Bien que nous ayons démontré que I'IS induit la sécrétion d’IL-8 par les
HUVEC d’une maniére concentration-dépendante, nous n’avons pas exploré les
mécanismes de cette induction. La voie de I’AhR pourrait étre importante a
explorer. En effet, I’IS est connu pour induire la sécrétion d’IL-6 par les CE via

210

I’absorption médiée par les transportaurs des anions organiques-" et I’activation

de I’AhR par I’IS induit la sénecence des HUVEC?%,
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R/
L X4

X/
°e

L)

X/

De plus, il serait intéressant d’évaluer I’effet du sérum des patients atteints
d’IRC sur les CE, et particulierement, sur I’induction de I’'IL-8. Les effets de
I’IL-8 pourraient en effet &tre modulés (positivement ou négativement) par la
présence d’autres facteurs accumulés dans le sérum des patients atteints d’IRC.
Au niveau des CMLYV, nous avons utilisé¢ des cellules isolées a partir d'aortes
ascendantes proximales humaines, obtenues aprés pontage aortique de patients
atteints de diverses maladies cardiovasculaires. Ce serait intéressant de séparer
les CMLYV en deux groupes, celles issues des patients attaeints d’IRC ou non, et
d’évaluer la calcification. Il serait possible que les CML aortiques isolées de
patients présentant déja une maladie urémique seraient « sensibilisées » a I’IL-
8.

Comme nous avons établi que ’antagoniste des récepteurs de 1’IL-8 bloque
I’effet promoteur de I’EC-CM sur la calcification produite par les CMLV, il sera
d’une grande importance d’évaluer son effet sur les CMLV traitées par le sérum
des patients atteints d’IRC.

Dans notre travail, nous avons prouvé que I’IL-8 empéche la synthese de I’OPN
par les CMLV, la prochaine étape sera d’explorer les mécanismes moléculaires

et cellulaires qui pourraient expliquer cette inhibition.

> Au niveau tissulaire

7
A X4

Pi et IS ont stimulé 1’expression des 2 homologues de I’IL-8 humaine chez le
rat : CXCL-1 et CXCL-2. Cette expression a €té associée a une augmentation
significative de la calcification des anneaux aortiques. De plus, I’antagoniste des

récepteurs CXCR-1 et CXCR-2, dont CXCL-1 et CXCL-2 sont les ligands
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In vivo

endogenes, a inhibé la calcification des anneaux aortiques tout en bloquant
I’expression de ’OPN. Les résultats actuels ne permettent pas de distinguer les
effets propres a CXCL-1 et CXCL-2 d’une part et la participation de CXCR-1
et CXCR-2 d’autre part. De plus, I’action de 1’antagoniste n’est pas limitée
seulement aux homologues de I’IL-8 d’origine endothéliale. Il serait pertinent
de transfecter sélectivement les CE des anneaux aortiques de rats par un siRNA
CXCL-1 ou CXCL-2 ou les CML aortiques par un siRNA CXCR-1 ou CXCR-
2 et de vérifier nos résultats sur la calcification et 1’expression de 1’OPN.
D’ailleurs, des outils de transfection ciblée des CE a base du lentivirus ont été
déja développés®>*?>*, Ces travaux permettraient d’explorer le dialogue CE-

CML a I’échelle tissulaire.

» Mod¢éle animal

7
A X4

Comme nos résultats in vitro sont prometteurs, que ce soit dans notre modele
cellulaire ou tissulaire, la prochaine étape serait d’utiliser un modele d’IRC chez
la souris pour évaluer I’effet de I’antagoniste des récepteurs de I’IL-8 sur la CV
et sur ’expression de I’OPN dans les arteres; pour effectuer des dosages sériques
de I’'IL-8, de I’'IS et d’autres toxines urémiques; et vérifier la corrélation entre
les taux sériques de I’IL-8 et de I’IS.

En outre, il serait intéressant d’induire une IRC chez un modé¢le de souris

transgénique n’exprimant pas I’IL-8 et d’évaluer son effet sur la CV.
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> Chez ’homme

++ Une étude clinique sur une cohorte de patients atteints d’IRC apportera de la
clarté sur la corrélation entre le stade de I’'IRC et la concentration sérique d’IL-
8; la corrélation entre les concentrations sériques d’IL-8 et des toxines
urémiques, notamment I’IS; et sur I’intérét thérapeutique de 1’antagoniste des

récepteurs de I’IL-8 sur la CV et sur les événements cardiovasculaires.
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