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Résumé/Abstract 
 

Context 

Estrogenic hormones have numerous beneficial effects in 
the cardiovascular and renal systems but the underlying 
mechanisms are extensively complex. Estrogen receptor 
ERα is described as the main effector of the positive 
actions of estrogens. This receptor acts in the cell using 
two different pathways. In the nucleus, ERα acts as a 
transcription factor with genomic effects, through its 
activating functions AF. At the membrane, it exerts non-
genomic effects, called MISS. 

First Study  

In a first study, we have explored the protective 
mechanism of ERα in hypertension, a main risk factor in 
cardiovascular diseases. Using genetically modified 
mice, we have been able to highlight the involvement of 
AF-2 genomic actions against angiotensin II-induced 
hypertension. On the other hand, ERα-dependant MISS 
was not involved in ERα protection. Confirming our 
hypothesis, we found that AF-2 stimulation with estetrol 
was sufficient to completely prevent hypertension, thus 
providing a possible therapeutic perspective. 

Second Study 

In a second project, we have investigated the protective 
actions of ERα against aging-related cardiovascular and 
renal alterations. This work is still ongoing but we found 
that 16 months-old female mice presented no obvious 
vascular or renal dysfunctions. Those results are 
surprising considering past published data on the subject. 
Aging mice lacking ERα-/- did not exhibit any particular 
alterations either. However, we were able to find that 
estrogens and ERs were involved in the mitochondria 
biogenesis in a surprising manner. These results will be 
further investigated in the future. 

 

Conclusion  

To conclude, this work has allowed a better 
understanding of the estrogens receptors actions in the 
cardiovascular and renal systems. 

 

 

Contexte 

Les hormones œstrogéniques ont de nombreux effets 
protecteurs au niveau cardiovasculaire et rénal mais 
leurs mécanismes sont très complexes. Le récepteur 
aux œstrogènes ERα est le principal effecteur des 
effets bénéfiques de ces hormones. Il possède deux 
voies d’action. Dans le noyau, il a des effets 
génomiques via ses fonctions d’activation AF. A la 
membrane, il a des effets non-génomiques via une 
signalisation membranaire MISS. 

Première étude  

Dans une première étude, nous avons exploré le 
mécanisme protecteur d’ERα dans l’hypertension 
artérielle, un facteur de risque majeur de maladies 
cardiovasculaires. Nous avons mis en évidence le rôle 
protecteur des effets génomiques d’ERα via sa 
fonction AF-β contre l’hypertension. Nous avons 
également observé que la stimulation de cette fonction 
par l’Estétrol suffisait à reproduire les effets 
protecteurs des œstrogènes, ce qui ouvre une 
perspective thérapeutique potentielle. 

Deuxième étude 

Dans une deuxième partie, nous avons étudié un 
potentiel effet protecteur d’ERα dans le vieillissement 
cardiovasculaire et rénal. Cette étude, toujours en 
cours, a pu mettre en évidence que la souris femelle ne 
présentait pas d’altération majeure de la fonction 
vasculaire et rénale. Les résultats obtenus étaient 
globalement inverses à ce qui est suggéré dans la 
littérature concernant le vieillissement et la protection 
œstrogénique. Cette étude a toutefois permis de mettre 
en évidence que les œstrogènes agissaient sur la 
biogénèse mitochondriale, d’une manière inattendue. 
Ces résultats seront approfondis dans de prochaines 
expériences. 

Conclusion  

En conclusion, ce travail de thèse a permis de mieux 
cerner l’implication des hormones œstrogéniques et de 
leur récepteur ERα dans le système cardiovasculaire.  
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Introduction générale 

 

 Les maladies cardiovasculaires sont encore aujourd’hui la première cause de mortalité 

au monde, malgré des traitements de plus en plus efficaces (OMS, 2017). Il existe cependant 

des différences dans leur prévalence entre les hommes et les femmes, ces dernières étant 

moins touchées que les hommes. Toutefois, cette différence disparait rapidement après la 

ménopause, soulignant le rôle protecteur des hormones œstrogéniques, principales hormones 

reproductrices féminines. En utilisant des stratégies de thérapie hormonale à base 

d’œstrogènes chez des femmes ménopausées, les cliniciens ont tenté de prolonger leurs effets 

bénéfiques, sans succès au niveau cardiovasculaire. Il est apparu de manière claire que leurs 

actions étaient particulièrement complexes et une connaissance plus précise de leurs 

mécanismes est nécessaire. C’est dans cette perspective que ce travail de thèse se situe. 

 Le principal récepteur des hormones œstrogéniques est le récepteur ERα. Ses actions 

sont diverses, touchant à la fois la reproduction sexuelle, le métabolisme, le système nerveux 

central, le système cardiovasculaire ou encore la fonction rénale. Dans la cellule, ce récepteur 

est exprimé dans deux compartiments distincts. Dans le noyau, il agit comme un facteur de 

transcription, via ses fonctions d’activation AF-1 et AF-2 qui régulent l’expression de gènes 

cibles. Cette action est qualifiée de « génomique » ou « nucléaire ». En parallèle, ERα est 

exprimé à la membrane plasmique d’où il active des voies de signalisation aux effets rapides, 

regroupées sous le terme de « Membrane Initiated Steroid Signaling » (MISS). 

 Ces deux mécanismes ont des rôles protecteurs différents dans le système vasculaire, 

en particulier dans des contextes d’athérosclérose ou de dysfonction endothéliale. Toutefois, 

leurs implications respectives n’ont jamais été étudiées dans le cadre de l’hypertension 

artérielle ou de la dysfonction rénale, deux facteurs de risques cardiovasculaires majeurs. En 

partenariat avec l’équipe du Pr. Jean-François Arnal à Toulouse, nous avons tenté d’explorer 

l’implication des ces deux voies d’ERα dans les effets bénéfiques des œstrogènes. 



  

L’objectif de la première étude a été de mieux comprendre le rôle d’ERα dans 

l’hypertension artérielle. Nous avons utilisé des souris femelles génétiquement modifiées 

déficientes pour ERα ou ses composantes membranaire et nucléaire. Notre modèle 

d’hypertension a consisté en une infusion chronique d’angiotensine II pendant 28 jours. Nous 

avons pu mettre en évidence (1) que le récepteur ERα était nécessaire à la protection contre 

l’hypertension et ses conséquences cardiovasculaires, (β) que la voie MISS n’était pas 

impliquée dans cette protection, (γ) que la fonction génomique d’ERα était nécessaire à cette 

protection, via sa fonction d’activation AF-2, (4) que la stimulation de cette fonction était 

nécessaire et suffisante pour prévenir l’apparition de l’hypertension en réponse à 

l’angiotensine II. 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous avons tenté d’étudier d’éventuels effets 

protecteurs d’ERα dans les dysfonctions cardiovasculaires et rénales au cours du 

vieillissement. Le vieillissement est un processus complexe touchant tous les organes, par des 

mécanismes cellulaires encore mal connus. La mitochondrie est considérée comme l’organite 

clé du vieillissement cellulaire et, de manière intéressante, les œstrogènes exercent des effets 

protecteurs dans les altérations rénales et cardiovasculaires dues au vieillissement ainsi que 

dans la mitochondrie. Nous avons donc émis l’hypothèse que les effets protecteurs de ces 

hormones au cours du vieillissement seraient induits par ERα, via une protection des 

mitochondries de ces organes.  

Cette étude, toujours en cours, a déjà pu mettre en évidence que le vieillissement : (1) 

n’entraine pas d’altération notable des fonctions cardiovasculaires et rénales chez la souris 

femelle, (β) augmente le niveau d’inflammation et l’expression de facteurs pro-apoptotiques, 

inflammatoires et oxydatifs, (γ) que l’absence d’ERα n’altère pas les paramètres 

cardiovasculaires et rénaux que nous avons mesurés et (4) que les œstrogènes régulent la 

quantité d’ADNmt d’une manière encore jamais décrite. 
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INTRODUCTION 
 

Cette introduction a été réalisée grâce à l’aide de revues et d’articles de référence sur les sujets abordés, en particulier 1 ; 2 ; 

3 ; 4 ; 5 ; 6, 7 ; 8 ; 9. Les figures illustratives ont été réalisées grâce aux éléments de la banque d’images Servier. Une partie des 

résultats présentés dans cette première étude a été obtenue grâce à l’aide d’Anne-Laure Guihot et Jamal Wakim qui ont 

démarré ce projet. 

 

1. Le système cardiovasculaire 

1.1. Généralités 

’appareil cardiovasculaire, aussi appelé système circulatoire, est composé du cœur 

et des vaisseaux tels que les artères, les veines et les capillaires. Son rôle est 

d’apporter de l’oxygène (O2) et les nutriments aux organes périphériques et de 

ramener le sang au cœur et aux poumons (Figure 1). 

 La « petite circulation » ou circulation pulmonaire, commence dans le ventricule droit 

(VD) d’où naissent les artères pulmonaires qui transportent le sang aux poumons. Au contact 

des alvéoles, les échanges gazeux permettent au sang de s’enrichir en O2 et de réduire le 

niveau de dioxyde de carbone (CO2). Le sang oxygéné est ramené au niveau de l’oreillette 

gauche (OG) par les veines pulmonaires.  

 La « grande circulation » ou circulation systémique, commence dans le ventricule 

gauche (VG) d’où naît l’aorte qui permet l’apport du sang aux organes périphériques via les 

artères de conductance, puis de résistance. Au niveau des capillaires, les tissus acquièrent l’ 

O2 et les nutriments et rejettent le CO2 ainsi que les déchets métaboliques. Le sang est ensuite 

ramené au niveau de l’oreillette droite (OD) par le système veineux pour un nouveau cycle 

(Figure 1). 

 

L 
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Figure 1 : Schéma du système cardiovasculaire et des deux circulations sanguines. 

Le système ci rculato ire  se  compose  de  deux pr inc ipa les circula t ions ,  la  pet i te  circula t ion 
ou c irculat ion pulmonai re et  la  grande c irculat ion ou circulat ion sys témique .  Les échanges 
gazeux sont  e ffec tués au niveau des poumons pour  enr ich ir  le  sang en oxygène et  él imi ner  
le  dioxyde de carbone.  L’oxygène es t  dé livré au niveau des organes par  les capi l la ires.  
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1.2. Artères 

1.2.1. Structure des artères 

 Les artères sont les vaisseaux permettant l’acheminement du sang du cœur vers les 

organes. Elles sont composées de 3 tuniques appelées, de l’intérieur vers l’extérieur, intima, 

média et adventice (Figure 2). 

 

1.2.1.1. Intima 

 L’intima, aussi appelée endothélium, est une couche composée de cellules 

endothéliales. Ces cellules sont de forme plate et constituent la barrière de communication 

entre le sang et les tissus. Leurs fonctions principales sont l’assurance de l’homéostasie du 

vaisseau, de son étanchéité, la régulation du tonus vasculaire, l’adhésion des cellules 

immunitaires et ont un rôle clé dans les processus de coagulation et de thrombose 10. Ces 

cellules sont recouvertes d’une couche protectrice constituée de polysaccharides, de lipides et 

de protéines constituant le glycocalyx. L’endothélium est soutenu par une lame basale et une 

couche de tissu conjonctif qui permettent son maintien et son étanchéité. Une description plus 

approfondie de l’endothélium vasculaire sera faite plus avant dans cette introduction. 

 

1.2.1.2. Média 

 Située sous l’endothélium, la couche intermédiaire est appelée média. Il s’agit 

généralement de la plus épaisse des 3 couches. Elle contient des fibres d’élastine organisées 

en lames élastiques, des cellules musculaires lisses et une couche de fibres de collagène. C’est 

la composition de cette couche qui varie le plus entre les différents types d’artères.  
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Figure 2 : Structure de la paroi artérielle. 

Les ar tères  amènent le  sang du cœur  vers  la  pér iphérie .  La  paro i  a r tér ie l le  se  compose  de  
trois couches (de  l ’ intér ieur  vers l ’extér ieur)  :  l ’endothé lium,  la  média et  l ’adventice .  

 

1.2.1.3. Adventice 

Enfin, la troisième couche appelée adventice est la couche la plus externe. Elle se 

compose d’une couche de tissu conjonctif qui délimite le vaisseau. Elle contient des fibres de 

collagène et des cellules fibroblastiques et assure une protection physique du vaisseau. 

 

1.2.2. Rôle physiologique des artères 

 A la sortie du VG, la pression du sang exercée par la contraction cardiaque (systole) 

est importante, de l’ordre de 120 mmHg chez l’Homme. Si cette pression était maintenue 

jusqu’aux organes, elle détruirait les capillaires et les tissus ne seraient plus perfusés. Le rôle 

des artères est donc d’amener le sang à la périphérie tout en contrôlant son débit et sa pression 

pour une délivrance optimale (Figure 3). 

 

1.2.2.1. Artères de gros calibre 

 Les premières artères à la sortie du cœur sont donc des artères de gros calibre, 

appelées artères de conductance. Il s’agit principalement de l’aorte thoracique, abdominale et 
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des artères carotides. La composante élastique est majoritaire par rapport à la composante 

musculaire dans la média (Figure 3). Cela s’explique par le rôle physiologique de ces 

vaisseaux qui doivent supporter de fortes contraintes mécaniques. Lors de la systole, la 

pression augmente fortement dans l’aorte. La composante élastique permet de supporter cette 

pression en permettant une distension de la paroi. Lors de la diastole, le cœur se relâche et 

n’exerce plus de pression. L’énergie emmagasinée par la paroi de l’aorte est alors restituée, 

permettant un maintien de la pression artérielle. La pulsatilité est ainsi amortie au fil de 

l’aorte, diminuant en s’éloignant du cœur. Au niveau de ces artères, la pression se situe aux 

alentours de 100 mmHg (Figure 3). 

 

1.2.2.2. Artères de petit calibre 

 A l’inverse, les artères de plus petit calibre, appelées artères de résistance, possèdent 

une forte composante musculaire. Leur rôle est de réguler le débit sanguin au niveau 

périphérique. Au cours d’un exercice physique intense, les besoins en oxygène et nutriments 

augmentent. Pour y répondre, l’artère afférente se dilate pour diminuer sa résistance à 

l’écoulement et augmenter l’arrivée de sang. A l’inverse, dans le cas d’un apport de sang trop 

important et d’une pression trop forte, l’artère pourra se contracter pour limiter l’apport en 

sang et protéger l’organe en amont d’une pression excessive. Tout au long de l’arbre artériel, 

la pression pulsée se réduit de sorte que le flux sanguin initialement turbulent devient 

laminaire. Au niveau des artères, la pression sanguine se situe entre 40 et 100 mmHg (Figure 

3). 

 

1.2.2.3. Artérioles 

 Au niveau des plus petites artères appelées artérioles, la pression sanguine se situe 

entre 30 et 40 mmHg. Tout comme les artères de résistance, elles sont dotées d’une capacité 

particulière, le tonus myogénique. Cette particularité leur permet de se contracter en réponse à 

une augmentation de pression. Cela permet d’absorber le surplus de pression sanguine et de 
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protéger les vaisseaux en aval. Ce faisant, la pression sanguine dans les capillaires situés après 

l’artère reste inférieure à γ0 mmHg, permettant l’échange de nutriments et de gaz entre le 

sang et les tissus (Figure 3). 

 

 

 

Figure 3 : Caractéristiques des principaux types d'artères (valeurs retrouvées chez l’Homme) 
(inspirée à partir de biobeug.com/master-1). 

Les ar tères sont  séparées en 3 ca tégories  :  les a r tères de conductance comme l ’aorte ,  les  
ar tères de résis tance comme l ’ar tè re mésentér ique et  les ar tér ioles.  Chacune possède des  
carac tér i st iques struc turel les  propres.  

 

 L’ensemble des constituants de cet arbre artériel est adapté aux contraintes mécaniques 

nécessaires à l’acheminement du sang vers la périphérie. La structure de chaque type d’artère 

dépend de sa nature et de son rôle (Figure 3). 
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1.2.2.4. Capillaires 

 Les capillaires sont les plus petits et les plus nombreux vaisseaux du corps. Leur 

diamètre est de l’ordre de 8 µm, équivalent à celui des érythrocytes. Ces vaisseaux sont 

constitués d’un endothélium perméable, d’une lame basale et de péricytes assurant une 

capacité contractile. La pression sanguine y est comprise entre 30 et 12 mmHg (Figure 3). Ils 

assurent les échanges entre les cellules et le sang (eau, nutriments, composés inorganiques, 

urée, acides aminés ou encore l’acide lactique). Ces transferts liquidiens sont le résultat des 

différences de pressions hydrostatiques et osmotiques des liquides entre l’intérieur et 

l’extérieur des capillaires. Certaines cellules comme les cellules immunitaires peuvent 

également traverser la paroi des capillaires pour pénétrer ou sortir des tissus. La distance 

moyenne entre les cellules et le plus proche capillaire doit être inférieure à 50 µm pour assurer 

une bonne oxygénation. 

 

1.3. Veines 

1.3.1. Veines 

 Les veines ont un diamètre plus important de l’ordre de 5 mm. Les veines les plus 

importantes comme les veines caves ont un diamètre important atteignant 3 cm. La structure 

des veines est proche de celle des artères mais les proportions de constituants sont différentes. 

Les veines ne possèdent pas de lame élastique externe, sont plus riches en tissu conjonctif et 

possèdent peu de cellules musculaires lisses. Dans l’ordre de circulation du sang, le réseau 

veineux succède aux capillaires. Sa fonction est inverse à celle des artères, elle consiste à 

ramener le sang des tissus périphériques vers le cœur, en collectant les déchets métaboliques 

et le CO2 pour qu’ils soient filtrés. Les veines s’organisent en un réseau profond et un réseau 

superficiel. Une particularité des veines est la présence de valves, qui empêchent le reflux du 

sang dans le sens contraire à la circulation sanguine. 
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1.3.2. Veinules 

 Les veinules sont les plus petites veines et ont un diamètre de 20 µm (Figure 4). Dans 

ce réseau veineux la pression sanguine est extrêmement faible, la grande majorité de la 

pression ayant été absorbée par les artères et les capillaires. Les veines jouent aussi un rôle de 

« réservoir » de sang, puisqu’elles contiennent environ 60% du volume total du sang de 

l’organisme. 

 

Figure 4 : Schéma de la structure et des caractéristiques des veines (valeurs retrouvées chez 

l’Homme). 

Les ve ines sont  séparées en 3 ca tégor ies  :  les ve ines caves qui  sont  les plus larges,  les 
ve ines e t  les ve inules .  Chacune possède  des caractér is t iques s truc ture l les propres .  
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1.4. Rôles de l’eŶdothĠliuŵ vasĐulaiƌe 

 Artères, veines et vaisseaux lymphatiques possèdent tous un endothélium vasculaire. 

Comme évoqué précédemment, les cellules endothéliales jouent un rôle primordial dans la 

physiologie vasculaire. Leur surface totale est extrêmement importante, estimée entre 280 et 

350 m2 11. La structure de l’endothélium varie en fonction de sa localisation. Dans les 

capillaires, son épaisseur est d’environ 0,1 µm contre 1 µm dans l’aorte thoracique et 

abdominale. Depuis les années 1980, l’endothélium n’est plus considéré comme une barrière 

inerte entre le sang et les tissus. Ses fonctions sont multiples, passant notamment par le 

contrôle de la perméabilité du vaisseau, l’agrégation plaquettaire, l’adhésion des cellules 

immunitaires, le contrôle et la prolifération des cellules musculaires lisses et le contrôle de la 

vasomotricité 12;13;14;15;16. Ces fonctions sont réalisées grâce à la libération de différentes 

molécules en réponse à des agonistes ou des stimuli. Parmi les différentes classes d’agonistes, 

on peut distinguer : 

 

o Les hormones circulantes comme l’angiotensine II (Ang II), l’insuline, les 

catécholamines et les hormones stéroïdes comme les œstrogènes, 

o Les neurotransmetteurs comme l’acétylcholine et la noradrénaline, 

o Les nucléotides extracellulaires comme l’adénosine tri-phosphate et l’adénosine di-

phosphate, 

o Les autacoïdes comme la bradykinine, les prostaglandines et l’endothéline, 

o Les produits issus des plaquettes comme la thrombine et la sérotonine. 

 

 Ces molécules se fixent à la surface de l’endothélium via leurs récepteurs spécifiques, 

majoritairement des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Cette activation entraîne 

une augmentation de calcium (Ca2+) intracellulaire, à l’origine d’effets biologiques variés, 

produits par des enzymes. 

 Une fonction importante de l’endothélium, qui importe particulièrement dans le 

contexte de pathologies cardiovasculaires, est la régulation du tonus des artères. 
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L’endothélium est capable de produire des agents vasodilatateurs, que sont le monoxyde 

d’azote (NO pour oxyde nitrique), les prostacyclines comme PGI2 et les facteurs 

hyperpolarisants dérivés de l’endothélium (EDHF) (Figure 5). Il est également capable de 

produire des facteurs vasoconstricteurs comme le thromboxane A2, les anions superoxydes, 

l’endothéline-1 (ET-1), la prostaglandine Hβ et l’angiotensine II 2.  

 

 

Figure 5 : Schéma des différentes voies de vasodilatation de l'endothélium vasculaire. 

Les cel lules  endothél ia les sont  capables d ’ indui re une vasodilatat ion via  γ  pr inc ipa les 
voies :  la  vo ie du NO, la  vo ie de  la  PGIβ e t  la  vo ie de l ’EDH F.  
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1.5. MoŶoǆǇde d’azote 

1.5.1. Production du NO 

 Découvert en 1980 par Furchgott et Zawadzki, le monoxyde d’azote ou NO fait partie 

des facteurs relaxants dérivés de l’endothélium (EDRF) 17
. En préparant des anneaux d’aorte 

de lapin afin d’étudier l’action de l’acétylcholine (ACh) sur la vasomotricité, les auteurs se 

sont aperçus d’une action vasorelaxatrice produite par une couche de cellules au niveau de la 

lumière du vaisseau. Lorsqu’elle était abimée lors du montage, cette couche n’avait plus 

d’effet vasorelaxant et l’ACh induisait une contraction à des doses élevées. Si un soin 

particulier était apporté à la préparation du vaisseau, l’ACh était capable d’induire une 

vasorelaxation prononcée à faible dose. A l’époque, les auteurs avaient attribué ces effets à 

des « substances » produites par les cellules endothéliales 17. Quelques années après, la 

substance a été identifiée comme étant le monoxyde d’azote (Figure 6). Cette découverte a 

valu en 1998 un prix Nobel aux découvreurs de l’action du NO, que sont Furchgott, Ignarro et 

Murad. 

 

 

Figure 6 : Synthèse enzymatique du monoxyde d'azote. 

Le NO est  produi t  à  par t ir  de la  convers ion de l ’arginine par  le  NO synthase .  Cette  
molécule gazeuse  agi t  sur  les cel lules muscula ires l i sses pour  réduire leur  contract ion.  

 

  Le NO est un gaz ayant une demi-vie très courte de quelques secondes et passant 

facilement les membranes cellulaires. Il agit à la surface de l’endothélium en inhibant 

l’adhésion leucocytaire mais également au niveau des cellules musculaires lisses dont il 

diminue la contraction et la prolifération 18;19;20. 
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1.5.2. Enzymes NO synthases 

 Le NO est produit par les enzymes NO synthases que sont l’eNOS (NOS endothéliale, 

de type III), la nNOS (NOS neuronale, de type I) et l’iNOS (la NOS inductible par le système 

immunitaire, de type II). Ces trois isoformes sont codées par trois gènes différents 21. 

L’activité de la eNOS et la nNOS dépend de stimuli activateurs. Leur action est de courte 

durée et se met en place rapidement. La production de NO par ces deux types d’enzymes est 

très faible, de l’ordre du nM. L’expression de la iNOS est augmentée par des stimuli 

immunogènes comme les lipopolysaccharides bactériens (LPS). Contrairement à la eNOS et 

la nNOS, la iNOS produit des quantités beaucoup plus fortes de NO, de l’ordre du M, 

entrainant une vasodilatation importante voire excessive. Ce mécanisme participe aux graves 

hypotensions qui accompagnent par exemple les chocs septiques 22. 

 Dans les vaisseaux, l’activité et l’expression de la eNOS dépendent de différents 

facteurs comme les forces de cisaillement (shear stress) exercées par le sang sur la paroi 

artérielle, les médiateurs circulants comme les hormones œstrogéniques et d’agonistes comme 

la sérotonine, la bradykinine ou l’histamine 23;24;25. Les hormones œstrogéniques font partie 

des principaux acteurs de la régulation positive de l’expression de la eNOS 26. Deux grands 

modes d’activation de la eNOS sont classiquement décrits, l’activation dépendante du calcium 

et l’activation indépendante du calcium. 

 

1.5.2.1. Activation de la eNOS dépendante du calcium 

 Dans des conditions où la concentration intracellulaire de calcium est basse, la eNOS 

est localisée au niveau de la membrane plasmique, liée à la protéine cavéoline-1 qui l’inhibe 

(Figure 7). Cette protéine est constitutive de la structure des cavéoles qui sont des 

renfoncements de la bi-couche lipidique permettant la transduction des signaux cellulaires. 

Cette configuration empêche l’activation de la eNOS 27. Lorsqu’un agoniste active un 

récepteur situé dans la cavéole, cela stimule l’activité des kinases qui vont phosphoryler la 

eNOS pour l’activer ou l’inhiber, en fonction de la cible de l’enzyme. L’activation de la 

eNOS nécessite d’une part que le complexe Ca2+/CaM soit actif, grâce à l’augmentation du 
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taux de calcium à proximité des cavéoles 28 et d’autre part, l’interaction avec la protéine 

Hsp90 (Heat Shock Protein 90). Lorsque ces différentes conditions sont réunies, la eNOS 

migre vers l’appareil de Golgi d’où elle produira du NO 28. L’ensemble de ce processus est 

très rapide et agit en quelques secondes. La eNOS peut aussi être inhibée, via la 

phosphorylation de la tyrosine en position 497 29. 

 

 

Figure 7 : Schéma de la régulation de l’activité de la eNOS dépendante du calcium. 

L’enzyme eNOS es t  exprimée dans les ce l lules endothé lia les,  au niveau des cavéoles de la  
membrane  plasmique .  Son ac tiva tion peut  être  dépendante  ou indépendante  du calcium.  
Elle  entraine la  l ibérat ion de NO qui  about ira  à  une  vasodi latat ion.   
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1.5.2.2. Activation de la eNOS indépendante du calcium 

 Parallèlement à cette activation dépendante du calcium, la eNOS peut aussi être 

activée par d’autres médiateurs. Un des médiateurs les plus importants entrainant la libération 

du NO au niveau des vaisseaux est le shear stress, les forces de cisaillement. En passant dans 

la lumière du vaisseau, le sang exerce une force de frottement permanente, due à sa viscosité 

et à son débit. Cette contrainte mécanique est ressentie par l’endothélium grâce à un ensemble 

de mécanismes impliquant les protéines de surface et le cytosquelette des cellules 

endothéliales 30. Harris et al. ont décrit en 2000 que le shear stress augmentait la 

phosphorylation de la protéine Hsp90, aboutissant à sa liaison avec eNOS et son activation 31. 

Un autre mécanisme décrit est l’activation de la voie PIγK/Akt. En β00γ, Jin et al. décrivent 

une activation de cette voie par l’intermédiaire du récepteur au VEGF, qui aboutit à une 

augmentation de la phosphorylation et de l’activité de la eNOS 32. De manière tout à fait 

intéressante, cette voie est aussi utilisée par les hormones œstrogéniques pour activer la eNOS 

et augmenter la vasodilatation 33. Nous reviendrons sur cet aspect plus loin dans le manuscrit. 

 

1.5.3. Voie des Prostacyclines 

 La prostacycline PGI2  fait partie de la famille des dérivés de l’acide arachidonique 

(appelés les eicosanoïdes). Elle est synthétisée par les enzymes cyclooxygénase-1 et 2 (COX-

1 et COX-2) (Figure 8). L’acide arachidonique est lui-même produit à partir des 

phospholipides de la membrane par l’enzyme phospholipase Aβ (PLA2). Les enzymes COX-1 

et COX-2 le transforment ensuite en PGG2 puis en PGH2 et enfin en PGI2 ou en thromboxane 

A2 (TXA2) 
34. La production du PGI2 est réalisée au niveau de l’endothélium par la COX-2 et 

est activée par différents stimuli comme le shear stress, la thrombine, l’histamine ou encore la 

bradykinine 35. Le PGI2 entraine une vasodilatation, un effet athéroprotecteur et inhibe 

l’agrégation plaquettaire 36. Ces effets sont tous bénéfiques dans le système cardiovasculaire. 

D’autres peptides vasoconstricteurs tels que le TXA2 ont des effets délétères globalement 

opposés à ceux du PGI2 
34;36. 
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Figure 8 : Synthèse enzymatique de la PGI2. 

Les enzymes COX -1 e t  COX-2 permet tent  la  production du TXA 2  e t  du PGI 2  à  par t ir  de 
l ’ac ide arachidonique .  Le PGI 2  entraine  une vasodila ta t ion,  une inhibi t ion de l ’agrégation  
plaquetta ire  et  une inhib it ion de l ’a thérome.   

 

1.5.4. Voie de l’EDHF 

 La voie de l’EDHF, ou Facteurs Hyperpolarisants Dérivés de l’Endothélium, est 

encore mal décrite en raison de sa multiplicité d’actions. Toutefois, un nombre croissant de 

données suggèrent un rôle majeur de cette voie dans divers contextes pathologiques, comme 

dans le cas de l’hypertension artérielle par exemple 37. Son activation dépend de la présence 

du calcium intracellulaire et peut être induite soit par les RCPG comme les récepteurs 

muscariniques, soit par d’autres composés comme l’acide cyclopiazonique 38. En résulte une 

hyperpolarisation des cellules endothéliales, puis des muscles lisses sous-jacents, aboutissant 

au blocage des canaux calciques dépendants du potentiel. Ce blocage entraine une réduction 

du Ca2+ intracellulaire et la relaxation du muscle lisse 39. Cette voie met en jeu les canaux 

potassiques IKCa et SKCa endothéliaux et est logiquement insensible à l’action des 

inhibiteurs de la eNOS et COXs. 

 Les acides époxyéicosatrienoiques (EETs) sont des agents synthétisés dans 

l’endothélium par le cytochrome endothélial epoxygénase qui contribuent à la vasodilatation 

endothélium-dépendante, l’inflammation vasculaire, la prolifération cellulaire et 

l’angiogénèse et le tonus vasculaire 40. Ces acides font partie de la voie de l’EDHF. Dans 

certaines pathologies comme l’hypertension artérielle, une réduction de la biodisponibilité de 

ces EETs est observée 41. Cette diminution est due à une augmentation de leur dégradation par 

l’epoxyde hydrolase soluble (sEH). En utilisant des analogues des EETs, Hye Khan et al. ont 

pu observer une réduction de l’hypertension artérielle et des lésions rénales chez le rat 42. 
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Dans des conditions de baisse de la biodisponibilité du NO, l’activité de la voie EDHF peut 

augmenter pour compenser la baisse de dilatation 43. 

 En conclusion, l’endothélium joue un rôle prédominant dans le maintien de 

l’homéostasie vasculaire en agissant notamment sur la contraction et la prolifération des 

cellules musculaires lisses. Sa détérioration, appelée dysfonction endothéliale, est associée à 

de nombreux désordres physiopathologiques dans les vaisseaux. 

 

 

2. Les maladies cardiovasculaires 

2.1. Définition générale 

 Selon la définition donnée par l’Organisation Mondiale de la Santé, les maladies 

cardiovasculaires (MCV) constituent un ensemble de troubles affectant le cœur et les 

vaisseaux sanguins. Cela comprend : 

o les cardiopathies coronariennes comme l’infarctus du myocarde, touchant les 

vaisseaux sanguins alimentant le cœur, 

o les maladies cérébro-vasculaires comme l’accident vasculaire cérébral (AVC) 

touchant les vaisseaux sanguins alimentant le cerveau, 

o les artériopathies périphériques touchant les vaisseaux sanguins alimentant les 

membres, 

o les cardiopathies rhumatismales touchant le muscle et les valves cardiaques à la suite 

d’un rhumatisme articulaire aigu causé par une bactérie streptocoque,  

o les malformations cardiaques congénitales, malformations de la structure du cœur 

présentes dès la naissance, 
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o les thromboses veineuses profondes et les embolies pulmonaires consécutives à la 

formation d’un caillot sanguin dans les veines des jambes qui se déplace et obstrue les 

artères du cœur ou des poumons. 

 En 2015, les MCV constituaient toujours la première cause de mortalité dans le monde 

avec environ 17,5 millions de décès par an. Contrairement à ce qui est parfois décrit, la 

plupart de ces décès n’a pas lieu dans les pays riches mais aux trois quarts dans les pays à 

revenus faibles ou intermédiaires (OMS, 2012). En France, l’INSERM estimait à 149 000 le 

nombre de décès dus aux MCV en France en 2008. 

 

2.2. Facteurs de risque 

 La prévalence des MCV a augmenté de manière importante depuis plusieurs décennies 

dans le monde. Cette augmentation résulte d’une évolution des modes de vie, de 

consommation accélérée, d’urbanisation et du vieillissement de la population. La pauvreté, le 

stress et l’hérédité participent également à cette augmentation. Ces maladies ont de nombreux 

facteurs de risques (FdR), communément séparés en deux types, les FdR non-modifiables et 

modifiables (Figure 9). 

 Un FdR est défini comme étant un élément clinique ou biologique dont la présence ou 

l’augmentation majorent statistiquement la morbi-mortalité (Collège des Enseignants de 

Cardiologie et Maladies Vasculaires). Diminuer ou supprimer ces facteurs entraine une 

diminution du risque de survenue de la maladie. Les cliniciens estiment le risque 

cardiovasculaire global d’un patient selon des recommandations cliniques précises. 

 

2.2.1. Facteurs de risque non-modifiables 

2.2.1.1. Âge 

 Il est reconnu que l’augmentation de l’âge accompagne l’augmentation du risque de 

nombreuses pathologies comme l’AVC, l’insuffisance cardiaque, l’insuffisance rénale, etc 44. 
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Ce facteur n’est toutefois pas significatif avant 50 ans chez les hommes et 60 ans chez les 

femmes. L’impact du vieillissement sur le système cardiovasculaire est développé dans la 

deuxième étude. 

 

2.2.1.2. Sexe masculin 

 Les pathologies coronariennes touchent les hommes en moyenne 10 ans plus tôt que 

les femmes 45. Toutefois, cette différence s’estompe peu à peu après la ménopause, en raison 

de la baisse d’un facteur protecteur dans les MCV sur lequel nous reviendrons plus en détail : 

les hormones œstrogéniques 46. 

 Certaines hypothèses du début des années 2000 suggéraient que la testostérone pouvait 

jouer un rôle délétère dans les MCV. Cependant, les études ont montré que le taux de 

testostérone plasmatique était négativement corrélé avec le risque d’athérome (dépôts de 

graisse dans une artère) et d’insulino-résistance chez l’homme 47.  

 

2.2.1.3. Antécédents familiaux 

 La survenue de MCV chez les parents d’un individu constitue un FdR si l’évènement 

est intervenu avant les 55 ans du père ou 65 ans de la mère. Plus l’âge de l’évènement est 

précoce, plus le risque pour la descendance augmente 48. Les mécanismes sont encore mal 

élucidés mais les antécédents familiaux regroupent différentes mutations génétiques, 

modifications épigénétiques, facteurs environnementaux ou socio-économiques. 
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Figure 9 : Facteurs de risques cardiovasculaires. 

Les malad ies cardiovasculaires  sont  déc lenchées  ou aggravées par  des  facteurs  de r i sques 
modifiables et  non -modifiab les .  Ces  fac teurs  sont  indépendants  ou inte rconnectés et  
peuvent about ir  à  des pathologies graves co mme l ’ infarctus du myocarde,  l ’ insuffi sance  
rénale ou l ’AVC.   
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2.2.2. Facteurs de risque modifiables 

2.2.2.1. Hypertension artérielle 

 L’hypertension artérielle (HTA) est définie comme une pression artérielle systolique 

supérieure à 140 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique supérieure à 90 mmHg. Selon 

les principales recommandations cliniques, ces chiffres s’appliquent aux adultes dont l’âge se 

situe entre 18 et 80 ans et les mesures doivent être répétées à plusieurs semaines d’intervalle 

pour que le diagnostic soit établi 49;50. Elle est considérée comme le principal FdR de MCV 51. 

Sa sévérité est corrélée à d’autres facteurs physiopathologiques comme l’athérome, raison 

pour laquelle elle est dépistée et traitée le plus tôt possible 50. 

 

2.2.2.2. Tabagisme 

 Le tabac contient un grand nombre de composés chimiques extrêmement nocifs pour 

les poumons mais également pour d’autres organes, dont les vaisseaux et le cœur. Pourtant, 

34% des français entre 15 et 85 ans sont fumeurs (source : Baromètre santé INPES 2014). 

Outre son effet cancérigène notable, le nombre de cigarettes fumées, exprimé médicalement 

en paquets-années, est directement corrélé avec le risque de MCV. Le tabac détériore 

l’endothélium vasculaire, aboutissant à une augmentation des phénomènes cancéreux, 

athéromateux, de dysfonction endothéliale et d’agrégation plaquettaire 52;53. Son effet est 

particulièrement important chez les femmes prenant des contraceptifs oraux 54. La suppression 

de ce facteur aboutit à une baisse sensible du risque de MCV. 

 

2.2.2.3. Diabète 

 Le diabète de type I, appelé également diabète insulinodépendant, est une maladie 

auto-immune qui détruit partiellement ou totalement les cellules béta du pancréas. Ces 

dernières ont pour rôle de synthétiser l’insuline, qui est essentielle à l’utilisation du glucose 

sanguin par l’organisme. Le diabète de type II est une maladie impliquant des causes 
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génétiques, environnementales et comportementales et est caractérisée par une baisse de la 

sensibilité de l’organisme à l’insuline, notamment en cas de consommation excessive 

chronique de sucres 55. Le diabète de type I touche les sujets adultes d’un âge inférieur à 40 

ans tandis que le type II, qui constitue la grande majorité des cas de diabète, touche les sujets 

au-delà de 40 ans 56. On parle de diabète lorsque la glycémie à jeun excède 1,26 g/L. Le 

diabète est corrélé très positivement avec les autres FdR modifiables comme l’HTA et les 

dyslipidémies et accroît fortement le risque de MCV 57. Il est important de noter que la 

prévalence du diabète de type 2 connait une augmentation rapide dans la plupart des pays et 

que le nombre de patients est appelé à doubler dans la prochaine décennie 55. 

  

2.2.2.4. Dyslipidémies 

 Les dyslipidémies regroupent les anomalies des taux de lipides dans le sang. Cela 

concerne principalement le cholestérol et les triglycérides (TG). Le cholestérol se retrouve 

sous deux formes principales dans le sang, le LDL-Cholestérol, pour Low Density 

Lipoprotein et le HDL-Cholestérol pour High Density Lipoprotein. Parmi les dyslipidémies, 

l’élévation du LDL-c au-dessus de 1,60 g/L accompagnée d’une baisse du HDL-c en dessous 

de 0,40 g/L est le principal FdR de MCV. Une augmentation isolée des TG n’est corrélée 

positivement au risque de MCV que si elle est liée avec d’autres FdR. 

 Parmi les traitements courants destinés à réduire la morbi-mortalité CV, les statines, 

médicaments visant à réduire le LDL-c et augmenter le HDL-c sont parmi les plus efficaces et 

ont permis une baisse importante de la mortalité (-30% en 20 ans) (source université médicale 

virtuelle francophone). 

 

2.2.2.5. Autres facteurs de risque 

 D’autres facteurs sont également positivement corrélés avec le risque de MCV dans 

une plus faible mesure ou par amplification des facteurs précédemment cités. Notamment, 

l’insuffisance rénale chronique qui fragilise particulièrement le système vasculaire 58. 
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2.2.2.5.1. Sédentarité 

 La sédentarité qui est définie comme un manque d’activité physique régulière, est 

associée à une augmentation du risque de MCV. L’activité physique diminue les risques 

d’obésité, la consommation de tabac, stimule le renforcement du système cardiovasculaire et 

améliore l’hygiène de vie 59. On parle de sédentarité en dessous de 5 fois 30 minutes par 

semaine d’activité modérée comme la marche.  

 

2.2.2.5.2. Obésité 

 L’obésité est définie comme un excès pondéral, dû à une forte quantité de masse 

graisseuse. Ce statut est évalué grâce au calcul de l’indice de masse corporelle (IMC), qui 

divise le poids par le carré de la taille. La valeur obtenue est placée dans une échelle de 

référence. Entre 18 et β5, on considère que le poids est normal. On parle d’obésité modérée 

entre γ0 et 40 et d’obésité morbide au-delà de 40. En fonction des individus, l’excès de masse 

graisseuse ne sera pas un FdR de MCV équivalent. On estime à environ 30% le nombre de 

personnes obèses mais métaboliquement saines 60. Pour les autres, l’excès de graisse est 

associé à des dyslipidémies plus ou moins sévères. 

 

2.2.2.5.3. Syndrome métabolique 

 Le syndrome métabolique est défini comme une constellation de facteurs 

physiologiques, biochimiques, cliniques et métaboliques interconnectés qui augmentent 

directement le risque CV 61. Il se caractérise comme la réunion d’au moins trois facteurs 

parmi lesquels : 

o Une pression artérielle supérieure à 130/85 mmHg, 

o Un taux de HDL-c inférieur à 0,40 g/L chez l’homme et 0,50 g/L chez la femme, 
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o Une glycémie à jeun supérieure à 1,10 g/L, 

o Un taux de TG supérieur à 1,5 g/L, 

o Un tour de taille supérieur à 102 cm chez l’homme et 88 cm chez la femme. 

 A ces différents facteurs biologiques, nous pouvons également associer la 

consommation excessive d’alcool, le stress chronique et aigu et la pollution 

environnementale. 

 

 

3. Hypertension artérielle 

3.1. Régulation de la pression artérielle 

 La pression artérielle (PA) est définie comme la force exercée par le sang sur la paroi 

d’une artère. Cette valeur de pression est exprimée en mmHg. La PA est contrôlée par le 

cerveau, le cœur, les vaisseaux et les reins. Ces différents organes interagissent ensemble de 

manière complexe pour assurer l’homéostasie de la PA (Figure 10). 

 

3.1.1. Pression artérielle 

 Trois types de PA existent : 

 La PA systolique (PAS) est la pression s’exerçant dans l’artère au moment où le cœur 

se contracte (systole). C’est la PA la plus élevée, la systole permettant au sang de 

sortir du VG et de passer dans l’aorte. 

 La PA diastolique (PAD) est la pression s’exerçant lorsque le cœur se relâche 

(diastole). C’est la PA la plus faible, la diastole étant la phase où le cœur n’exerce plus 

de force contractile. 

 La PA moyenne (PAM), correspond à la formule suivante : 
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��� =
PAS + 2PAD

3
 

 La PA résulte du débit cardiaque (Q) et des résistances périphériques (R). Le débit 

cardiaque dépend du volume d’éjection systolique (VES) et de la fréquence cardiaque (FC) : 

Q = VES x FC 

Ainsi, la formule de la PA peut être résumée comme suit : �� = Q x R 

 

3.1.2. Mécanismes de régulation de la pression artérielle 

 Le cœur a une activité autonome lui permettant de fonctionner en l’absence de stimuli 

nerveux. La force de contraction (inotropisme) et la fréquence des contractions 

(chronotropisme) déterminent toutes les deux le débit cardiaque. L’augmentation de la valeur 

de ces paramètres aboutit à une augmentation proportionnelle de la PA. Le cerveau est 

capable de réguler l’activité cardiaque par le biais de nerfs ortho et parasympathiques (Figure 

10). La détection de la PA est faite au niveau des vaisseaux par l’intermédiaire de 

barorécepteurs, des mécanorécepteurs à activité neuronale, sensibles aux variations de la PA 

par l’étirement de la paroi. Ils sont principalement localisés au niveau du sinus carotidien, de 

la crosse aortique et de l’oreillette droite 62. 
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Figure 10 : Mécanismes augmentant la pression artérielle (inspiré de 
63

). 

La régulat ion de la  pression ar té r ie l le  dépend de  l ’ac t ivi té  sympathique ,  du cœur,  du re in  
et  des ar tères.  Ces organes interagissent  ensemble pour  augmenter  la  pression ar tér ie l le .  
La st imulat ion or thosympathique  augmente  l ’act ivi té  cardiaque  et  la  vasoconstr ict ion.  Le  
rein augmente la  synthèse de rénine et  la  vo lémi e.  Ces changements  aboutissent  à  une 
hausse de la  pression ar tér ie l le .  

 

 En cas de diminution de la PA, les barorécepteurs envoient des signaux afférents au 

centre vasomoteur situé dans le bulbe rachidien. Celui-ci augmente l’activité de la voie 

nerveuse orthosympathique qui libère des catécholamines. Elles activent les récepteurs ȕ1-

adrénergiques cardiaques qui augmentent l’inotropisme et le chronotropisme cardiaques et in 

fine la PA. Ces catécholamines activent également les récepteurs α1-adrénergiques situés sur 

les artères, entrainant leur contraction et l’augmentation de la résistance périphérique. 
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 Les reins jouent également un rôle primordial dans la régulation de la PA. L’artère 

rénale contrôle le débit de perfusion du rein dont dépend l’excrétion de sodium. Le débit de 

perfusion agit aussi sur l’activité du système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), un 

système crucial dans la régulation de la PA. Ces deux paramètres contrôlent de manière active 

la volémie, l’état de la résistance périphérique et donc la PA. 

 

3.2. DĠfiŶitioŶ de l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

 Selon le rapport 2016 de la Heart Foundation qui fournit des consignes de prise en 

charge de l’HTA, la pression sanguine optimale pour minimiser le risque cardiovasculaire est 

inférieure à 120-80 mmHg 64. La pression normale se situe aux alentours de 130-80 mmHg. 

Au-delà de cette valeur, on parle d’hypertension artérielle. Il existe γ grades d’HTA (Tableau 

1) : 

 

Tableau 1: Classification de l'HTA. 

Classification de l’HTA 

 PAS (mmHg) PAD (mmHg) 

Grade 1 : HTA légère 140-159 90-99 

Grade 2 : HTA modérée 160-179 100-109 

Grade 3 : HTA sévère ≥180 ≥110 

 

L’HTA constituant le principal FdR de MCV, les cliniciens ont établi une 

classification du risque en fonction du niveau de PA et des facteurs de risque (FdR) éventuels 

(Tableau 2). 

 Il apparait clairement que la prévention de la hausse de la PA entraine une forte 

réduction de risque CV. Selon les chiffres de l’OMS, plus d’un adulte sur quatre est atteint 

d’HTA et cette pathologie participe au décès de près de 10 millions de personnes chaque 

année. Grâce à une approche thérapeutique de plus en plus rigoureuse et précoce, la 
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prévalence de l’HTA tend à diminuer. Ainsi, dans la région OMS des Amériques, 31% des 

adultes étaient atteints d’HTA en 1980, contre 18% en β014 (OMS). Toutefois, il reste encore 

une forte proportion de personnes hypertendues qui n’est pas diagnostiquée. 

 

Tableau 2 : Classification du risque de MCV en fonction du niveau d'HTA. 

 
Niveau de la PA (mmHg) 

Grade 1 Grade 2 Grade 3 

FdR ou 

antécédent 

Groupe A : Pas d’autre 
FdR 

Faible Moyen Elevé 

Groupe B : 1-2 autres FdR Moyen Moyen Elevé 

Groupe C : 3 FdR ou 

diabète ou antécédent 

cardiovasculaire 

Elevé Elevé Elevé 

 

 

3.3. Principaux facteurs de risque de l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

 Les principaux facteurs de risque de l’HTA sont plus ou moins ceux des MCV, 

rendant l’HTA encore plus prédominante dans le risque CV (Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Principaux facteurs de risque de l'hypertension artérielle. 

Hypercholestérolémie LDL-c ≥ 1,60 g/L HDL-c ≤ 0,40 g/L 
Diabète Traité ou non  
Tabac Actif Depuis moins de 3 ans 
Obésité abdominale Périmètre abdominal > 102 cm 

chez l’homme 
Périmètre abdominal > 88 cm 
chez la femme 

Catégorie socioprofessionnelle 
défavorisée/sédentarité 

  

Age > 50 ans chez l’homme > 60 ans chez la femme 

Sexe masculin   
Antécédents familiaux d’accident CV 
précoce 

Infarctus du myocarde avant 55 
ans chez le père ou parent du 
1er degré masculin 
Ou AVC < 45 ans 

Infarctus du myocarde avant 
65 ans chez la mère ou 
parente du 1er degré féminine 
Ou AVC < 45 ans 
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 La réduction de ces facteurs participe directement à la diminution du risque d’HTA et 

de MCV. 

 

3.4. Traitements de l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

 En raison de l’absence de signes cliniques visibles ou douloureux, la gravité de l’HTA 

est parfois sous-estimée par les patients. Pourtant, cette pathologie est considérée comme « un 

tueur silencieux » qui doit être traité le plus rapidement et efficacement possible. 

 

3.4.1. Traitements non-médicamenteux de l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

 Avant la prescription de tout traitement médicamenteux, il est important de mettre en 

œuvre des mesures hygiéno-diététiques adaptées à chaque patient. Ces règles ont été testées et 

ont permis d’obtenir des résultats positifs, quoique limités : 

o Réduction du poids chez les patients en surpoids => -5,2 mmHg 

o Réduction de la consommation d’alcool => -3,9 mmHg 

o Augmentation de l’exercice physique => -4,9 mmHg 

o Réductions des apports en sel (5-6 g/j) => -5,1 mmHg 

o Recours à une technique de relaxation pour réduire le stress => -1,0 mmHg. 

 Ces traitements ont peu d’effets directs sur le niveau de la PA. En revanche, ils 

permettent d’améliorer l’hygiène de vie et d’alléger les traitements médicamenteux 65. 

 

3.4.2. Traitements médicamenteux de l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

 Il existe différents types de médicaments antihypertenseurs et leur prescription est 

adaptée pour chaque patient. La plupart des traitements conventionnels de l’HTA sont répartis 

en 4 catégories (Tableau 4) : Diurétiques, béta-bloquants, inhibiteurs du SRAA, inhibiteurs 

calciques. 
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Tableau 4 : Liste des principales catégories de traitements médicamenteux de l'hypertension artérielle 

 Mode d’action Exemples 

Diurétiques thiazidiques Excrétion du NaCl et de l’eau => Réduction de la 
volémie 

Hydrocholorothiazide, 

Indapamide 

Béta-bloquants Inhibition des récepteurs β-adrénergiques 

cardiaques => Diminution du débit cardiaque 

Métoprolol, propanolol 

Inhibiteurs du système rénine-

angiotensine-aldostérone 

Inhibition de la production ou de l’action de la 
rénine, de l’angiotensine II ou de l’aldostérone => 

vasodilatation périphérique 

IEC : Captopril 

ARA II : Losartan 

Bloqueurs des canaux calciques Réduction de la concentration de calcium 

intracellulaire => Vasorelaxation 

Nifedipine, verapamil 

  

3.5. Rôle du système rénine-angiotensine-aldostérone 

 Le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est un acteur clé de 

l’homéostasie de la PA, de l’équilibre hydrosodé et du système cardiovasculaire. Ce système 

agit principalement sur le cœur, le cerveau, les reins et les vaisseaux (Figure 11). 

 

3.5.1. Rôle de la rénine  

3.5.1.1. Production de la rénine 

 Découverte il y a plus d’un siècle dans le rein de lapin par Tigerstedt et Bergmann, la 

rénine est un peptide impliqué dans la régulation de la PA. En 1934, Goldblatt et al. ont 

démontré qu’un clampage de l’artère rénale entrainait une augmentation la PA chez le chien 
66. La rénine, aussi appelée angiotensinogénase, est sécrétée par les cellules 

juxtaglomérulaires situées dans les artères rénales. Son rôle est de maintenir une perfusion 

rénale optimale afin d’assurer une fonction d’épuration efficace. Sa sécrétion peut être 

déclenchée par une baisse de la PA, une baisse du taux sanguin de sodium ou une stimulation 

du système nerveux sympathique. 
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Figure 11 : Schéma de la voie de synthèse de l'angiotensine II et de ses effets sur la pression artérielle 

(modifié à partir de cours hypertension artérielle CHU Vaudois, Département de médecine, Service 

d’Urologie). 

L’angio tensine I  es t  i ssue  de la  coupure e nzymat ique de l ’angiotensinogène par  la  rénine,  
enzyme l ibérée par  le  re in .  L’angio tensine I  es t  convert ie  en angiotensine II  par  l ’enzyme  
de conversion de  l ’angiotensine  II .  Cet te  dernière  est  le  pept ide  act i f  qui  augmente la  
pression ar tér iel le  par  p lus ieurs mécanismes,  dont  la  ré tention hydrosodée,  la  sécré t ion de  
vasopress ine,  d ’aldostérone  et  la  vasoconstr ic t ion.   

 

3.5.1.2. Action de la rénine 

 Une fois libérée dans le sang, la rénine exerce une activité enzymatique vis-à-vis d’un 

peptide libéré par le foie, l’angiotensinogène (Figure 11). Cette activité aboutit à la coupure 

du peptide et à la formation d’un second produit, l’angiotensine I (Ang I), inactive sous cette 

forme. L’enzyme de conversion de l’Ang I (ECA) est une enzyme produite et attachée à 

l’endothélium pulmonaire, rénal et artériel. Cette enzyme clive l’Ang I en angiotensine II 

(Ang II), le peptide final actif. Celui-ci aura différentes actions sur les système 

cardiovasculaires et rénal, toutes aboutissant à une hausse de la PA (Figure 11). 
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3.5.2. Rôle de l’aŶgioteŶsiŶe II 

3.5.2.1. Natuƌe de l’AŶg II 

 L’Ang II est un petit peptide de 10 acides aminés. Elle agit sur les cellules via deux 

types de récepteurs. Le premier est AT1R, le récepteur le plus exprimé. Son expression est 

abondante dans les vaisseaux, le cœur, les reins, les glandes surrénales et le foie. Il est 

classiquement décrit comme le récepteur le plus délétère dans l’HTA et est une cible des 

traitements thérapeutiques comme les antagonistes du récepteur à l’angiotensine II (ARAβ). 

L’action d’AT1R est associée à la croissance cellulaire, l’inflammation et la vasoconstriction, 

effets délétère de l’Ang II dans l’HTA 67. 

 Le deuxième est le récepteur AT2R, moins exprimé que AT1R. Il est surtout exprimé 

chez le fœtus et son expression baisse rapidement après la naissance 68. Son action est décrite 

comme antagoniste à celle de AT1R et ses effets sont bénéfiques dans l’HTA et ses 

conséquences vasculaires 69;70. Ainsi, son expression est augmentée dans des contextes 

pathologiques de remodelage ou d’inflammation cardiaque et vasculaire 71. Son action est 

associée à la réduction de l’apoptose et une augmentation de la vasodilatation 69;72. 

 

3.5.2.2. PƌoduĐtioŶ de l’AŶg II 

 L’Ang II est principalement produite sous forme circulante via l’action de la rénine. 

La production peut également être faite au niveau tissulaire, comme c’est le cas notamment 

dans l’organe subfornical, un organe circumventriculaire situé dans le cerveau et directement 

en contact avec le sang. Il a été montré que les cellules neuronales situées dans cet organe 

étaient capables de synthétiser localement de l’Ang II en exprimant un enzyme de conversion 

spécifique 73. Cette production locale aurait des conséquences directes sur l’activité du 

système nerveux sympathique et le niveau de PA. 
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3.5.2.3. AĐtioŶ de l’AŶg II 

 Via son récepteur AT1R, l’Ang II stimule la sécrétion d’aldostérone et de 

catécholamines 67. L’aldostérone est sécrétée au niveau du cortex des glandes surrénales et les 

catécholamines au niveau de la médullosurrénale 74;75. Il s’agit du seul organe où l’expression 

du récepteur AT2R est 10 fois supérieure à celle de AT1R 76. L’aldostérone est le principal 

minéralocorticoïde sécrété grâce à l’enzyme aldostérone synthase. L’aldostérone ainsi libérée 

active des récepteurs nucléaires dans les cellules cibles pour augmenter l’expression de 

certains gènes, notamment celui de la pompe Na/K ATPase 77. En résulte une augmentation 

de la réabsorption des ions sodium et une expulsion des ions potassium au niveau du tubule 

contourné distal et du tube collecteur du rein. Ce phénomène entraine une réabsorption d’eau 

par phénomène d’osmose et en conséquence une augmentation de la PA. Cet effet est renforcé 

par l’action de la vasopressine, une hormone antidiurétique dont la production est stimulée au 

niveau de l’hypophyse par l’Ang II 78. 

 Favoriser l’excrétion des sels au niveau rénal est donc une stratégie thérapeutique très 

performante dans le traitement de l’HTA, grâce notamment à l’utilisation de diurétiques ou 

d’antagonistes de l’action de l’aldostérone. 

 

3.6. Conséquences vasculaires de l’AŶg II daŶs l’hǇpeƌteŶsioŶ 

artérielle 

 Les artères représentent une des cibles privilégiées de l’action de l’Ang II en situation 

d’HTA. L’Ang II a un rôle à la fois de vasoconstricteur direct en agissant sur les cellules 

musculaire lisses vasculaires (CMLVs) mais également comme un stimulateur du remodelage 

de la paroi artérielle. 

 Les CMLVs sont des cellules particulièrement dynamiques dans leur activité 

contractile mais également dans leur structure et leur organisation. L’Ang II stimule des 

processus clés comme l’hyperplasie et l’hypertrophie. L’hyperplasie est définie comme une 

augmentation du nombre de cellules. L’Ang II agit en stimulant la synthèse d’ADN de ces 
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cellules 79. L’hypertrophie se réfère à l’augmentation de la taille cellulaire grâce à une 

synthèse accrue de protéines et un enrichissement du contenu cellulaire en eau. L’Ang II 

stimule la synthèse de protéines et les transports ioniques pour augmenter le volume cellulaire 

des CMLVs 2. Ces modifications participent au phénomène appelé « remodelage artériel ». Ce 

dernier regroupe tous les changements de structure de la paroi artérielle et englobe également 

les changements de taille de l’artère 80. 

 

3.6.1. Remodelage aƌtĠƌiel iŶduit paƌ l’Ang II 

 En activant le récepteur AT1R à la surface des CMLVs, l’Ang II active d’autres 

récepteurs situés dans la membrane plasmique comme l’Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR), le Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) ou encore l’Insulin-like 

Growth Factor-1 Receptor (IGF-1R). Comme leurs noms l’indiquent, ces récepteurs à activité 

tyrosine-kinase ont un effet majeur dans la croissance cellulaire et leur activation participe au 

remodelage cellulaire des CMLVs (Figure 12). AT1R active également d’autres types de 

protéines comme le Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (c-Src). Ce dernier est 

impliqué directement dans la détérioration de la fonction vasculaire et l’accentuation du stress 

oxydatif liées à l’action de l’Ang II. Son inhibition réduit partiellement ces phénomènes 81. 

AT1R active également l’enzyme Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-Oxidase 

(NADPH oxydase), impliquée dans la production d’espèces réactives oxygénées (ROS). 
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Figure 12: Schéma des mécanismes de modification de structure vasculaire dans l’hypertension par 
l'angiotensine II (modifié à partir de 

2
). 

Le récepteur  à  l ’angio tensine II  AT 1 R act ive di fférents mécanismes délé tères au  niveau 
vascula ire ,  notamment  l ’augmentat ion de  la  production de ROS par  la  NADPH ,  
l ’ inf lammat ion e t  la  synthèse de  col lagène .  Ces  modif icat ions  aboutissent  à  des  
changements structuraux ,  appelés remodelage vasculaire .  

 

3.6.1.1. AĐtioŶ de l’AŶg II suƌ le stƌess oǆǇdatif et l’iŶflaŵŵatioŶ 

vasculaire 

 Ces ROS activent à leur tour des protéines à activité kinase telles que p38MAP kinase, 

JNK, ERK1/2 et ERK5 qui font partie de la famille des Mitogen-Activated Protein kinases 

(MAPK). Ces protéines jouent un rôle primordial dans la mitose des cellules eucaryotes. De 

très nombreuses études ont également prouvé leur implication dans l’apoptose, la 

différenciation et la survie cellulaire 82;83. Les ROS activent aussi des facteurs de transcription 

comme le Nuclear Factor κB (NF-κB), l’Activator Protein-1 (AP-1) et l’Hypoxic Inducible 

Factor-1 (HIF-1). Ces changements aboutissent à une augmentation de l’expression de 
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molécules d’adhésion et de cytokines pro-inflammatoires telles que l’Interleukine-6 (IL-6) et 

le Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1). Ces phénomènes participent directement à 

l’inflammation dans le vaisseau. L’Ang II réduit notamment l’expression cellulaire du 

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARs), une protéine anti-inflammatoire. 

 L’inflammation vasculaire se caractérise également par un recrutement local de 

monocytes et de lymphocytes dans la paroi artérielle. Ce recrutement est favorisé par 

l’expression de molécules d’adhésion comme VCAM-1, ICAM et l’expression de la E-

selectin, toutes augmentées par l’Ang II 84;85. En association avec une présence accrue de 

lipides oxydés, cette inflammation est pro-athérogène. Les traitements visant le SRAA comme 

les bloqueurs d’AT1R réduisent sensiblement les niveaux sanguins de VCAM-1, du Tumor 

Necrosis Factor-α (TNF-α) chez les patients hypertendus 86. 

 

3.6.1.2. AĐtioŶ de l’AŶg II suƌ l’aĐtivitĠ des ŵĠtallopƌotĠiŶases 

 AT1R active également les enzymes métalloprotéinases (MMPs), impliquées dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire (MEC). Ces enzymes ont été découvertes par leur 

rôle dans la métamorphose amphibienne en 1962 par Gross et Lapiere. La MMP1, aussi 

appelée collagénase, a été mise en évidence comme étant capable de dégrader les fibres de 

collagène, composé essentiel de la MEC 87. Une augmentation de l’activité de ces enzymes 

participe à la modification de la MEC qui entoure les CMLVs et de la structure la paroi 

artérielle, entraînant son remodelage. Parallèlement à ces modifications, une augmentation des 

dépôts de collagène dans la média a été observée dans des modèles expérimentaux d’HTA et 

chez les patients hypertendus 88;89;90.  
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Figure 13 : Schéma des différents types de remodelage artériel dans les pathologies cardiovasculaires 

(adapté de 
91

). 

Les ar tères peuvent  se  remodeler  di fféremment en fonction du contexte  
physiopatho logique .  Dans le  cas de l ’hyper tension  ar tér ie l le ,  les gros va isseaux sub issen t  
un remodelage  hyper trophique où  le  diamètre  interne es t  conservé tandis  que la  paro i  
s’épaissi t .  Dans le  cas des ar tères de rés is tance,  le  remodelage est  quali f ié  d ’eutrophique 
in terne  puisque  le  diamètre interne diminue .  

 

3.6.1.3. AĐtioŶ de l’AŶg II suƌ le ƌeŵodelage vasĐulaiƌe 

 Le déséquilibre de la croissance cellulaire et de l’inhibition de l’apoptose est un des 

facteurs essentiels du remodelage délétère observé dans les artères des sujets hypertendus 92. 

Différents types de remodelage peuvent avoir lieu en fonction du contexte physiopathologique 

(Figure 13). Dans l’HTA chronique, une modification appelée remodelage hypertrophique des 

gros vaisseaux apparait 3. Ce changement se traduit par un épaississement de la media et une 

augmentation du diamètre global de l’artère sans changement du diamètre interne. Ce 

changement permet au vaisseau d’augmenter sa résistance à la pression sanguine grâce à une 
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paroi plus épaisse. Ce faisant, le diamètre interne ne diminue pas, pour éviter une 

augmentation accrue de la PA. Dans les artères de petit calibre, le remodelage observé dans 

l’HTA est d’un type différent, appelé eutrophique interne 3. La paroi s’épaissit pour supporter 

l’augmentation de pression mais la croissance se fait vers l’intérieur du vaisseau car 

l’apoptose des CMLVs intervient dans la périphérie externe de l’artère. Ce remodelage permet 

à l’artère de résistance de conserver sa capacité contractile pour réguler la pression en aval 

mais ce processus aboutit à une augmentation de la résistance périphérique. Cela augmente 

encore davantage la PA et vice-versa, entrainant une dynamique délétère. 

 

3.6.1.4. Endothéline-1 

 L’endothéline-1 (ET-1), protéine produite par l’endothélium vasculaire, a une forte 

implication dans les remodelages vasculaires observés au cours de l’HTA. Elle participe 

directement à la vasoconstriction des artères de résistance, la prolifération, l’inflammation et 

la fibrose artérielle 3. Elle participe également de manière prédominante au remodelage 

cardiaque observé dans l’hypertension. De manière générale, elle entretient et aggrave les 

effets délétères du SRAA observés dans l’HTA induite par une ligature de l’artère rénale 93. 

Un blocage de ses récepteurs ETA et ETB permet d’abolir le remodelage des artères 

cardiaques et tout phénomène de fibrose cardiaque 93. 

 

3.6.2. HǇpeƌĐoŶtƌaĐtioŶ vasĐulaiƌe daŶs l’HTA 

 La capacité de contraction en réponse à la pression, appelée tonus myogénique, est 

également augmentée dans l’HTA 94. Ce phénomène serait très précoce et participerait 

directement aux changements vasculaires décrits précédemment 95. Pour des raisons 

mécaniques, la réponse contractile des artères de résistance remodelées est augmentée, en 

particulier en réponse à l’ET-1 et l’Ang II 96 (Figure 14). 

 L’action pro-contractante de l’Ang II s’explique tout d’abord par une hausse du taux 

de Ca2+ intracellulaire. Cette augmentation est la conséquence d’une activation des canaux 
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calciques et d’une libération des stocks de calcium du réticulum sarcoplasmique par la voie de 

la Phospholipase C-ȕ (PLCȕ) et de l’Inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Le complexe 

Ca2+/Calmoduline active alors la Kinase de la Chaine Légère de Myosine (MLCK), qui 

phosphoryle la chaine légère de myosine, aboutissant à une interaction actine-myosine, 

synonyme de contraction. En parallèle, l’activation de la voie RhoA/Rho kinase et l’action de 

la Protéine Kinase C (PKC) augmente la sensibilité au Ca2+ en inhibant la MLC phosphatase 

pour l’empêcher de déphosphoryler la chaine légère de myosine et conserver la contraction. 

Dans le même temps, l’augmentation de la génération de ROS par la NADPH oxydase 

entraine une diminution de la biodisponibilité du NO et une réduction de la capacité 

vasodilatatrice de l’artère 2. 

 Ces modifications aboutissent à une hausse de la contraction des CMLVs par l’Ang II 

et du tonus vasculaire. De manière chronique, cette hypercontraction accélère le remodelage 

artériel et la résistance périphérique mais fragilise la paroi du vaisseau. Les études cliniques 

visant à évaluer les changements fonctionnels des artères de résistance en cas d’HTA ont 

observé une baisse de la capacité de vasodilatation endothélium-dépendante 97. Une altération 

de la capacité vasodilatatrice indépendante de l’endothélium a également été suggérée mais 

n’a pas été observée chez les patients hypertendus. 98. 

 De manière globale, les traitements de l’HTA semblent donc améliorer la fonction 

endothéliale 99. 
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Figure 14 : Schéma des mécanismes de modification de fonction vasculaire dans l’hypertension par 
l'angiotensine II (modifié à partir de 

2
). 

Le récepteur  à  l ’angio tensine II  AT 1 R augmente la  contract ion des ce l lules musculai res 
l i sses par  deux mécanismes.  La vasoconstr ict ion est  augmentée l ’augmenta tion de 
l ’interact ion act ine -myosine .  La vasodilata t ion est  rédui te  par  la  diminution  de la  
biodisponib il i té  du NO.  

 

3.6.3. Dysfonction endothéliale 

 La dysfonction endothéliale est une altération phénotypique de l’endothélium 

vasculaire caractérisée par des troubles pro-thrombotiques, pro-inflammatoires et pro-

constrictifs 100. Approximativement 60% des personnes hypertendues présentent de signes de 

dysfonction endothéliale, dès le premier grade d’HTA 2. Pour ces raisons, la dysfonction 

endothéliale est un solide baromètre du risque CV 101. Une amélioration de ce paramètre par 

des traitements spécifiques augmente l’efficacité des traitements anti-hypertenseurs 102. 
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3.6.3.1. Analyse de la fonction endothéliale 

 L’évaluation de la fonction endothéliale peut être réalisée par différentes méthodes, 

invasives ou non-invasives. L’objectif principal de ces méthodes est de mesurer la 

biodisponibilité du NO, dont la réduction est une caractéristique centrale de la dysfonction 

endothéliale. Chez l’humain, la méthode de référence était, il y a plusieurs décennies, une 

mesure invasive de la vasodilatation à l’ACh dans les artères coronaires par coronarographie 

103. Ses méthodes sont aujourd’hui très peu utilisées en raison de leur coût et de leur 

agressivité vis-à-vis du patient. Une méthode plus récente et non-invasive est aujourd’hui 

largement répandue. Il s’agit d’un test de réactivité de l’artère brachiale en réponse à une 

hausse localisée du flux sanguin, mesurée par ultrasons à haute résolution. Cette capacité de 

dilatation en réponse au shear-stress est appelée dilatation flux-dépendante (DFD). Elle 

permet à l’artère de réduire les forces de cisaillement s’exerçant sur l’endothélium en adaptant 

son diamètre. La mesure de la DFD dans l’artère brachiale permet d’établir une prédiction 

fiable du risque CV 104. Indépendamment de phénomènes athéromateux, la dysfonction 

endothéliale est également positivement corrélée au niveau d’HTA 105. 

 

3.6.3.2. Relation entre hypertension artérielle et dysfonction 

endothéliale 

 La question posée par de nombreux auteurs a été de savoir si la dysfonction 

endothéliale est une cause ou une conséquence de l’HTA. A ce jour, cette question n’est pas 

totalement élucidée mais un certain nombre de données laissent penser qu’il s’agit d’une 

interaction bidirectionnelle. Favorisant l’hypothèse de la cause, des études utilisant des 

inhibiteurs de la eNOS font état d’une hausse de la PA chez l’Homme et l’animal 106. Rossi et 

al. ont ainsi montré qu’une dysfonction endothéliale chez les femmes ménopausées 

augmentait 6 fois le risque de développer une HTA plus tard 107. 

 D’un autre côté, des études suggèrent que la dysfonction endothéliale serait une 

conséquence de l’HTA. Chez des étudiants finlandais, Juonala et al. ont montré en 2006 
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qu’une PA élevée à l’adolescence était associée à une hausse du risque de dysfonction 

endothéliale à l’âge adulte 108. Pour englober ces différentes hypothèses et tirer une 

conclusion claire, une étude majeure nommée Multiethnic Study of Atherosclerosis (MESA) a 

été menée par Shimbo et al. jusqu’en β010. Le but de cette étude était d’observer l’incidence 

d’une future HTA à partir des mesures de DFD chez γ500 patients d’origine diverses. Il en est 

ressorti qu’une diminution de la DFD n’était pas un facteur prédictif indépendant d’une future 

HTA 109. Les auteurs ont également souligné l’implication d’autres paramètres dans cette 

inter-relation. De manière globale, la conclusion de l’étude supportait plutôt l’hypothèse que 

l’HTA était une cause et non une conséquence de la dysfonction endothéliale. Cependant, en 

raison de la diversité du profil des patients dans cette étude par rapport à l’étude de Rossi et 

al., la question reste ouverte. 

 De manière indéniable, la plupart des traitements anti-hypertenseurs améliorent 

également la fonction endothéliale. Nous pouvons notamment citer la restriction sodée qui a 

un effet très modéré sur la baisse de pression des patients hypertendus mais qui améliore 

significativement la fonction endothéliale et augmente la biodisponibilité du NO tout en 

réduisant le stress oxydatif 110;111. Les traitements pharmacologiques ciblant le SRAA comme 

les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC), les ARA2 et les antagonistes de 

l’aldostérone ont tous des effets bénéfiques à la fois sur la PA et également sur la fonction 

endothéliale 112. Il en est de même pour les inhibiteurs de la rénine et des minéralocorticoïdes 

113;114.  

 

3.6.4. Stress oxydatif 

3.6.4.1. Nature moléculaire du stress oxydatif 

 De nombreuses études attribuent un rôle critique au stress oxydatif dans la 

physiopathologie de l’HTA et ses conséquences cardiovasculaires évoquées précédemment. 

Le stress oxydatif est un phénomène caractérisé par une trop forte concentration de molécules 

hautement instables que sont les espèces réactives oxygénées. 
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Figure 15 : Réduction de l’oxygène par les électrons de la chaine respiratoire. 

Les é lec trons se f ixent  sur  l ’oxygène pour  le  réduire.  1  électron about i t  à  la  product ion 
d’anion superoxyde,  β  é lec trons  au péroxyde  d’hydrogène,  γ  é lec trons au rad ica l  hydroxyl  
et  4  é lectrons à  la  production d’eau .  

 

 Les ROS sont retrouvées dans toutes les cellules eucaryotes et participent aux 

principaux processus cellulaires comme la prolifération, la migration, l’hypertrophie, la 

différenciation, la dynamique du cytosquelette et le métabolisme 115. La production de ROS 

dérive très majoritairement de la production d’énergie par les mitochondries et de la 

phosphorylation oxydative nécessaire à la production d’ATP. Dans un contexte 

physiologique, le cytochrome c de la chaine respiratoire mitochondriale transfère 4 électrons à 

une molécule d’O2 et expulse des protons dans l’espace intermembranaire 116. Ce gradient de 

protons permet la production d’ATP et l’oxygène est transformé en H2O. Toutefois, dans 

environ 1% des cas, l’oxygène reçoit un nombre insuffisant d’électrons 117. Si l’O2 obtient 1 

électron au lieu de 4, il se transforme en anion superoxide, O2
•−. S’il en obtient β, il se 

transforme en péroxide d’hydrogène H2O2. Enfin, s’il en obtient γ, il se transforme en radical 

hydroxyle, HO• 116 (Figure 15). La demi-vie des ROS est extrêmement courte, de l’ordre de la 

milliseconde. 

 Ces molécules sont produites en permanence en faible concentration principalement 

par les mitochondries mais également par les péroxisomes et le réticulum endoplasmique via 

l’action de trois principales enzymes que sont la NADPH oxydase, la NOS, le cytochrome 

P450 et l’enzyme glucose oxydase (Figure 16). Dans les vaisseaux, les ROS jouent un rôle de 

signalisation et participent à l’intégrité cellulaire et au tonus vasculaire 4. 

O2 O2 H2O2 HO H2O + O2

e- e- e- e-

•- •
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Figure 16 : Réactions de productions des espèces réactives d'oxygène (adapté à partir de 
118

). 

Les espèces réac tives  d’oxygène sont  i ssues  de l ’ac t ivi té  de la  cha ine  respirato ire  
mi tochondria le .  El les sont  composées de  di fférentes espèces,  comme l ’anion superoxyde,  
le  péroxyde d’hydrogène et  le  radical  hydroxyle .  

 

 Dans un contexte pathologique, lorsque la concentration de ces molécules devient 

importante, celles-ci interagissent directement avec les autres composés cellulaires comme les 

lipides, les acides nucléiques et surtout les protéines qui sont particulièrement sensibles au 

stress oxydatif 117. Elles en altèrent la structure, la fonction, les interactions, les changements 

conformationnels, la localisation cellulaire, la sensibilité à la protéolyse, l’immunogénicité et 

la transcription génique 115. De manière chronique, ces changements sont particulièrement 

délétères dans le système cardiovasculaire et le rein. 

 Au niveau de l’endothélium vasculaire, une forte concentration de ROS diminue la 

biodisponibilité du NO 119. L’oxydation du NO aboutit à la production d’espèces réactives 

nitrogénées comme le peroxynitrite ONOO-, qui entrainent elles aussi des altérations 

cellulaires 115.  
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3.6.4.2. NADPH oxydases  

 Les NADPH oxydases sont une famille de 7 enzymes différentes liées à la membrane 

plasmique, qui participent à la production de ROS. Elles sont constituées de 6 sous-unités 120 

(Figure 17) : 

o Une protéine Rho Guanosine Triphosphatase (GTPase) 

o l’unité catalytique gp91-phagocytic oxidase (PHOX) ou NOX2, unité variant selon les 

types de NOXs, 

o p22phox, 

o p40phox, 

o p47phox, 

o p67phox. 

 

 

Figure 17 : Schéma de la structure de la NADPH (adapté à partir de 
121

). 

La NADPH oxydase est  un assemblage de di fférentes sous -uni tés local i sées à  la  membrane 
plasmique,  gp91 p h o x ,  p22  p h o x ,  p47  p h o x ,  p40  p h o x ,  p67  p h o x  e t  une  GTPase .  E lles entraine  
l ’oxydat ion de  l ’oxygène et  about i t  à  la  product ion de ROS.  
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 Les NOXs ont d’abord été découvertes et décrites dans les cellules immunitaires 

phagocytaires telles que les neutrophiles, grâce à l’effet cytolytique des ROS, utilisées pour 

détruire les pathogènes 122. Elles ont ensuite été retrouvées dans d’autres tissus, notamment le 

tissu vasculaire. Dans les vaisseaux, la NADPH oxydase est stimulée par différents facteurs 

de croissance (PDGF, EGF, TGF-ȕ1), des cytokines (TNF-α, IL-1ȕ, PAF), des stimuli 

mécaniques (shear stress), des facteurs métaboliques (hyperglycémie, hyperinsulinémie, 

acides gras libres) et des agonistes des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), tels que la 

sérotonine (5-HT), l’ET-1 et l’Ang II 123;124. Cette dernière, via AT1R, est un des principaux 

stimuli de l’augmentation de l’activité de la NADPH oxydase dans l’HTA 125.  

 

3.6.4.3. Superoxyde Dismutases  

 Des défenses anti-oxydantes interviennent lorsque les concentrations de ROS sont trop 

élevées. Les principales enzymes impliquées dans ce processus sont les Superoxyde 

Dismutases (SOD), la catalase et la glutathione peroxydase 126;127. Trois formes de SOD 

existent : la SOD1 ou Cu/Zn, la SOD2 ou MnSOD et la SOD3 ou EC-SOD 128. Ces enzymes 

catalysent la dismutation de l’anion superoxyde pour former du péroxide d’hydrogène et de 

l’oxygène. Dans les vaisseaux, l’EC-SOD est majoritaire, produite principalement par les 

CMLVs 129. L’EC-SOD est ainsi la principale enzyme dont l’expression augmente en réponse 

au stress oxydatif 126. 

 D’autres acteurs agissent en parallèle des SOD. A faible niveau de stress oxydatif, le 

système glutathione peroxydase est un important système de protection. Lorsque le stress est 

plus important, le système catalase est plus efficace, prenant en charge le peroxyde 

d’hydrogène pour le transformer en eau et oxygène moléculaires 130. Dans l’HTA, ces 

défenses anti-oxydantes sont stimulées mais leur activité n’est pas toujours suffisante pour 

prévenir le stress oxydatif, qui devient alors un des principaux moteurs de l’aggravation de 

l’hypertension 131. 
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3.6.4.4. Implication dans l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

3.6.4.4.1. Modifications des protéines 

 Le stress oxydatif agit en oxydant les acides aminés des protéines et en entrainant des 

changements conformationnels, d’interaction et de dimérisation.  Deux acides aminés, la 

cystéine et la méthionine, sont particulièrement attaqués en cas de stress oxydatif, à cause de 

leur atome de soufre. De multiples formes de modifications peuvent avoir lieu, en fonction de 

la nature de l’espèce réactive et de l’acide aminé impliqué. Une modification de protéine très 

courante est l’attachement d’un atome d’oxygène directement sur un atome de carbone. Cette 

modification est irréversible et entraine souvent une perte de fonction de la protéine visée 132. 

 D’autres modifications sont réversibles. Dans les cellules endothéliales notamment, 

l’attachement d’un NO sur un résidu cystéine aboutit à la production d’un groupement 

nitrosylé. Ainsi, plus le stress oxydatif est important, plus le nombre de modifications des 

protéines sera élevé. Ce niveau global de modifications donne un indice direct sur l’état de 

stress oxydatif de la cellule et de nombreuses méthodes de mesure ont été mises au point pour 

évaluer la présence de ROS. 

  

3.6.4.4.2. Effets vasĐulaiƌes du stƌess oǆǇdatif daŶs l’HTA 

 Dans l’endothélium, le stress oxydatif participe à la progression de la dysfonction 

endothéliale 133 (Figure 18). La réduction de la biodisponibilité du NO est un des principaux 

facteurs de la hausse de la vasoconstriction 134. Dans les CMLVs, les ROS augmentent le taux 

intracellulaire de calcium des CMLVs et le tonus vasculaire, tout en activant l’expression de 

gènes pro-inflammatoires 135. L’anion superoxide et le peroxide d’hydrogène stimulent les 

voies de signalisation impliquées dans la croissance et l’hypertrophie cellulaire, telles que les 

MAPK, les tyrosine kinases et les facteurs de transcription NF-κB, AP-1 et HIF-1 4;136.  
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 Ces changements entrainent une hausse de la contraction des artères, de la croissance 

et de la prolifération des CMLVs, de l’infiltration monocytaire et des dépôts extracellulaires 

de collagène 133. 

 

 

Figure 18 : Mécanismes moléculaires de l'action des ROS dans l'endothélium et les cellules 

musculaires lisses vasculaires (adapté à partir de 
118

). 

Les ROS agissent  sur  de mul t ip les mécanismes cel lula ires au niveau des vaisseaux,  en 
part icul ier  l ’ inflammation,  l ’apoptose et  la  diminution du NO,  entra inant  une  dysfonct ion 
endothé lia le  e t  une f ibrose.  Ces changements détér iorent  la  fonct ion vasculaire  et  aggrave 
la  physiopatho logie  de l ’HTA.  

 

 Afin d’étudier l’implication de la production de ROS dans l’HTA, des modèles 

animaux ont été mis au point. Chez des souris p47phox ou gp91phox knockout (délétion du 

gène cité), l’infusion d’Ang II n’entrainait pas d’augmentation de la PA et une hausse limitée 

de la production d’anions superoxydes. Il en résultait une baisse du remodelage vasculaire et 

de la dysfonction endothéliale par rapport aux souris wild-type (sauvages) 137;138. De même, 

des souris recevant une injection de siRNA dirigés contre la sous-unité p22phox dans le rein 
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avaient une réduction de la PA et du stress oxydatif malgré une infusion d’Ang II, confirmant 

ainsi le lien entre ROS et HTA 139. 

 

3.6.4.4.3. Essais cliniques utilisant des antioxydants 

 Pour explorer le potentiel thérapeutique du ciblage des ROS, des études cliniques ont 

été menées en utilisant des molécules anti-oxydantes chez des patients. Les plus importantes 

sont la Cambridge Heart Antioxidant Study (2002 patients), l’Alpha Tocopherol, Carotene 

Cancer Prevention Study (27,271 hommes); ou encore la Antioxidant Supplementation in 

Atherosclerosis Prevention (ASAP) study (520 patients). En dehors de la dernière étude, qui a 

montré qu’une supplémentation en vitamines E et C réduisait la progression de 

l’athérosclérose, toutes les autres études ont échoué à démontrer le potentiel thérapeutique des 

antioxydants dans le traitement des MCV 122. Ces échecs ont été attribués au type de 

molécules utilisées, leurs voies d’administration, aux types de patients inclus et au design de 

ces études (durée insuffisante des traitements par exemple). 
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4. Œstrogènes et protection vasculaire 

4.1. Sexe, ménopause et risque cardiovasculaire 

 Les hommes et les femmes ne sont pas égaux devant le risque de MCV. Avant 50 ans, 

les femmes ont une PA significativement plus basse que celles des hommes et ont moins de 

risque d’être sujettes à l’HTA 140. Cependant, cette différence s’estompe en moins de 10 ans 

après la ménopause pour finalement s’inverser 141. Au même âge, les femmes ménopausées 

ont une PA plus élevée que les femmes non-ménopausées 142;143. Ainsi aux Etats-Unis, 75% 

des femmes de plus de 60 ans sont hypertendues, une proportion supérieure à celle des 

hommes 144. 

 Dans des modèles animaux de MCV, les femelles ont une mortalité plus faible, moins 

de dégâts vasculaires et une meilleure préservation des capacités cardiovasculaires. Mais ces 

différences disparaissent après une ovariectomie ou un défaut d’hormones œstrogéniques 
145;146;147. L’inhibition de la production d’œstrogènes chez des sujets de sexe masculin entraine 

une baisse significative de la DFD de l’artère brachiale, montrant que les effets bénéfiques de 

ces hormones s’exercent chez les deux sexes 148. Ces éléments ont permis de mettre en valeur 

le rôle protecteur des hormones ovariennes, en particulier œstrogéniques, dans le système 

cardiovasculaire chez les femmes non-ménopausées. 

 

4.2. Natuƌe ŵolĠĐulaiƌe des œstƌogğŶes 

 Les œstrogènes sont issus de la conversion d’hormones androgènes telles que la 

testostérone, elles-mêmes dérivées du cholestérol, par une suite de réactions enzymatiques 

(Figure 19). Cette transformation est catalysée par une enzyme appelée aromatase située dans 

le réticulum endoplasmique 149. Chez les femmes non-ménopausées, l’aromatase est 

principalement retrouvée au niveau des ovaires, puis dans le placenta pendant la grossesse 150. 

Après la ménopause, l’aromatase est surtout retrouvée dans les tissus adipeux et la peau 150. 

Cette enzyme est présente chez les hommes également où elle occupe une place importante 

dans la production des hormones œstrogéniques. 
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Figure 19 : Synthèse des hormones œstrogéniques à partir du cholestérol. 

Les œstrogènes sont  synthét i sés à  par t ir  des androgènes,  par  l ’act ion de l ’aromatase et  
d’enzymes déshydrogénases.  Chaque  molécule d’œstrogène se caractér ise par  la  présence 
de 1  à  4  groupements hydroxyl .  

 

 Il existe quatre types d’hormones œstrogéniques, classés par le nombre de 
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o Estrone ou E1, le moins abondant des œstrogènes. Chez des femmes ménopausées, 

les taux plasmatiques de E1 sont négativement corrélés avec le risque d’HTA, 

d’obésité, de diabète 151.  

o Œstradiol ou 17ȕ-œstradiol ou Eβ, le plus abondant des œstrogènes, responsable 

de la grande majorité des effets sexuels mais également CV attribués aux 

hormones œstrogéniques, 

o Estriol ou E3, produit par le placenta au cours de la grossesse et en quantité très 

faible en dehors de ces périodes,  

o Estétrol ou E4, produit par le foie du fœtus au cours de la grossesse. Sa production 

devient quasi-nulle après la naissance. 

 Ces hormones jouent un rôle majeur dans la détermination sexuelle, le développement 

des caractères sexuels secondaires, le maintien des tissus reproducteurs, la régulation de la 

synthèse des lipoprotéines, le maintien des fonctions cognitives et le maintien et la croissance 

des os longs 152. Ces effets sont également nécessaires chez les individus de sexe masculin 

chez qui les œstrogènes assurent le bon développement des organes sexuels et la croissance 

osseuse 153. 

 

4.3. CǇĐle hoƌŵoŶal et pƌoduĐtioŶ des œstƌogğŶes 

 Chez la femme, les hormones œstrogéniques sont produites très majoritairement par 

les ovaires et le placenta lors de la grossesse. D’autres sources mineures d’œstrogènes 

existent, notamment les glandes adrénergiques, le foie, les seins et le tissu adipeux 149. Le 

niveau de ces hormones fluctuent au cours du cycle menstruel. L’hypothalamus libère 

l’hormone Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) qui stimule l’hypophyse. Cette dernière 

libère l’hormone stimulant le follicule (FSH) et l’hormone lutéinisante (LH) qui activent la 

synthèse d’œstrogènes par les cellules granuleuses des follicules ovariens 154. Une 

augmentation de leurs taux plasmatiques entraine l’ovulation puis la formation du corps jaune 

qui synthétisera lui-même des hormones œstrogéniques (Figure 20). 
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Figure 20 : Schéma du cycle menstruel (adapté à partir de santé-médecine, le journal des femmes). 

Le cycle menstrue l  se  déroule sur  28 jours ,  en 3  phases.  La première phase est  la  phase  
fo l l iculaire ,  suivie de la  phase ovula toire ,  où le  pic  œst rogénique est  le  plus é levé.  Enfin,  
la  dernière phase es t  la  phase  lutéa le .  

 

 Chez la femme pubère et non-ménopausée, le taux plasmatique de l’Eβ est compris 

entre 27 pg/mL et 436 pg/mL, en fonction de la phase du cycle menstruel 155. Chez la femme 

post-ménopausée, ce taux devient inférieur à 10 pg/mL, similaire à celui de l’homme.  
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4.4. Etudes cliniques de remplacement hormonal 

4.4.1. Design de la Women Health Initiative 

 Au vu des effets protecteurs des hormones œstrogéniques vis-à-vis des pathologies 

cardiovasculaires, des études cliniques ont été menées pour tenter de les reproduire chez des 

femmes ménopausées. La plus importante d’entre elles, la Women Health Initiative, a 

démarré en 1991 aux Etats-Unis et avait pour but d’étudier les maladies cardiovasculaires, les 

cancers et l’ostéoporose chez les femmes ménopausées 156. Cette étude financée par le 

National Institutes of Health (NIH) et dirigée par le Dr Bernadine Healy a enrôlé plus de 160 

000 femmes ménopausées (NIH almanac - Past NIH directors). 

 La thérapie hormonale d’intervention était l’un des aspects majeurs de cette étude. 

L’hypothèse des investigateurs de cette étude était qu’une thérapie hormonale à base 

d’œstrogènes chez des femmes ménopausées entrainerait une baisse significative des 

accidents coronaires et de l’ostéoporose. Deux groupes ont donc été constitués, le premier 

recevant uniquement des œstrogènes et le deuxième recevant une combinaison d’œstrogènes 

et de progestine, molécule capable de réduire l’effet pro-cancéreux de l’E2 vis-à-vis de 

l’utérus 156. Ces groupes ont été comparés à des femmes ménopausées ne recevant pas 

d’hormones. 

 

4.4.2. Résultats de l’Ġtude 

 Contrairement à l’hypothèse de départ, il est apparu après 5 ans que les patientes du 

deuxième groupe avait une augmentation du risque de cancer du sein, de coronaropathies, 

d’AVC et d’embolie pulmonaire 156. De même, les patientes du premier groupe n’ont vu 

aucune diminution de leur risque de coronaropathie. En revanche, les fractures d’ostéoporose 

et le risque de cancer du sein ont été diminués par la prise d’œstrogènes. 

 Au vu de ces données, les auteurs ont conclu que la thérapie hormonale à base 

d’œstrogènes ne devait pas être utilisée de manière préventive chez des femmes ménopausées 

pour prévenir les MCV. 
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4.4.3.  CƌitiƋues de l’Ġtude  

 Plusieurs critiques ont été formulées par les auteurs de l’étude pour expliquer ces 

résultats négatifs. La première concernait l’âge des participantes, en moyenne de 6γ ans. 

L’âge moyen de la ménopause étant de 51 ans chez les femmes américaines, les auteurs ont 

estimé que le délai de l’introduction de la thérapie avait été trop long. En triant les données 

des femmes plus jeunes inclues dans cette étude, il n’est pourtant pas apparu que la thérapie 

avait un effet bénéfique quand elle était initiée précocement 157. Certaines études plus récentes 

ont néanmoins contredit ce point, estimant que les femmes de 50 à 59 ans ayant été inclues 

dans cette étude présentaient un risque réduit de coronaropathies 5. Toutefois la prise 

d’œstrogènes augmentait le risque de thrombose veineuse profonde. 

 

Tableau 5 : Critiques de l’étude de remplacement hormonal de la Women Health Initiative 

 

 La deuxième critique est le mode d’administration des hormones. Les œstrogènes 

utilisés étaient issus de l’urine de jument. Celle-ci a été purifiée pour obtenir un composé le 

plus propre possible mais il est estimé aujourd’hui que cette forme d’administration n’est pas 

Critique HǇpothğse d’eǆpliĐatioŶ 

Grande diversité de profils des 

patientes 

Variabilité de l’âge, des antécédents, des pathologies associées et 
difficulté à évaluer l’impact spécifique du traitement 

Age moyen des patientes au début 

du traitement (63 ans) 

Hypothèse du timing : après plusieurs années sans hormones, le 

corps n’est plus à même de réagir normalement à leur présence 

Composé utilisé Urine de jument contenant de nombreux autres composés 

Fort taux d’abandon du traitement Manque de fiabilité sur le suivi du traitement au long terme 

Voie d’administration Voie orale entrainant une métabolisation/dégradation des composés 
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dénuée de risque. En effet, l’urine de jument contient d’autres composés aux effets mal 

connus 158. De plus, l’administration par voie orale entraine une digestion des composés 

ingérés, sans recul nécessaire sur leur dégradation et leur capacité d’action dans l’organisme 

une fois métabolisés. Enfin, un certain nombre d’éléments a été remis en cause, notamment le 

fort taux d’abandon des traitements par les patientes. La grande diversité du profil des 

patientes en terme d’âge, de poids et du timing de l’initiation de la thérapie hormonale après 

ménopause a également été mise en cause (Tableau 5) 156. 

 De manière globale, il est aujourd’hui accepté que l’action protectrice des hormones 

œstrogéniques est extrêmement complexe et que leurs effets bénéfiques sont difficiles à 

reproduire. Il est donc nécessaire de mieux les étudier, décrypter leurs mécanismes d’action 

en fonction du tissu, du sexe et du contexte physiopathologique. 

 

4.5. RĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes 

 Comme toutes les hormones stéroïdiennes, les œstrogènes agissent par l’intermédiaire 

de récepteurs, appelés récepteurs aux œstrogènes (ERs). Du fait de leur implication dans les 

processus de reproduction, ces récepteurs sont très anciens et sont restés très conservés entre 

les mammifères 1. Ils sont présents dans la quasi-totalité des types cellulaires des vertébrés et 

impliqués dans une grande diversité de fonctions biologiques 159. Logiquement, ces ERs sont 

aussi impliqués dans la physiopathologie de nombreuses maladies, comme les cancers des 

tissus sexuels (seins, ovaires, prostate, endomètre), des maladies neurodégénératives, 

d’ostéoporose, d’obésité, de résistance à l’insuline et de MCV 159. 

 

4.5.1. StƌuĐtuƌe des ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes 

 Il existe trois types d’ERs, ERα, ERȕ et le G protein-coupled Estrogen Receptor 1 

(GPER). ERα et ERȕ font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires qui agissent sur 

la transcription des gènes cibles. GPER est le récepteur le plus récemment découvert et ne fait 

pas partie des récepteurs nucléaires 160. 
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Figure 21 : Structure des récepteurs ERα et ERβ et les pourcentages d’homologie entre leurs 

domaines (inspirés de 
161

). 

Les récepteurs aux œstrogènes  ERα e t  ERȕ possèdent un do maine AF -1  de transac tiva tion 
indépendante du l igand ,  un domaine de l iai son à l ’ADN (DNA Binding Domain) ,  un 
domaine  charnière  (H inge)  et  un domaine de transac tivat ion l igand -dépendante (AF-2)  
contenant  le  si te  de l ia ison au l igand.  

 

 Comme tous les membres de la famille des récepteurs nucléaires, ERα et ERȕ 

possèdent 6 domaines distincts, nommés de A à F (Figure 21). Le domaine C est 

caractéristique de cette famille. Il contient deux « zinc fingers » qui lui permettent de se lier 

spécifiquement à des séquences d’ADN cibles, appelées Estrogen Response Elements (EREs). 

Le domaine E est le domaine de liaison du ligand. Les fonctions d’activation (AF) sont situées 

dans les domaines B et E. Ce sont elles qui sont responsables de l’action génique du récepteur 

1. 
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4.5.2. DiffĠƌeŶĐe d’aĐtioŶ eŶtƌe les ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes  

4.5.2.1. DiffĠƌeŶĐe d’aĐtioŶs gĠŶoŵiƋues eŶtƌe ERα et ERβ 

 ERα et ERȕ ne partagent que 60 % d’homologie de leur domaine de liaison au ligand. 

Il en résulte que ces deux récepteurs régulent leurs cibles géniques de manière différente, en 

fonction du tissu et du contexte physiopathologique 1. Leur action diffère également en 

fonction de l’expression de co-activateurs et de co-répresseurs 162;163. A titre d’exemple, le 

tamoxifène (un modulateur sélectif des ERs) agit en recrutant des co-activateurs dans 

l’endomètre mais recrute des co-répresseurs dans les cellules du sein 164. 

 Dans l’aorte de souris, l’activation d’ERα entraine une augmentation de l’expression 

des gènes cibles tandis qu’ERȕ réduit cette expression 165. A l’inverse, l’activation d’ERȕ 

dans le cœur isolé perfusé augmente globalement l’expression des gènes cibles 164. 

 Dans les cellules endothéliales, l’activation d’ERα entraine une augmentation de 

l’expression de la eNOS, tandis que dans le muscle cardiaque, cet effet est attribué à ERȕ 166 

167. Dans les CMLVs, l’expression de la iNOS est augmentée par ERȕ et est diminuée par 

ERα 168. ERα et ERȕ agissent également en synergie, comme c’est le cas dans l’endothélium 

vasculaire où ERα augmente l’activité de la SODβ tandis qu’ERȕ augmente son expression 

basale 169. Cette double action permet de réduire le stress oxydatif et les dégâts vasculaires et 

mitochondriaux associés. 

 Dans les cardiomyocytes, ERȕ participe à la prévention œstrogénique de 

l’hypertrophie cardiaque et de la fibrose induites par un traitement par l’Ang II 170. Les 

auteurs de cette étude ont montré que la stimulation d’ERȕ bloquait les effets de l’Ang II sur 

l’expression des histones et de certains gènes aux actions délétères 170. 

 Pour résumer les différences d’action génomique de ces deux ERs, Menazza et 

Murphy ont établi un tableau faisant le bilan des rôles respectifs d’ERα et d’ERȕ dans le 

système cardiovasculaire 5 (Tableau 6). 
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Tableau 6: Liste non-exhaustive des actions génomiques d’ERα et ERβ dans le cœur et les vaisseaux 
(données issues de 

171;172;173
). 

ERα ERβ 

Augmentation de la masse et du volume du VG Réduction de l’hypertrophie cardiaque pathologique 

Réduction de la taille de l’infarctus après infarctus du 
myocarde 

Prévention de l’augmentation de mortalité au cours de 
l’insuffisance cardiaque chronique 

Cardioprotection contre les lésions d’ischémie 
reperfusion 

Cardioprotection contre les lésions d’ischémie 
reperfusion 

Régulation de l’expression de GLUT4 (transporteur du 
glucose) 

Régulation de la fonction vasculaire et de la pression 
artérielle (résultat controversé) 

Régulation de la croissance cardiaque 
Modulation de la réponse sexe-spécifique du cœur à 
l’exercice physique 

 Diminution du niveau d’inflammation 

 

Ces résultats soulignent la complexité de l’action des ERs en fonction du tissu cible 

mais également du sexe et du contexte physiopathologique. 

 

4.5.2.2. Rôle vasculaire de GPER 

 GPER est classé dans la famille des récepteurs aux œstrogènes mais ne possède pas de 

fonctions AF. Il n’a donc pas d’action génomique 1. Il est localisé dans la membrane 

plasmique tout comme ERα et ERȕ mais n’est pas présent dans le noyau 160. GPER a été 

découvert en β005 et tout d’abord décrit comme un récepteur « non-classique » aux 

œstrogènes 174. 

 En traitant des artères coronaires de chien et des artères mésentériques de rat avec 

l’ICI 182.780 (antagoniste d’ERα et ERȕ et agoniste de GPER), il est apparu que la réponse 

dilatatrice rapide à l’Eβ restait présente 175;176. Pour confirmer le rôle de GPER dans ce 

processus, plusieurs études ont utilisé un agoniste sélectif de GPER, appelé G-1. Leurs 

auteurs ont pu observer une vasodilatation dans les artères coronaires de porc, les aortes de rat 
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et les artères mammaires humaines 177;178. Lindsey et al. ont également observé que le 

traitement chronique avec G-1 chez des rattes ovariectomisées diminuait la PA des animaux, 

un effet largement décrit de l’Eβ 179. L’action vasodilatatrice de GPER semble passer par 

l’activation de la eNOS. En effet, la vasodilatation à G-1 était abolie par le L-NG-nitroarginine 

methyl ester (L-NAME), un bloqueur des NOS 180. Ces travaux suggèrent donc un rôle 

prépondérant de GPER dans l’endothélium. 

 Cependant, ces résultats ont été contredits par Yu et al. en 2011. Cette équipe a 

observé une persistance de la vasodilatation d’aortes et d’artères coronaires de porcs dénudées 

de leur endothélium, en réponse à G-1 181. Les auteurs ont donc émis l’hypothèse que GPER 

n’agirait pas dans l’endothélium mais dans les CMLVs. Le L-NAME ne réduisait pas non 

plus cet effet sur des artères non-dénudées. Les auteurs ont ensuite montré que le blocage de 

canaux potassiques des CMLVs suffisait à empêcher la dilatation par G-1, confirmant ainsi 

leur hypothèse 181. 

 Ces différents éléments contradictoires ont remis en question la nature exacte de ce 

récepteur couplé aux protéines G. S’il répond à la présence de l’Eβ, son action semble 

différente suivant les modèles, les agonistes et les antagonistes utilisés. A l’heure actuelle, il 

n’est pas clairement établi si GPER est un « véritable » récepteur aux œstrogènes où s’il s’agit 

d’une protéine partenaire des fonctions non-génomiques des ERs 182. Dans certaines études, 

son absence ne semble pas avoir d’impact sur l’effet de l’Eβ sur les cellules endothéliales et 

son expression est extrêmement faible par rapport aux autres ERs dans l’arbre vasculaire 
183;184. Dans d’autres, l’absence de GPER entraine une hausse de la contraction vasculaire et 

de la PA 185. Le manque relatif de sélectivité des agonistes et antagonistes disponibles 

contribue certainement à l’obtention de résultats discordants. Le rôle et les mécanismes de ce 

récepteur restent donc à explorer. 
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4.5.3. MĠĐaŶisŵes d’aĐtioŶ d’ERα 

4.5.3.1. Action génomique d’ERα 

4.5.3.1.1. MĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ gĠŶoŵiƋue d’ERα 

 Dans la plupart des études portant sur les effets des hormones œstrogéniques dans les 

pathologies cardiovasculaires, le récepteur ERα occupe une place prédominante par rapport 

aux autres récepteurs 1;5;172;166;186;187;188;189. C’est donc sur celui-ci que ce manuscrit se 

concentrera. De même, les actions œstrogéniques étant largement dues à la présence 

d’œstradiol, nous nous référerons régulièrement aux œstrogènes par la référence Eβ. 

 Les œstrogènes sont des hormones de nature lipidique et lipophile, donc capables de 

traverser les membranes cellulaires sans besoin de transporteurs particuliers. Lors de la 

fixation de l’Eβ sur le récepteur ERα, ce dernier se dimérise et se transloque dans le noyau où 

il interagit avec les éléments de réponse aux œstrogènes (EREs) (Figure 22). Ce schéma 

classiquement décrit a été remis en cause en 1995 par Parker et al. qui ont observé que ERα 

était majoritairement présent dans le noyau, même en l’absence de son ligand 190. 

 Via ses fonctions d’activation AF-1 et AF-2, le récepteur recrute des corégulateurs et 

des composés de l’ARN polymérase II pour réguler l’expression des gènes cibles 1. La 

fonction AF-1 est une fonction d’activation indépendante du ligand (Figure 21) 191. Elle peut 

être activée par des facteurs de croissance tels que IGF-1, EGF et le Fibroblast Growth 

Factor- 2 (FGF-2). Cette activation se fait par l’intermédiaire de séries de phosphorylations 

d’acides aminés contenus dans le domaine B et indépendamment de l’Eβ 192. A l’inverse, la 

fonction AF-2 est entièrement dépendante de la présence de l’Eβ pour être actif. En effet, le 

domaine le liaison au ligand est située dans la région du domaine AF-2 (Figure 21) 7. 
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Figure 22 : Action génomique du récepteur ERα. 

Le récepteur  aux œstrogènes ERα est  act ivé  par  son l igand au niveau nucléa ire  ou 
cytoplasmique .  Une fo is  dimérisé ,  i l  se  f ixe sur  une séquence de réponse aux œstrogènes  
dont i l  régule la  transcr ipt ion par  le  recrutement  ou l ’inhibi t ion de corégulateurs .  

 

 ERα exerce donc des actions génomiques indépendantes de l’Eβ via AF-1 et 

dépendantes de l’Eβ via AF-2 189. Ces actions ayant toujours lieu dans le noyau et ayant trait à 

un effet sur l’ADN, elles sont regroupées sous le terme d’actions « génomiques » d’ERα. 

Cette voie génomique est nécessaire au bon développement et au fonctionnement des organes 

sexuels que ce soit chez un mâle ou une femelle. 
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4.5.3.1.2. Rôle vasculaire de la fonction AF-1 

 Afin d’étudier le rôle de la fonction AF-1 d’ERα dans l’arbre vasculaire, un modèle de 

souris génétiquement modifiée AF-1° a été mis au point, exprimant une forme tronquée 

d’ERα et ne possédant pas la séquence d’acides aminés complète codant pour AF-1 193. Cette 

forme d’ERα pèse 49 kDa au lieu des 66 kDa de la forme sauvage. De manière logique, ces 

souris AF-1° étaient stériles, soulignant l’implication de cette fonction dans l’effet 

reproducteur de l’Eβ 193. En revanche, la fonction AF-1 n’avait d’impact ni sur la 

réendothélialisation (le processus de réparation de l’endothélium suite à une blessure), ni sur 

la production de NO et ni sur la prévention de l’athérome en réponse à l’Eβ 193. Les auteurs 

ont donc conclu que AF-1 n’était pas nécessaire aux effets protecteurs de l’Eβ dans la 

prévention des dommages vasculaires. 

 Il n’a pas non plus été démontré d’implication de cette fonction dans la prévention par 

E2 du diabète induit par le régime high fat ni dans la prévention de la déminéralisation des os 

corticaux 194;195. En revanche, Smirnova et al. ont montré en 2015 que AF-1 avait un rôle 

prépondérant dans la prévention de l’hyperplasie néointimale suite à une lésion de l’artère 

fémorale en réponse à l’Eβ 187. A la différence des effets vasculaires bénéfiques de l’E2 dans 

l’endothélium, la fonction AF-1 agit sur les cellules musculaires lisses, suggérant un rôle 

différentiel des fonctions AF-1/2 entre l’endothélium et les CMLVs. 

 

4.5.3.1.3. Rôle vasculaire de la fonction AF-2 

4.5.3.1.3.1. Rôle pƌoteĐteuƌ d’AF-Ϯ daŶs l’athĠƌosĐlĠƌose 

 De la même manière, un modèle de souris AF2° exprimant une forme mutée du 

récepteur a été mis au point dans le but d’étudier le rôle de la fonction AF-β d’ERα. Dans ce 

modèle, ERα est délété de 7 acides aminés entre les positions 54γ et 549, rendant inopérante 

la fonction AF-2 7. Chez les femelles, l’utérus était hypotrophié démontrant que les effets 

utérotrophiques de l’Eβ dépendent au moins en partie de la fonction génomique AF-2 9.  
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 En dehors de ces effets sexuels, AF-2 est nécessaire à de nombreux effets vasculaires 

de l’Eβ. En utilisant une construction génétique de souris LDLr-/- croisées avec des souris 

ERα-AF-2°, Billon-Gallés et al. ont montré que l’absence de la fonction AF-2 entrainait une 

perte des effets athéroprotecteurs E2-dépendants 7. Parallèlement à cet effet vasculaire, la 

fonction AF-2 est aussi apparue nécessaire à la réduction du cholestérol total par l’E2. 

 

4.5.3.1.3.2. AďseŶĐe de ƌôle d’AF-Ϯ daŶs l’eŶdothĠliuŵ 

 Le rôle d’AF-2 a également été exploré dans l’endothélium vasculaire. Un des effets 

majeurs de la vasculoprotection par l’Eβ est l’accélération de la réparation de l’endothélium, 

appelée réendothélialisation 1. En utilisant des souris AF2°, il est apparu que l’absence d’AF-

β n’influençait pas l’action de réendothélialisation de l’Eβ 7. Ces résultats ont été soutenus par 

le travail de Chambliss et al. qui ont utilisé de l’EDC (Estrogen Dendrimer Conjugate, un 

agoniste spécifique de l’ERα membranaire) et ont montré in vitro que l’EDC stimulait la 

prolifération et la migration endothéliale sans activer la fonction AF-2 186. Il est également 

apparu que l’EDC augmentait l’activité de la eNOS et donc la production de NO, un effet 

vasculoprotecteur de l’Eβ bien connu. Ce résultat a ainsi pu mettre en évidence qu’AF-2 ne 

participait pas directement aux effets endothéliaux de l’Eβ. 

 

4.5.3.2. Action non-gĠŶoŵiƋue d’ERα 

4.5.3.2.1. Mécanisme molĠĐulaiƌe de la foŶĐtioŶ MISS d’ERα 

 En 1967, Szego et Davis ont détecté une augmentation rapide du taux d’AMPc dans 

les cellules de l’utérus de ratte en réponse à des injections d’Eβ 196. Cet effet de l’ordre de la 

minute étant trop rapide pour être dû à une action génomique, une hypothèse germa alors sur 

un nouveau mécanisme d’action des ERs, indépendant de l’ADN. Dix ans plus tard en 1977, 

Pietras et Szego découvrent la présence de sites de liaison de l’Eβ dans la membrane 

plasmique, une première pour ce type de récepteur 197. Cette hypothèse a été à l’origine de 

plusieurs décennies d’études sur le sujet. Plusieurs années plus tard, il a été montré qu’une 
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proportion non-négligeable d’ERα était associée aux cavéoles de la membrane plasmique 

d’où le récepteur activait une signalisation non-nucléaire 198;199. Cet effet est aujourd’hui 

appelé Membrane Initiated Steroid Signaling (MISS) 1. 

 Il existe différentes caractéristiques de la signalisation MISS 1. Elle doit (1) 

fonctionner en absence de noyau (notamment chez les plaquettes et les érythrocytes), (2) agir 

en présence d’un inhibiteur de la transcription, (3) agir en quelques secondes à quelques 

minutes, (4) pouvoir être induite par un composé stéroïde qui ne peut pas traverser la 

membrane plasmique, en étant couplé par exemple à une enveloppe chimique comme l’EDC 
200. La signalisation MISS agit sur les voies de signalisation via l’activation de seconds 

messagers comme le Ca2+ et l’AMPc. Ainsi, un traitement ponctuel par l’Eβ augmente 

rapidement le taux intracellulaire de Ca2+ dans les cellules endothéliales d’artères humaines 

en culture 201 (Figure 23). 

 ERα possède un site de palmitoylation situé sur une cystéine en position 447 chez 

l’homme et 451 chez la souris. Cette modification post-traductionnelle est un facteur 

important de l’adressage des protéines au compartiment cellulaire où elles doivent agir. Elle 

consiste en l’accrochage d’un lipide sur un acide aminé. Une proportion très faible (2 à 3%) 

d’ERα est palmitoylée, adressée à la membrane plasmique et s’associe à la protéine cavéoline-

1 202. Lorsque l’Eβ se fixe sur ERα à la membrane, ce dernier voit son motif palmitoylé retiré. 

Il peut ainsi agir sur des protéines de signalisation co-localisées autour de la cavéole 203. 



65 
 

 

Figure 23 : Action non-génomique du récepteur ERα dans l'endothélium vasculaire (adapté à partir 

de 
204

). 

Le récep teurs aux œst rogènes ERα est  également ancré au niveau des cavéoles de la  
membrane  plasmique .  Une fo is act ivé  par  son l igand,  i l  act ive  di ffé rentes  pr o téines  
par tenaires par  la  voie  de la  PI3K , notamment  la  eNOS, entrainant  une hausse de la  
vasodila ta t ion.  

 

 

PI3K
AktERα

Gβγ

eNOS

Gαi

C
-S

rc

Erk 1/2

P

NO

H

H

HO

OH

H

E2

Vasodilation

Endothelial Cell

GC
cGMP G kinase Ca2+

K+

Smooth Muscle Cell



66 
 

4.5.3.2.2. Rôle de MISS dans l’aƌďƌe vasculaire 

 En traitant in vitro des cellules endothéliales avec de l’Eβ, il a été observé une 

augmentation rapide de l’activité de la eNOS et donc de la production de NO 205;206. Cet effet 

a depuis été attribué à la fonction MISS d’ERα dans l’endothélium vasculaire 189. Il est 

important de noter qu’un potentiel rôle d’ERȕ a été étudié dans cette vasodilatation E2-

dépendante mais n’a pas été démontré. 

 Dans l’endothélium, la eNOS est localisée au niveau des cavéoles, tout comme le 

récepteur ERα 1. La stimulation de ce dernier par l’E2 entraine une activation de la protéine 

Gαi. En augmentant la phosphorylation de la Ser-1177 de la eNOS, la voie MISS augmente 

rapidement l’activité de cette enzyme 207. Cet effet est directement induit par une cascade de 

signalisation impliquant l’action des MAPK au niveau des cellules endothéliales 208. Il 

apparait donc qu’en plus des effets génomiques d’ERα, la présence de l’Eβ chez une femme 

permet une synthèse accrue et permanente de NO qui augmente la vasodilatation des artères. 

Cette diminution chronique de la résistance périphérique participe à l’amélioration de l’afflux 

de sang, notamment au niveau des artères coronaires des femmes non-ménopausées 209. 

 

4.5.3.2.2.1. Souris C451A déficientes pour MISS 

 En 2014, Adlanmerini et al. ont démontré l’implication de la voie MISS d’ERα dans la 

vasodilatation endothélium-dépendante ainsi que son rôle dans la fertilité chez la souris 9. En 

utilisant des souris mutées pour des acides aminés clés dans le processus de palmitoylation, il 

est apparu que la remplacement de la cystéine située en position 451 par une alanine (C451A) 

suffisait à empêcher la localisation membranaire d’ERα 1;9. En utilisant ce modèle de délétion, 

les auteurs ont pu mettre en évidence que les ovaires de ces souris femelles C451A étaient 

non-fonctionnels, hémorragiques et polykystiques. En revanche, l’utérus de ces animaux se 

développaient de manière normale, écartant une implication de la voie MISS dans le 

processus utérotrophique de l’Eβ via ERα 9. 
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4.5.3.2.2.2. MISS et vasodilatation E2-dépendante 

 En utilisant une approche in vivo avec les souris C451A mais également une approche 

pharmacologique avec l’EDC, les auteurs ont pu démontrer l’implication directe de la voie 

membranaire d’ERα dans l’effets de l’Eβ sur l’endothélium vasculaire. Il est apparu que la 

forme membranaire était nécessaire à la vasodilatation E2-dépendante au niveau des artères 

mésentériques 9. Les artères mésentériques de ces animaux présentaient une baisse 

significative de leur capacité vasodilatatrice en réponse à l’Eβ. En effet, l’absence de 

palmitoylation d’ERα chez les souris C451A entrainait une nette baisse de la phosphorylation 

activatrice de la eNOS et une baisse de la production de NO 1. D’autre part, l’augmentation de 

la production de NO par ERα améliore la croissance et la migration des cellules endothéliales, 

tout en inhibant l’adhésion des plaquettes et des leucocytes 210;211. 

 La vasodilatation par l’Eβ est particulièrement importante dans la réduction de la 

résistance périphérique chez les femmes avant la ménopause et souligne l’importance de la 

voie MISS dans ce processus protecteur.  

 

4.5.3.2.2.3. MISS et réparation endothéliale 

 Parallèlement à la vasodilatation, les auteurs ont montré que la voie MISS participait 

directement à la réendothélialisation en réponse à l’Eβ. Ce processus est un des effets les plus 

notables de l’Eβ sur l’endothélium vasculaire. Ce mécanisme est particulièrement crucial dans 

la prévention de la dysfonction endothéliale impliquée dans l’athérosclérose et l’augmentation 

de la résistance périphérique 188. Chez les souris C451A, l’Eβ n’augmentait plus la 

réendothélialisation 9. Ces résultats ont été confirmés en utilisant l’EDC. 

 

4.5.3.2.2.4. CoŵpleǆitĠ de l’iŶteraction entre fonction génomique 

et non-génomique 

 Pour rajouter une complexité à ce tableau, il semble qu’il y ait une interaction entre la 

voie MISS et la voie génomique d’ERα. En 2013, Pedram et al. ont utilisé un modèle murin 
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de récepteur localisé uniquement à la membrane, appelé Membrane Only Estrogen Receptor 

(MOER). Après avoir ovariectomisé ces souris et les avoir traitées avec un agoniste d’ERα, 

les auteurs ont utilisé des puces à ADN sur des échantillons de foie pour analyser le profil 

d’expression génique. Comme attendu, la majorité des gènes étaient régulés par la fonction 

nucléaire du récepteur 212. Toutefois, les ARNm liés à la synthèse d’acides gras, de 

triglycérides et de cholestérol étaient significativement diminués par rapport aux souris wild-

type. Il est intéressant de noter que ces ARNm étaient complètement supprimés chez les 

souris ERα-/-. 

 Comme hypothèse pour expliquer ce mécanisme, il est important de souligner que 

l’activité de certains facteurs de transcription dépend de leur état de phosphorylation par les 

kinases. En activant les MAPK via la voie MISS, ERα régule l’expression génique sans 

utiliser ses fonctions AF 213. Plus récemment, il a été montré qu’environ β5% des gènes 

régulés par l’Eβ étaient modulés par l’EDC, activateur spécifique de la voie membranaire 214. 

Cet effet était complètement aboli chez des souris ERα-/- chez qui l’EDC ne produisait aucun 

effet. 

 De manière intéressante, l’utilisation de l’EDC chez des souris GPER-/- n’a pas mis en 

évidence de rôle de ce récepteur dans la modulation de la transcription génique par l’Eβ 214. 

 

4.5.3.2.2.5. CoŶĐlusioŶ suƌ les ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogènes 

 ERα, ERȕ et GPER agissent tous les trois au niveau cardiovasculaire de manière 

différente, antagoniste ou en synergie, suivant le contexte et le tissu. Le rôle de GPER dans le 

système cardiovasculaire reste encore sujet à discussion tandis qu’ERα semble un acteur 

incontournable des effets vasculoprotecteurs de l’Eβ. Toutefois, ERα agit par des mécanismes 

complexes, entre la signalisation rapide MISS et l’action génomique lente passant 

particulièrement par la fonction AF-2. Les mécanismes respectifs de ces deux voies restent 

largement à élucider. 
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4.6. ŒstƌogğŶes et HǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

4.6.1. IŵpaĐt de l’EϮ suƌ la seŶsiďilitĠ au sel 

 Parmi les nombreux effets bénéfiques des œstrogènes dans le système 

cardiovasculaire, la prévention de l’hypertension et de ses dégâts associés occupe une place 

prépondérante avant la ménopause. Chez des femmes non ménopausées, normotensives, non-

diabétiques, d’un âge moyen de 47 ans et qui ont subi une hystérectomie-oophorectomie, 

Schulman et al. ont évalué si la perte des hormones ovariennes impactait l’élévation de la PA 

en réponse au sel. L’administration du sel a été réalisée en utilisant une infusion intraveineuse 

de solution saline. Il est en ressorti que 4 mois après l’opération, l’élévation de PA en réponse 

au sel était plus que doublée chez ces femmes dépourvues d’hormones œstrogéniques 215. 

 

4.6.2. IŵpaĐt de l’EϮ suƌ l’aĐtivitĠ du SRAA au Ŷiveau ƌĠŶal 

 Dans les modèles expérimentaux murins, l’ovariectomie est associée à une 

augmentation de l’expression d’AT1R dans le rein et une activité accrue du SRAA 216. 

Toutefois, une administration d’Eβ par voie cutanée suffit à réduire cette expression, 

soulignant le lien direct entre E2 et SRAA 217. Au niveau rénal, la baisse marquée de 

l’expression d’ERα au cours du vieillissement ou d’une ovariectomie est associée à une 

augmentation de la PA, des dégâts rénaux et de la sensibilité au sel au cours du vieillissement 

218;219. 

 

4.6.3. Effet ĐeŶtƌal de l’EϮ ĐoŶtƌe l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

Afin de mieux comprendre cet effet protecteur dans l’HTA, Xue et al. ont utilisé un 

modèle expérimental d’HTA par infusion d’Ang II à des souris. Leur but était d’observer si 

les œstrogènes étaient capables de réduire l’HTA par le biais du NO au niveau du système 

nerveux central (SNC). En comparant les mâles et les femelles, les auteurs ont bien observé 

que le traitement par l’Eβ augmentait l’action de la nNOS dans le cerveau, au niveau de 
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l’organe subfornical qui joue un rôle clé dans l’homéostasie hydrosodée et dans la régulation 

de la volémie 220. La libération de NO dans cet organe permettait la réduction de l’activité du 

SRAA au niveau central. Cette étude a montré que l’effet protecteur de l’Eβ dépendait en 

partie d’une action centrale réduisant l’activité sympathique stimulée par l’Ang II. 

 Les auteurs ont ensuite voulu identifier le rôle précis d’ERα dans cette protection. En 

utilisant des souris ERα-/-, Xue et al. ont pu démontrer que l’effet protecteur de l’Eβ au niveau 

central était entièrement dépendant de la présence d’ERα 221. De manière intéressante, les 

auteurs ont également pu observer que la région du cerveau concernée, l’organe subfornical, 

était riche en ERα mais pas en ERȕ, excluant tout rôle de ce dernier dans cet effet protecteur. 

 Ces données récentes ont mis en valeur l’importance de l’action multiple d’ERα contre 

l’HTA. Son action semble passer par une réduction de l’activité sympathique au niveau du 

cerveau, d’une réduction de l’activité du SRAA au niveau central et rénal et d’une réduction 

des conséquences vasculaires induite par l’HTA. 

 

 

5. Etude n°1 

5.1. PƌoďlĠŵatiƋue de l’Ġtude Ŷ°ϭ 

 Si le rôle d’ERα dans la protection contre l’HTA a été précédemment observé, la 

question du mécanisme moléculaire reste posée. Comme nous l’avons expliqué, ERα agit par 

plusieurs voies différentes, entre la signalisation membranaire MISS et l’action génomique 

induite par ses fonctions nucléaires différentielles, AF-1 ou AF-2. Il n’y a à l’heure actuelle 

aucune donnée sur l’effet de ces voies dans l’HTA. 

 L’intérêt de l’étude de ces mécanismes est double. Tout d’abord, d’un point de vue 

fondamental, il est important de mieux comprendre comment les hormones œstrogéniques 

agissent au niveau moléculaire, cellulaire et physiologique. Deuxièmement, d’un point de vue 

clinique, il est primordial de mettre en valeur de nouvelles cibles thérapeutiques pour réduire 
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la prévalence et la morbidité des pathologies cardiovasculaires. De nombreuses études 

cliniques majeures ont été menées pour tenter de reproduire les effets bénéfiques des 

œstrogènes, sans succès. Pourtant, ces hormones sont des éléments majeurs de la protection 

cardiovasculaire des femmes avant la ménopause. Il est donc nécessaire de mieux les 

comprendre pour tenter de reproduire leurs effets bénéfiques en évitant tout effet délétère. 

C’est dans cette perspective que le travail de cette première étude s’inscrit. 

 

5.2. OďjeĐtifs de l’Ġtude Ŷ°ϭ 

 La première étude que nous avons menée porte sur la dissection des mécanismes 

moléculaires impliqués dans la protection ERα-dépendante dans l’HTA. Nous avons 

choisi comme modèle expérimental l’infusion d’Ang II chez la souris femelle de souche 

C57BL/6, un des modèles d’HTA les plus étudiés. Cette étude a trois principaux objectifs : 

1) Confirmer le rôle protecteur des œstrogènes et d’ERα dans notre modèle d’HTA, 

2) Etudier les rôles respectifs des voies membranaire et génomique d’ERα 

3) Observer les conséquences physiopathologiques de l’absence de ces voies. 
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Matériel et Méthodes
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MATERIEL et METHODES 

 

1. Modèle animal 

 Cette étude a été réalisée sur des souris femelles de souches C57BL/6, âgées de 5 

mois. Le protocole a été approuvé par le Comité d’Ethique d’Expérimentation Animale des 

Pays de la Loire (CEEA, permis # CEEA PdL 2012.118 and 2012.141). Les souris ont été 

hébergées dans une salle à la température contrôlée, avec un cycle jour-nuit de 12h/12h. Les 

souris ont eu un accès à l’eau et à la nourriture ad libidum. Les souris utilisées ont été 

générées par l’équipe du Pr. Jean-François Arnal (INSERM 1048, Toulouse) à la Clinique de 

la souris à Strasbourg (Pr. P. Chambon). 

 

1.1.  Souris sauvages 

 

Figure 24 : Schéma de la structure du gène ESR1, de l'ARNm et de la protéine ERα chez une souris 

WT. 

 

Les souris du groupe Wildtype (WT) expriment une forme normale du récepteur ERα 

(Figure 24). Ces souris possèdent les effets protecteurs de l’Eβ passant par ERα et sont 

capables de se reproduire. Nous utilisons deux types de WT : les WT J et les WT N. Les WT J 
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sont comparées aux souris WT-OVX, ERα-/- et AF2° dont ces souches sont issues. Les WT N 

sont comparées aux souris C451A. 

 

1.2.  Souris ovariectomisées et ERβ-/- 

  

Figure 25: Schéma du groupe ovariectomisé WT-OVX et du groupe ERβ-/-
. 

 

 Les souris ovariectomisées (OVX) sont des souris C57BL/6 J sauvages ayant subi une 

ablation bi-latérale des ovaires à environ 5 mois (Figure 25). Ces souris sont stériles et n’ont 

plus d’hormones œstrogéniques. 

Les souris du groupe ERȕ knockout (ERȕ-/-) n’expriment pas le récepteur ERȕ. Ces 

souris ne possèdent les effets induits par ERȕ et ne sont pas capables de se reproduire. Elles 

sont issues de la souche C57BL/6 J et sont donc comparées aux souris WT J. 
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1.3.  Souƌis ERα-/- 

 

 

Figure 26 : Schéma de la structure du gène ESR1 chez une souris ERα-/-
. 

Les souris du groupe ERα knockout (ERα-/-) n’expriment pas le récepteur ERα. Ce 

modèle de souris a été décrit précédemment 222 (Figure 26). Ces souris ne possèdent les effets 

induits par ERα et ne sont pas capables de se reproduire. Elles sont issues de la souche 

C57BL/6J et sont donc comparées aux souris WT J. 

 

 

1.4.  Souris C451A 

 

Figure 27 : Schéma de la structure du gène ESR1, de l'ARNm et de la protéine ERα chez une souris 
C451A. 
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 Les souris du groupe ERα-C451A (C451A) expriment une forme mutée du récepteur 

ERα, ne possédant pas de site de palmitoylation en position 451 (Figure 27). ERα est donc 

présent dans le noyau et le cytoplasme et absent de la membrane plasmique. Ce récepteur est 

incapable d’activer les voies de signalisation MISS. Ces souris ont été décrites précédemment 
9. Elles sont issues de la souche C57BL/6 N et sont donc comparées aux souris WT N. 

 

1.5.  Souris AF-2° 

 

Figure 28 : Schéma de la structure du gène ESR1, de l'ARNm et de la protéine ERα chez une souris 
AF2°. 

 

 Les souris du groupe ERα-AF-2° (AF-2°) expriment une forme mutée du récepteur 

ERα, ne possédant pas la fonction AF-2 (Figure 28). ERα est donc présent dans le noyau, le 

cytoplasme et à la membrane. Mais le récepteur n’est plus capable de réguler la transcription 

des gènes via sa fonction AF-2. Ces souris ont été décrites précédemment 7. Elles sont issues 

de la souche C57BL/6 J et sont donc comparées aux souris WT J. 
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1.6. Caractéristiques phénotypiques des animaux 

Ces souris sont viables et ne possèdent pas d’altérations phénotypiques liées au 

comportement ou à la mortalité précoce. En revanche, il existent des différences de poids 

entre les groupes, les œstrogènes étant des régulateurs du métabolisme lipidique 223. Les 

souris génétiquement modifiées ont une tendance à avoir un poids plus élevé que les souris 

WT (Tableau 7). 

 

Tableau 7 : Poids du corps et ratio poids utérus/corps. 

 
Body weight (g) Uterus/Body weight 

WT J  22.5 0,35 

WT J +Ang II  22,2 0,38 

WT N  24 0,31 

WT N+Ang II  23,6 0,29 

WT-OVX  24,7 0,05*** 

WT-OVX+Ang II  23,4 0,06*** 

ERβ-/-  24,5 0,05*** 

ERβ-/-+Ang II  25,3 0,08*** 

ERα-/-  25,9 0,06*** 

ERα-/-+Ang II  23,9 0,06*** 

AF2°  24,9 0,05*** 

AF2°+Ang II  24,1 0,05*** 

C451A  26,7 0,33 

C451A+Ang II  27,6 0,29 

 

 

2. Modğle d’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle 

2.1. Choix du modèle 

 Différents modèles expérimentaux d’HTA existent chez les rongeurs, chacun 

présentant des avantages et des inconvénients. Deux catégories principales sont utilisées : les 

modèles génétiques et les modèles non-génétiques 224. Nos critères de choix du modèle étaient 

les suivants (1) l’HTA doit être produite chez la souris, (β) l’HTA ne doit pas être spontanée 
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mais induite, (γ) l’intensité de l’HTA doit être contrôlable et (4) le modèle doit avoir une 

invasivité réduite pour limiter le stress opératoire. Seuls trois modèles d’HTA répondent à ces 

critères, parmi lesquels l’infusion d’Ang II, l’absorption de L-NAME par eau de boisson et le 

modèle DOCA salt. L’absorption de L-NAME permet une hausse de la PA mais celle-ci 

dépend fortement de la consommation d’eau, qui varie en fonction de l’âge et du poids de 

l’animal. Ce modèle est donc très variable. Le modèle DOCA salt permet d’entrainer une 

hypertension volume-dépendante mais possède des inconvénients comme les fortes doses 

d’agents pharmacologiques requises, la nécessité d’une néphrectomie partielle et l’absorption 

de grandes quantités de NaCl 225. D’autre part, la procédure chirurgicale induit un risque de 

mortalité en elle-même et ce modèle d’HTA n’est pas très réaliste par rapport à la pathologie 

humaine 226. 

 Notre choix s’est donc porté sur l’infusion d’Ang II par implantation de pompes 

osmotiques. Ce modèle présente l’avantage d’être extrêmement contrôlable, de nécessiter une 

procédure chirurgicale peu agressive, d’être très reproductible et d’être proche de l’HTA 

humaine dans sa physiopathologie 225. 

 

2.2. Choix de la dose d’AŶg II 

La dose d’Ang II utilisée pour induire l’HTA a été choisie après une analyse 

bibliographique sur les effets presseurs de ce peptide chez la souris. Nous avions comme 

objectif de choisir une dose suffisante pour augmenter la PAS chez tous les animaux, tout en 

évitant une dose trop forte qui aurait pu induire des dégâts rénaux et cardiaques et entrainer 

des biais expérimentaux. En β01γ, Brand et al. ont testé l’effet de 4 doses croissantes d’Ang II 

sur le stress oxydatif et les dommages de l’ADN dans le cœur et le rein de souris. La plus 

faible dose, de 0,08 mg/kg/j, n’avait aucun effet sur la PAS 227. La dose la plus forte, de 1,44 

mg/kg/j, entrainait une forte hausse de la PAS, du stress oxydatif, de l’apoptose et une 

destruction des liaisons de la double-hélice d’ADN 227. Nous avons donc opté pour une dose 

intermédiaire de 0,5 mg/kg/j suffisante pour induire une augmentation progressive du niveau 

de PAS sans que celle-ci ne dépasse 140 mmHg chez les animaux WT. Il n’existe pas de 

définition clinique de l’HTA chez la souris C57BL/6 mais le niveau de PAS entre l’homme et 
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la souris est très comparable. Nous nous référons donc aux critères d’HTA humaine dans ce 

manuscrit. 

 

2.3. PƌotoĐole d’HTA 

 L’HTA est induite par une infusion chronique d’Ang II. Le protocole expérimental se 

découpe en 4 phases (Figure 29) : 

1- Mesure de la PA basale par photopléthysmographie pendant 1 semaine 

2- Ovariectomie (uniquement pour les souris des groupes OVX) 

3- Préparation de la pompe à Ang II et implantation chirurgicale 

4- Mesure de la PA chez les animaux implantés et sham pendant 28 jours 

 

 

Figure 29 : Schéma du protocole d'infusion de l'Ang II. 

 

2.4.  Mesure de la pression artérielle de base 

2.4.1. Principe de la photopléthysmographie 

 La PAS basale est mesurée avant toute opération chirurgicale, par 

photopléthysmographie (Visitech Systems, BP-2000®) (Figure 30). Cette technique aussi 

appelée « tail-cuff » est une mesure non-invasive de la PA par gonflement d’un brassard 

caudal après immobilisation de l’animal. Cette technique a plusieurs avantages : son coût 
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raisonnable, sa facilité d’utilisation, sa non-invasivité et l’absence de douleurs infligées à 

l’animal. Elle a toutefois des inconvénients, en particulier la variabilité des mesures, en raison 

du stress occasionné à l’animal lors de son immobilisation et de ses mouvements qui 

perturbent les mesures. Un autre inconvénient majeur est le seuil de détection de la PA, pas 

assez bas pour mesurer correctement la PA diastolique chez la souris. 

 

2.4.2. Protocole de mesure 

L’animal est placé dans la boite de contention où il est immobilisé sur la plateforme de 

mesure. Cette dernière est chauffée et la boite est fixée sur la plateforme par des aimants pour 

éviter tout déplacement de l’animal qui perturberait la mesure. La queue de l’animal est 

placée dans le brassard et maintenue par un ruban adhésif. L’analyse démarre par 5 pré-

mesures d’environ 45 secondes chacune, espacées de 10 secondes, pour que l’animal 

s’habitue à la mesure. Quinze mesures successives sont ensuite réalisées. Chaque analyse 

permet de mesurer la PAS, la PAD, la PAM et la FC. La PAS est le paramètre mesuré avec le 

plus de fiabilité. Jusqu’à 6 souris peuvent être analysées en même temps. 
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Figure 30 : Dispositif de mesure de pression par photopléthysmographie. 

 

La PAS est mesurée quotidiennement pendant une semaine pour habituer les souris à 

cette méthode et ne pas induire de biais dû au stress expérimental. On note une diminution 

importante des réflexes de fuites des animaux après quelques jours de mesure, signe d’une 

bonne habituation. La semaine suivante, la PAS basale est mesurée pendant 5 jours. 

 

 

2.4.3. Justification de la méthode de mesure 

 Le choix d’utilisation de cette méthode de mesure s’est basé sur des données 

bibliographiques. En β004, Whitesall et al. ont comparé l’efficacité des mesures de PAS par 

radiotélémétrie et tail-cuff. Leur conclusion était que les deux méthodes étaient fiables pour 

mesurer la PAS chez la souris 228. Toutefois, la variabilité des mesures entre différents 

dispositifs de tail-cuff était importante. Cette technique doit donc être réalisée avec des 

dispositifs adéquats. Le choix du laboratoire s’est porté sur le système BP-2000 de Visitech, 
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le système de mesure de PA à la queue le plus utilisé dans les laboratoires de recherche (selon 

site fabriquant). 

 

2.5.  Pompes osmotiques 

2.5.1. Principe de fonctionnement des pompes osmotiques Alzet 

L’infusion d’Ang II est réalisée à l’aide de pompes osmotiques sous-cutanées de la 

marque Alzet® et de modèle 2004. Ces pompes ont la particularité de pouvoir accueillir un 

volume de liquide de l’ordre de β00µL et diffuser son contenu pendant 4 semaines, avec un 

débit de 0,25 µL/h en permanence. Ces pompes font partie des dispositifs de traitement par 

voie sous-cutanée les plus utilisés chez les rongeurs. Ces pompes sont biologiquement neutres 

et n’induisent ni rejet, ni inflammation selon le fabriquant et l’expérience du laboratoire. 

 

2.5.2. Préparation des pompes osmotiques et justification de la dose 

d’AŶg II utilisĠe 

La solution d’Ang II utilisée est préparée en fonction de l’animal, pour que celui-ci 

reçoive une dose de 0,5 mg/kg/j pendant β8 jours. L’Ang II est achetée sous forme de poudre 

chez Bachem® (Angiotensin II Acetate, #H-1705.0100). La dose d’Ang II utilisée a été 

choisie selon les données de la bibliographie. L’utilisation d’une dose forte supérieure à 1,5 

mg/kg/j entraine une hausse rapide de la PA mais également des dysfonctions rénales et 

cardiovasculaires importantes 227. Ces dysfonctions participent directement à l’aggravation de 

l’HTA et peuvent constituer un biais expérimental. A l’inverse, une dose trop faible ne permet 

pas d’induire une hypertension. Nous avons donc choisi une dose modérée, de 0,5 mg/kg/j, 

suffisante pour induire une hypertension sans dégâts rénaux ou cardiaques déclenchés par la 

toxicité de l’Ang II. 

 Une fois l’Ang II dissoute dans du NaCl 0,07%, la solution est injectée dans la pompe 

sous une hotte stérile afin de conserver des conditions d’asepsie pour être en conditions 
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stériles. La pompe est ensuite laissée à 37°C toute la nuit dans du liquide physiologique pour 

être amorcée. 

 

2.6.  Chiƌuƌgie d’iŵplaŶtatioŶ des poŵpes osŵotiƋues 
dĠlivƌaŶt l’Ang II 

Le lendemain, la souris est anesthésiée par un mélange gazeux d’isoflurane (4,5% dans 

la boite à induction puis 2% dans le masque). L’animal est placé en décubitus ventral. Une 

solution de buprénorphine (0,1 mg/kg, Temgésic®) est injectée par voie sous-cutanée pour 

prévenir la douleur post-chirurgicale. La nuque de l’animal est tout d’abord rasée avec un 

rasoir électrique puis nettoyée avec une solution de Bétadine® scrub puis de Bétadine® 

dermique. Une incision de la peau est pratiquée de manière transversale sous la nuque puis la 

peau du dos est décollée afin de glisser la pompe osmotique. La peau est suturée à l’aide de 

fils de suture 5.0 non-résorbables. L’animal est placé dans une couveuse à 28°C pour prévenir 

l’hypothermie post-chirurgie. L’ensemble de l’opération est réalisé en une dizaine de minutes. 

La pompe reste en place pendant 28 jours. Le niveau basal de PAS chez la souris est 

d’environ 100 mmHg. Au fil des jours, l’Ang II augmente graduellement cette valeur pour 

atteindre un plateau en 2 à 3 semaines de traitement. 

 

3. Sacrifice et prélèvements 

 Après les 28 jours de traitement, les animaux sont sacrifiés par inhalation de CO2 et les 

prélèvements sont effectués (Tableau 8). 

 

Tableau 8: Liste des prélèvements effectués chez les souris. 

Type de prélèvement : Utilisation 

Plasma Dosages sanguins Urée-Créatinine, Cholestérol, triglycérides 

Cœur  Pesée pour évaluation de l’hypertrophie cardiaque 

Coupes histologiques pour évaluer la fibrose cardiaque 

Aorte thoracique Myographie pour évaluer la fonction vasculaire aortique 
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Western Blot pour analyse d’expression protéique 

Histomorphométrie pour évaluation du remodelage aortique 

Immunomarquage pour analyse de l’inflammation et du stress oxydatif 
RT-qPCR pour évaluation de l’expression génique 

Artères mésentériques 

Myographie pour évaluer la fonction vasculaire mésentérique 

Histomorphométrie pour évaluation du remodelage artériel 

RT-qPCR pour évaluation de l’expression génique 

Aorte abdominale Idem que Aorte thoracique 

Rein gauche 

Coupes histologiques pour évaluation de la fibrose rénale 

Immunomarquages pour évaluation du stress oxydatif et de l’inflammation 
rénale 

Rein Droit 

RT-qPCR pour évaluer l’expression de gènes de l’inflammation, de 

l’oxydation, etc. 

Analyse de l’ADN mitochondrial par PCR long range pour évaluer la qualité 
de l’ADN mito et RT-qPCR pour évaluer la quantité d’ADN mito 

Glandes surrénales RT-qPCR pour évaluer l’expression des gènes en lien avec le SRAA 

Foie RT-qPCR ou Western Blot pour évaluer l’expression de gènes métaboliques 

Poumons 
RT-qPCR ou Western Blot pour évaluer l’expression de gènes inflammatoires 
ou oxydatifs 

Utérus 
Mesure du poids de l’utérus pour évaluer l’impact de l’absence ou de la 
déficience de ERα et des œstrogènes 

Rate RT-qPCR pour évaluer l’expression de gènes de l’inflammation 

Ganglion mésentérique RT-qPCR pour évaluer l’expression de gènes de l’inflammation 

 

 Le cœur est disséqué pour enlever les oreillettes et le VD afin de peser le VG et 

évaluer l’hypertrophie cardiaque. L’utérus est également pesé pour vérifier la présence ou 

l’absence d’effets œstrogéniques chez les souris. 

 

4. Evaluation de la fonction vasculaire par myographie 

4.1.  Préparation du vaisseau 

 L’aorte thoracique est prélevée et disséquée dans du liquide physiologique froid. La 

graisse périvasculaire est retirée. Le liquide physiologique est composé de (Tableau 9) : 

 

Tableau 9 : Composition du milieu physiologique utilisé en myographie. 

Composé (pour 1 L) Concentration (mM) Quantité ( g pour 1 L) 

NaCl 130 7,6 
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KCl 3,7 0,276 

MgSO4 1,2 0,294 

NaHCO3 14,9 1,25 

CaCl2 1,6 1 mL de 1,6 M 

HEPES 5 1,19 

KH2PO4 1,2 0,164 

D glucose 11 1,88 

Eau pure - QSP 1L 

 

 Le pH est ajusté à 7,4. Un anneau aortique de 2 mm de long est utilisé pour analyser la 

fonction vasculaire par myographie. Cette technique permet de conserver le vaisseau en état 

de fonctionnement pendant plusieurs heures après sacrifice de l’animal et de mesurer sa 

capacité contractile ou dilatatrice en réponse à différents agents pharmacologiques. 

 L’anneau d’aorte est glissé autour de β crochets dans la cuve du myographe remplie de 

5 mL de liquide physiologique (DMT 610M Multi Wire Myograph System®) (Figure 31).  

 

Figure 31: Schéma du dispositif de myographie (modifié à partir du site DMT). 

 

4.2.  Analyse de la réactivité aortique 

 L’anneau est laissé à reposer à 37°C dans le milieu physiologique maintenu à 21% 

d’oxygène. L’aorte est ensuite étirée graduellement par éloignement des crochets, pour 

simuler une pression interne de 90 mmHg, proche des conditions physiologiques. Pour 

évaluer la bonne fonctionnalité du fragment, un test de contraction est réalisé à l’aide d’une 
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solution physiologique contenant 80 mM de KCl induisant une dépolarisation des CMLVs 

(Figure 32). Puis la réponse vasodilatatrice est évaluée par une contraction à la phényléphrine 

(PHE), un agoniste des récepteurs α1-adrénergiques. Cette contraction est suivie d’une 

relaxation en réponse à l’acétylcholine (ACh), un agoniste des récepteurs muscariniques 

agissant sur l’endothélium (Figure 33). Enfin, la relaxation maximale du vaisseau est évaluée 

par une courbe dose-réponse au Sodium Nitroprusside (SNP), un donneur de NO. 

 

Figure 32 : Illustration d'une courbe de contraction au KCl et du test PHE/ACh. 

 

4.3.  Courbe concentration-réponse 

 Après un temps de repos, la capacité contractile et vasodilatatrice est évaluée par 

courbe concentration-réponse à la PHE et à l’ACh (Tableau 10). 

 

Tableau 10 : Concentrations de phényléphrine et d'acétylcholine utilisées. 

PHE (M) 10-9 3x10-9 10-8 10-7 3x10-7 10-6 3x10-6 10-5 

ACh (M) 10-9 3x10-9 10-8 10-7 3x10-7 10-6 3x10-6 10-5 

  

 La réponse contractile du vaisseau s’affiche sous la forme suivante (Figure 33) : 
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Figure 33 : Exemple de courbe concentration-réponse à la PHE. 

5. Histomorphométrie 

5.1.  Coupes des artères 

 L’analyse de la structure artérielle est réalisée par histomorphométrie. Un segment 

aortique disséqué est placé dans du Tissue-tek® ou O.C.T. (Optimal Cutting Temperature 

Compound, Thermoscientific) puis refroidi au contact de l’azote liquide. Un segment d’artère 

mésentérique est également inclus dans du Tissue-tek® après avoir été dilaté dans un milieu 

physiologique sans calcium puis fixé dans une solution à 4% de Paraformaldéhyde (PFA). 

 

Figure 34 : Dispositif de coupes d'artères par Cryostat. 

 

 Une fois solidifié, le bloc d’OCT est placé dans le Cryostat® (Leica CMγ050 S) où il 

est maintenu à basse température (Figure 34). Des sections transversales d’artères d’une 

épaisseur de 7 µm sont ensuite réalisées puis déposées sur des lames de verre (SuperFrost 

Ultra Plus, Thermoscientific). 
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5.2.  Coloration des lames élastiques 

 La structure de l’artère est évaluée en colorant les lames élastiques contenues dans la 

média. Une fois les coupes réalisées, les lames de verre sont plongées dans plusieurs bains 

successifs sous une hotte (Tableau 11) : 

 

Tableau 11 : Bains successifs pour la coloration Orcéine. 

Liquide Temps d’incubation (min) 
Orcéine 15 

Eau 1 

Eau 1 

Eau lithinée 1 

Eau 2 

Alcool 100% 5 

Xylène 3 

 

 L’orcéine est préparée avec γ g de poudre d’Orcéine (Sigma), γ00 mL d’éthanol 70% 

et 1,8 mL d’HCl γ7%. L’eau lithinée est réalisée avec 1γ,γg de Carbonate de Lithium et 1 L 

d’eau. Après le séchage des lames, les coupes sont recouvertes d’une solution de Mowiol et 

recouvertes d’une lamelle de verre. Après séchage des lames, celles-ci sont observées à l’aide 

d’un microscope en lumière visible relié à une caméra (Sony DXC-390P) et à un ordinateur 

équipé du logiciel HistoLab. 

 

5.3.  Analyse des images 

 Les images sont analysées par le logiciel ImageJ à l’aide d’une échelle micrométrique 

pour étalonnage. Celui-ci permet de calculer le périmètre, l’épaisseur, la surface de l’artère et 

de sa média. 
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6. Western Blot 

6.1.  Extraction et dosage des protéines 

 Les fragments d’aorte congelés sont broyés au contact d’azote liquide pour réduire 

l’échantillon en poudre à l’aide d’un potter. La poudre est ensuite dissoute dans du tampon 

d’extraction protéique sur glace (Tableau 12). 

 

 

Tableau 12 : Composition du tampon d'extraction protéique SDS. 

Réactif Volume pour 1 mL (µL) 

Tris 500 mM ph 7,4 20 

SDS 20% 50 

NaO (Sodium Orthovanadate) 10 

β-Glycine 10 

NaF (Sodium Flurate) 10 

Inhibiteur de protéases 40 

Eau (qsp 1 mL) 860 

 

 Après γ0 minutes d’attente, le tampon contenant les protéines est centrifugé à 1γ 000 

tours par minutes pendant 25 minutes, puis le surnageant riche en protéines est récupéré. Une 

gamme de 8 concentrations croissantes de Serum Albumine Bovin (BSA) est utilisée pour 

avoir une gamme de référence. Le dosage est réalisé à l’aide du kit Micro BCA™ Protein 

Assay kit (Thermofisher) dans une plaque 6 puits. En présence du réactif, le lysat protéique se 

colore de manière proportionnelle à la quantité de protéines. L’absorbance est analysée par 

spectrophotométrie à la longueur d’onde de 56β nm.  

 En fonction de la concentration calculée, les échantillons sont dilués pour contenir 10 

µg de protéines ainsi qu’une solution de Laemmli diluée au 5ème. 

 

6.2.  Migration et transfert des protéines 
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 Les échantillons sont chauffés 5 min à 95°C pour dénaturer les protéines puis placés 

sur la glace. La migration est réalisée sur un gel de polyacrylamide 4-15% (Mini-

PROTEAN® TGX™, Bio-Rad) dans une cuve de migration contenant un tampon 

d’électrophorèse. 

 Les protéines sont ensuite transférées du gel sur une membrane de nitrocellulose 

Trans-Blot® Turbo™ Midi Nitrocellulose (Bio-Rad) à l’aide du système Trans-Blot® 

Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). 

 La présence de protéines est observée par une incubation de la membrane dans une 

solution de rouge ponceau. La membrane est ensuite lavée au TBS-Tween 0,1% puis saturée 

1h30 sous légère agitation avec une solution de TBS-Tween BSA 5%. 

 La présence de protéines est ensuite détectée avec des anticorps primaires (Tableau 

13) : 

Tableau 13 : Liste des anticorps primaires utilisés. 

Protéine Ciblée Anticorps utilisé Dilution 

eNOS anti-eNOS antibody (BD Biosciences, #610297) 1/1000 

EC-SOD anti-EC-SOD antibody (ADI-SOD-106, Enzo Life Sciences) 1/500 

P-ERK Phospho-p44/42 MAPK Antibody (Cell Signaling #9101) 1/1000 

ERK Anti-ERK antibody (BD Biosciences, #610031) 1/1000 

β-actine anti-β-actin antibody (Sigma, A5316). 1/5000 

 

 Après une nuit d’incubation, les membranes sont lavées puis incubées 1h avec des 

anticorps secondaires dirigés contre les anticorps primaires (concentration 1/10 000). Les 

membranes sont ensuite lavées. 

 

6.3.  Révélation et quantification 
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 La révélation des protéines est effectuée par incubation des membranes avec le kit 

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermofisher). Les membranes sont ensuite 

placées dans un appareil de lecture LAS-3000 Imaging System (Fuji) pour être révélées. 

 Les images sont analysées grâce au logiciel ImageJ pour quantifier l’intensité des 

bandes correspondant aux protéines d’intérêt. Les valeurs obtenues sont rapportées à celles de 

la ȕ-actine, une protéine de référence dont la quantité n’est pas différente entre les 

échantillons. 

7. Dosages plasmatiques 

 Le sang est récupéré après le sacrifice de l’animal par ponction cardiaque. Le sang est 

placé dans un tube de prélèvement de sang contenant de l’héparine puis centrifugé pendant 15 

minutes à 4000 tours par minute. Le plasma est récupéré par prélèvement du surnageant. 

 Des dosages sont réalisés au Pôle Biologie du CHU d’Angers, grâce à Mme Françoise 

Joubeau et Dr. Pascal Reynier. Les taux plasmatiques d’urée et de créatinine ont été dosés 

pour évaluer la fonction rénale. Les taux de HDL et de LDL cholestérol ainsi que les 

triglycérides ont été dosés pour évaluer le profil lipidique des animaux. 

 

8. Analyses statistiques 

 Les données sont représentées en moyenne ± SEM (Standard Error of the Mean). Les 

analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad PRISM ver 5.0. En 

fonction des expériences, les groupes sont analysés grâce au test non-paramétrique de Mann-

Whitney (comparaison de 2 groupes), au test Anova 1 voie (comparaison de plus de 2 groupes 

avec 1 facteur) ou Anova 2 voies (comparaison de plus de 2 groupes avec au moins 2 

facteurs). Une valeur de p < 0,05 est considérée comme statistiquement significative. Un 

symbole *, # ou $ correspond à p < 0,05. Deux symboles **, ## ou $$$ correspondent à p < 

0,01. Trois symboles ***, ### ou $$$ correspondent à p < 0,001. 
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Résultats
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RESULTATS de L’ETUDE ϭ 

 

La fonction d’activation AF-2 est nécessaire au rôle protecteur du 

récepteur aux œstrogènes ERα contre l’hypertension artérielle 
induite par l’angiotensine II chez la souris femelle 

 

1. Les œstƌogğŶes ƌĠduiseŶt l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle iŶduite 
paƌ l’AŶg II et ses ĐoŶsĠƋueŶĐes Đaƌdiovasculaires 

1.1. Hypertension artérielle et hypertrophie cardiaque 

 Le niveau de PA et le poids du cœur ont été mesurés chez des souris WT et WT-OVX 

femelles de 5 mois afin de confirmer le rôle des hormones œstrogéniques dans la réduction de 

l’HTA. 

 

 

Figure 35 : Effet de l'absence d'hormones œstrogéniques sur l'hypertension artérielle induite par l'Ang 
II et sur l’hypertrophie cardiaque.  

(A) La pression artérielle systolique a été mesurée par photopléthysmographie avant la pose 
de la pompe à Ang II (0) et pendant 4 semaines après la chirurgie (1 à 4) ; (B) Le poids du 
ventricule gauche a été rapporté au poids du corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque 
consécutive au traitement. (n=5 animaux par groupe), ** p<0,01 et *** p<0,001 vs sham 
respectif ; # vs WT+Ang II, test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 
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 La PAS basale, située aux environs de 115 mmHg, est identique entre les différents de 

groupes de souris. Après 4 semaines, cette PAS reste stable chez les souris sham, avec une 

légère diminution due à une réduction du stress manipulatoire. 

Dans le groupe WT+Ang II, la PAS est significativement augmentée après 4 semaines 

de traitement par rapport au groupe WT sham (131±3,3 mmHg vs 109±3,3 mmHg) (Figure 35 

A). 

Dans le groupe WT-OVX+Ang II, la PAS est encore davantage supérieure par rapport 

au groupe WT-OVX sham (160±9,4 mmHg vs 108±4,5 mmHg). Cette pression est 

significativement plus élevée que celle du groupe WT+Ang II (160±9,4 mmHg vs 131±3,3 

mmHg). 

Le traitement a également causé une hypertrophie cardiaque dans le groupe WT+Ang 

II par rapport aux WT sham (+20%) et le groupe WT-OVX+Ang II par rapport au groupe 

WT-OVX sham (+19%) (Figure 35 B). 

Nous ne constatons pas de différence d’hypertrophie cardiaque entre les groupes 

WT+Ang II et WT-OVX+Ang II. 
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1.2. Remodelage artériel 

 Nous avons évalué les changements de structure vasculaire induits par le traitement 

par l’Ang II. Les changements structuraux ont été observés sur l’aorte et l’artère mésentérique 

par coloration des lames élastiques à l’orcéine. Une augmentation du rapport média/lumen 

indique un remodelage hypertrophique de la paroi du vaisseau. 

 

Figure 36 : Effet de l'absence d'hormones œstrogéniques sur le remodelage structurel de l’aorte et de 

l’artère mésentérique après traitement par l’Ang II. 

La structure artérielle a été évaluée par coloration de coupes histologiques à l’orcéine après 28 
jours de traitement. (A) Ratio média/lumen de l’aorte (B) Ratio média/lumen de l’artère 
mésentérique (n=5 animaux par groupe), ** p<0,01 vs sham respectif ; test two way Anova 
avec un post test de Bonferroni). 
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 Dans le groupe WT+Ang II, le traitement par l’Ang II n’a pas changé 

significativement le rapport média/lumen au niveau de l’aorte et de l’artère mésentérique 

(Figure 36 A-B). 

 Dans le groupe OVX+Ang II, le traitement a augmenté significativement le rapport 

média/lumen aortique par rapport au groupe OVX sham (+27%) (Figure 36 A). 

 La structure de l’artère mésentérique n’a pas été significativement modifiée (Figure 36 

B). 
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1.3.  Réactivité vasculaire 

 Nous avons évalué les conséquences de l’absence d’hormones œstrogéniques sur la 

fonction vasculaire au niveau aortique, en utilisant la technique de myographie . 

 

 

Figure 37 : Effet de l'absence d'hormones œstrogéniques sur la fonction vasculaire de l’aorte. 

La fonction vasculaire aortique a été évaluée par myographie après 28 jours de traitement. (A) 
Evaluation de la contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les 
animaux sham. (B) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe 
concentration-réponse à l’Acétylcholine chez les animaux sham. (C) Evaluation de la 
contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les animaux traités par 
l’Ang II. (D) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe concentration-
réponse à l’Acétylcholine chez les animaux traités par l’Ang II (n=5 animaux par groupe) ; * 
p<0,05 vs WT+Ang II ; **p<0,01 vs WT+Ang II ; test two way Anova avec un post test de 
Bonferroni). 
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Dans le groupes WT-OVX, nos résultats ne montrent pas de modification de la 

capacité contractile de l’aorte thoracique (Figure 37 A). De même, la capacité vasorelaxatrice 

ne semble pas significativement diminuée par l’absence d’hormones (Figure 37 B). 

En revanche dans le groupe WT-OVX+Ang II, l’absence d’œstrogènes associée au 

traitement par l’Ang II réduit considérablement la capacité vasorelaxatrice de l’aorte par 

rapport aux souris WT+Ang II (-51%) (Figure 37 D) sans changer la capacité contractile 

(Figure 37 C). 
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2. Le ƌĠĐepteuƌ ERβ Ŷe paƌtiĐipe pas à la pƌoteĐtioŶ 
œstƌogĠŶiƋue ĐoŶtƌe l’hǇpeƌteŶsioŶ artérielle induite par 

l’AŶg II 
 

 Afin de déterminer lequel des deux récepteurs ERα ou ERȕ est responsable des effets 

anti-hypertenseurs des hormones œstrogéniques, nous avons tout d’abord mesuré la PAS des 

animaux ERȕ-/- en réponse à l’Ang II. 

 

 

Figure 38 : Effet de la délétion d'ERβ dans l'hypertension artérielle induite par l'Ang II. 

La pression artérielle a été mesurée par photopléthysmographie. Les valeurs représentées ici 
correspondent à la moyenne de PAS entre 21 et 28 jours après la pose de la pompe à Ang II 
(n=5-8 animaux par groupe), **p<0,01, *** p<0,001 vs sham respectif ; test two way Anova 
avec un post test de Bonferroni. 

 

 En l’absence de traitement, la PAS basale est équivalente entre les groupes WT sham 

et ERȕ-/- sham (environ 116 mmHg). 

 Après 4 semaines de traitement par l’Ang II, nos résultats ne montrent aucune 

différence de PAS entre les groupes WT et ERȕ-/-. En effet, dans le groupe ERȕ-/-+Ang II, la 

PAS est de 142±6,9 contre 139±2,3 mmHg dans le groupe WT+Ang II (Figure 38). 
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3. Le ƌĠĐepteuƌ ERα est ŶĠĐessaiƌe auǆ effets pƌoteĐteuƌs des 
œstƌogğŶes ĐoŶtƌe l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle et ses 
conséquences cardiovasculaires 

3.1.  Hypertension artérielle et hypertrophie cardiaque 

 Le niveau de PAS et le poids du cœur ont été évalués chez des souris ERα-/- femelles 

de 5 mois afin de déterminer l’implication du récepteur ERα dans la protection œstrogénique 

contre l’HTA. 

 

Figure 39 : Effet de l'absence du récepteur ERα sur l'hypertension artérielle induite par l'Ang II et sur 

l’hypertrophie cardiaque. 

(A) La pression artérielle systolique a été mesurée par photopléthysmographie avant la pose 
de la pompe à Ang II (0) et pendant 4 semaines après la chirurgie (1 à 4) ; (B) Le poids du 
ventricule gauche a été rapporté au poids du corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque 
consécutive au traitement. (n=6-8 animaux par groupe), ** p<0,01 et *** p<0,001 vs sham 
respectif ; # vs WT+Ang II, test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 

 

 La PAS basale, située aux environs de 115 mmHg, est identique entre les différents de 

groupes de souris. 

 Dans le groupe WT+Ang II, la PAS est significativement augmentée après 4 semaines 

de traitement par rapport au groupe WT sham (133±5,6 mmHg vs 104±3,3 mmHg) (Figure 39 

A). 
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 Dans le groupe ERα-/-+Ang II, la PAS est encore davantage supérieure par rapport au 

groupe ERα-/- sham (167±2,7 mmHg vs 114±4,8 mmHg). 

 Cette pression est significativement plus élevée que celle du groupe WT+Ang II 

(167±2,7 mmHg vs 133±5,6 mmHg). 

Le traitement a également causé une hypertrophie cardiaque dans le groupe WT+Ang 

II par rapport au groupe WT sham (+20%). 

De même, dans le groupe ERα-/-+Ang II, le rapport du poids du cœur/poids du corps 

est significativement plus élevé par rapport au groupe ERα-/- sham (+28%) (Figure 39 B). 

En revanche, nous ne constatons pas de différence d’hypertrophie cardiaque entre les 

groupes WT+Ang II et WT-OVX+Ang II. 
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3.2. Remodelage artériel 

 Nous avons évalué les changements de structures vasculaires induits par le traitement 

par l’Ang II. Les changements structuraux ont été observés sur l’aorte et l’artère mésentérique 

par coloration des lames élastiques à l’orcéine. Une augmentation du rapport média/lumen 

indique un remodelage hypertrophique de la paroi du vaisseau. 

 

 

Figure 40 : Effet de l'absence du récepteur ERα sur le remodelage structurel de l’aortique et de 
l’artère mésentérique après traitement par l’Ang II. 

La structure artérielle a été évaluée par coloration de coupes histologiques à l’orcéine après β8 
jours de traitement. (A) Ratio média/lumen de l’aorte (B) Ratio média/lumen de l’artère 
mésentérique (n=6-8 animaux par groupe), ** p<0,01 vs sham respectif ; # p<0,05 vs 
WT+Ang II ; test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 
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 Dans le groupe WT+Ang II, le traitement n’a pas changé significativement le rapport 

média/lumen de l’aorte et de l’artère mésentérique par rapport au groupe WT sham (Figure 40 

A-B). 

 En revanche, dans le groupe ERα-/-+Ang II, le traitement a entrainé un remodelage 

hypertrophique de l’aorte par rapport au groupe ERα-/- sham (+37%) et par rapport au groupe 

WT+Ang II (+24%) (Figure 40 A). 

 Dans le groupe ERα-/-+Ang II, la structure de l’artère mésentérique n’a pas été 

significativement modifiée par le traitement par l’Ang II (Figure 40 B). 
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3.3. Réactivité vasculaire 

 Nous avons évalué les conséquences de l’absence du récepteur ERα sur la fonction 

vasculaire au niveau aortique, en utilisant la technique de myographie. 

 

 

Figure 41 : Effet de l'absence du récepteur ERα sur la réactivité vasculaire de l’aorte. 

La fonction vasculaire aortique a été évaluée par myographie après 28 jours de traitement. (A) 
Evaluation de la contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les 
animaux sham. (B) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe 
concentration-réponse à l’Acétylcholine chez les animaux sham. (C) Evaluation de la 
contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les animaux traités par 
l’Ang II. (D) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe concentration-
réponse à l’Acétylcholine chez les animaux traités par l’Ang II (n=4-5 animaux par groupe) ; 
test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 
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Dans le groupe ERα-/- sham, la capacité contractile et vasorelaxatrice de l’aorte n’est 

pas significativement modifiée (Figure 41 A-B). Toutefois, malgré l’absence de 

significativité, nous notons une tendance marquée à une baisse des capacités contractiles 

(jusqu’à -38%) et relaxatrices de l’aorte des souris ERα-/- (jusqu’à -20%) par rapport aux 

souris WT.  

Le traitement par l’Ang II ne change pas significativement ces observations (Figure 41 

C-D). Toutefois, la capacité contractile de l’aorte des souris ERα-/-+Ang II montre une forte 

tendance à la réduction (jusqu’à -49%) qui n’est pas significative. La capacité relaxatrice (-

16%) est également inchangée. 

Le manque de significativité de ces analyses est probablement imputable aux effectifs 

réduits dans ces groupes. 
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4. La voie MISS d’ERα Ŷ’est pas ŶĠĐessaiƌe à soŶ effet 
pƌoteĐteuƌ daŶs l’hǇpeƌteŶsioŶ artérielle 

 

4.1.  Hypertension artérielle et hypertrophie cardiaque 

 Le niveau de PA et le poids du cœur ont été évalués chez des souris C451A femelles 

de 5 mois afin de déterminer l’implication de la voie membranaire MISS du récepteur ERα 

dans la protection œstrogénique contre l’HTA. 

 

Figure 42 : Effet de l'absence de la forme membranaire d’ERα sur l'hypertension artérielle induite par 
l'Ang II et sur l’hypertrophie cardiaque. 

(A) La pression artérielle systolique a été mesurée par photopléthysmographie avant la pose 
de la pompe à Ang II (0) et pendant 4 semaines après la chirurgie (1 à 4) ; (B) Le poids du 
ventricule gauche a été rapporté au poids du corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque 
consécutive au traitement (n=5-8 animaux par groupe), * p<0,05 et vs sham respectif ; & vs 
WT+Ang II, test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 

 

Dans le groupe WT sham, la PAS basale est de 108±3,9 mmHg après 28 jours de 

mesure. Dans le groupe C451A sham, la PAS basale est de 96±3,3 mmHg. La différence de 

PAS n’est pas significative entre les deux groupes (Figure 42 A). 
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Dans le groupe WT+Ang II, la PAS est significativement augmentée après 4 semaines 

de traitement par rapport au groupe WT sham (125±5,3 mmHg vs 108±3,9 mmHg) (Figure 42 

A). 

Dans le groupe C451A+Ang II, la PAS est significativement plus élevée que celle des 

souris C451A sham (119±3,9 mmHg vs 96±3,3 mmHg) 

En revanche, la PAS des souris C451A+Ang II n’est pas significativement différente 

des souris WT+Ang II (119±3,9 mmHg vs 125±5,3 mmHg). 

Le traitement par l’Ang II n’a pas causé d’hypertrophie cardiaque chez les souris 

WT+Ang II et les souris C451A Ang II (Figure 42 B). 
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4.2.  Remodelage artériel 

 Nous avons évalué les changements de structures vasculaires induits par le traitement 

par l’Ang II. Les changements structuraux ont été observés sur l’aorte et l’artère mésentérique 

par coloration des lames élastiques à l’orcéine. Une augmentation du rapport média/lumen 

indique un remodelage hypertrophique de la paroi du vaisseau. 

 

Figure 43 : Effet de l’absence de la forme membranaire d’ERα sur le remodelage structurel de 

l’aortique et de l’artère mésentérique après traitement par l’Ang II. 

La structure artérielle a été évaluée par coloration de coupes histologiques à l’orcéine après β8 
jours de traitement. (A) Ratio média/lumen de l’aorte (B) Ratio média/lumen de l’artère 
mésentérique (n=4-6 animaux par groupe), * p<0,05 vs WT ; test two way Anova avec un 
post test de Bonferroni). 
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Dans le groupe WT+Ang II, le traitement par l’Ang II n’a pas changé 

significativement le rapport média/lumen au niveau de l’aorte et de l’artère mésentérique 

(Figure 43 A-B). 

De même, chez les souris C451A+Ang II, le traitement ne provoque pas de 

remodelage aortique (+12%) ni mésentérique (-10%) par rapport au groupe C451A sham. 

Toutefois, nous notons que le rapport média/lumen des artères mésentériques est plus 

élevé chez les C451A sham par rapport au WT sham (+29%) (Figure 43 B). 
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4.3.  Réactivité vasculaire 

 Nous avons évalué les conséquences de l’absence de la voie membranaire MISS du 

récepteur ERα sur la fonction vasculaire au niveau aortique, en utilisant la technique de 

myographie. 

 

 

Figure 44 : Effet de l’absence de la fonction membranaire du récepteur ERα sur la réactivité 
vasculaire de l’aorte. 

La fonction vasculaire aortique a été évaluée par myographie après 28 jours de traitement. (A) 
Evaluation de la contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les 
animaux sham. (B) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe 
concentration-réponse à l’Acétylcholine chez les animaux sham. (C) Evaluation de la 
contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les animaux traités par 
l’Ang II. (D) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe concentration-
réponse à l’Acétylcholine chez les animaux traités par l’Ang II (n=5-8 animaux par groupe) ; 
test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 
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Dans le groupe C451A sham, nos résultats montrent que l’absence de la voie MISS ne 

change pas significativement la capacité contractile et vasorelaxatrice de l’aorte par rapport au 

groupe WT sham (Figure 44 A-B).  

Le traitement par l’Ang II ne change pas significativement pas la capacité contractile 

dans le groupe C451A+Ang II (Figure 44 C). En revanche, la capacité relaxatrice est 

significativement réduite par rapport aux souris WT+Ang II (-41%) (Figure 44 D). 
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5. La fonction nucléaire AF-2 est nécessaire à la protection 

d’ERα ĐoŶtƌe l’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle et ses 
conséquences cardiovasculaires 

 

5.1.  Hypertension artérielle et remodelage hypertrophique 

 Le niveau de PA et le poids du cœur ont été évalués chez des souris AFβ° femelles de 

5 mois afin de déterminer l’implication de la fonction de transactivation AF-2 du récepteur 

ERα dans la protection œstrogénique contre l’HTA. 

 

 

Figure 45 : Effet de l'absence de la fonction de transactivation AF-2 d’ERα sur l'hypertension 
artérielle induite par l'Ang II et sur l’hypertrophie cardiaque. 

(A) La pression artérielle systolique a été mesurée par photopléthysmographie avant la pose 
de la pompe à Ang II (0) et pendant 4 semaines après la chirurgie (1 à 4) ; (B) Le poids du 
ventricule gauche a été rapporté au poids du corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque 
consécutive au traitement. (n=5-8 animaux par groupe), ** p<0,01 et *** p<0,001 vs sham 
respectif ; # vs WT+Ang II, test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 

  

 La PAS basale, située aux environs de 115 mmHg, est identique entre les différents de 

groupes de souris (Figure 45 A). 
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 Dans le groupe WT+Ang II, la PAS est significativement augmentée après 4 semaines 

de traitement par rapport au groupe WT sham (129±3,5 mmHg vs 113±4,8 mmHg). 

 Dans le groupe AF2°+Ang II, la PAS est très supérieure à celle des souris AF2° sham 

(163±9,8 mmHg vs 117±3,9 mmHg). Cette pression est également significativement plus 

élevée que celle des souris WT+Ang II (163±9,8 mmHg vs 129±3,5 mmHg). 

 Le traitement a causé une hypertrophie cardiaque dans le groupe WT+Ang II par 

rapport au groupe WT sham (+19%). De même, nous observons une hypertrophie cardiaque 

dans le groupe AF2°+Ang II par rapport au groupe AF2° sham (+22%) (Figure 45 B). 

 Nous ne constatons pas de différence d’hypertrophie entre les groupes AF2°+Ang II et 

WT+Ang II. 
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5.2. Remodelage artériel 

 Nous avons évalué les changements de structures vasculaires induits par le traitement 

par l’Ang II. Les changements structuraux ont été observés sur l’aorte et l’artère mésentérique 

par coloration des lames élastiques à l’orcéine. Une augmentation du rapport média/lumen 

indique un remodelage hypertrophique de la paroi du vaisseau. 

 

 

Figure 46 : Effet de l'absence de la fonction de transactivation AF-2 sur le remodelage structurel de 

l’aortique et de l’artère mésentérique après traitement par l’Ang II. 

La structure artérielle a été évaluée par coloration de coupes histologiques à l’orcéine après β8 
jours de traitement. (A) Ratio média/lumen de l’aorte (B) Ratio média/lumen de l’artère 
mésentérique (n=5-8 animaux par groupe), ** p<0,01 vs sham respectif ; test two way Anova 
avec un post test de Bonferroni). 
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Dans le groupe WT+Ang II, le traitement n’a pas changé le rapport média/lumen au 

niveau de l’aorte et de l’artère mésentérique (Figure 46 A-B). 

En revanche, dans le groupe AF2°+Ang II, le traitement a augmenté significativement 

le rapport média/lumen aortique par rapport au groupe AF2° sham (+25%) et par rapport au 

groupe WT+Ang II (+24%) (Figure 46A). La structure de l’artère mésentérique n’a pas été 

significativement modifiée par le traitement (Figure 46 B). 
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5.3.  Réactivité vasculaire 

Nous avons évalué les conséquences de l’absence de la fonction de transactivation AF-

β du récepteur ERα sur la fonction vasculaire au niveau aortique, en utilisant la technique de 

myographie. 

 

 

Figure 47 : Effet de l'absence de la fonction de transactivation AF-2 d’ERα sur la réactivité vasculaire 
de l’aorte. 

La fonction vasculaire aortique a été évaluée par myographie après 28 jours de traitement. (A) 
Evaluation de la contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les 
animaux sham. (B) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe 
concentration-réponse à l’Acétylcholine chez les animaux sham. (C) Evaluation de la 
contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine chez les animaux traités par 
l’Ang II. (D) Evaluation de la relaxation endothélium-dépendante par courbe concentration-
réponse à l’Acétylcholine chez les animaux traités par l’Ang II (n=6 animaux par groupe) ; 
*p<0,05 vs WT ; **p<0,01 vs WT ; test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 
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Dans le groupe AF2° sham, nous n’observons pas de modification de la capacité 

contractile de l’aorte par rapport au groupe WT sham (Figure 47 A). En revanche, nous 

observons une baisse significative de la vasorelaxation de l’aorte (-31%) par rapport aux 

souris WT sham (Figure 47B). 

Dans le groupe AF2°+Ang II, nous ne constatons pas de changement de la capacité 

contractile par rapport au groupe WT+Ang II (Figure 47 C). De manière intéressante, nous 

observons que la vasorelaxation n’est pas significativement différente entre le groupe 

AF2°+Ang II et le groupe WT+Ang II (Figure 47 D). 
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5.4.  EǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue daŶs l’aoƌte 

 Afin de mieux comprendre les résultats obtenus démontrant que l’absence de la 

fonction AF-2 augmente la réponse pressive à l’Ang II, nous avons évalué l’expression de 

certaines protéines clés impliquées dans ce processus dans l’aorte des animaux. Ont été 

analysées l’expression de l’enzyme eNOS impliquée dans la vasodilatation, de l’EC-SOD 

impliquée dans la réduction du stress oxydatif et d’ERK1/2 impliquée dans le remodelage 

hypertrophique vasculaire. Nous avons également mesuré l’activité des protéines ERK1/2, en 

mesurant leur état de phosphorylation. 

 

EC-SOD

0

20

40

60

80

100

120

140
##

*

Sham

Ang II

WT AF2°

E
C

-S
O

D
 i
n

 %
 o

f


-a
c
ti

n

EC-SOD

β-actinβ

eNOS

0

20

40

60

80

100

##

#

Sham

Ang II

WT AF2°

e
N

O
S

 i
n

 %
 o

f


-a
c
ti

n

eNOS

β-actinβ

A B



ββ ββ

140 kDa

42 kDa

35 kDa

42 kDa



120 
 

 

Figure 48 : Effet de l’absence de la fonction de transactivation AF-2 d’ERα sur l’expression des 
protéines eNOS, EC-SOD, ERK et sur la phosphorylation de ERK par rapport à la β-actine. 

L’expression et l’activité de protéines clés dans les processus de vasodilatation a été évaluée 
par Western Blot. (A) Ratio de l’expression de la protéine eNOS sur l’expression de la ȕ-
actine ; (B) ratio de l’expression de la protéine EC-SOD sur l’expression de la ȕ-actine; (C) 
ratio du niveau de phosphorylation P-ERK1/2 sur l’expression de la protéine ERK; (D) ratio 
de l’expression de la protéine ERK1/2 sur l’expression de la ȕ-actine (n=5-6 animaux par 
groupe) ; # p<0,05 vs WT ; * p<0,05 vs sham ; ## p<0,01 vs WT ; test two way Anova avec 
un post test de Bonferroni. 

 

 Nous observons que l’expression de l’enzyme eNOS est significativement réduite dans 

les aortes du groupe AF2° par rapport au groupe WT, traités ou non (-60% environ) (Figure 

48 A). 

 Nous notons également une hausse de 60% de l’expression de l’EC-SOD dans le 

groupe AF2°+Ang II par rapport au groupe WT+Ang II (Figure 48 B). 

 Enfin, nos résultats n’ont pas mis en évidence de modification significative de 

l’expression ou de l’activité de la protéine ERK1/2 entre les groupes AF2° et WT, traitées ou 

non (Figure 48 C-D). 
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6. La stimulation des fonctions génomiques d’ERα pƌĠvieŶt 
l’hǇpeƌteŶsioŶ iŶduite paƌ l’AŶg II 

 Nos résultats précédents ont mis en évidence l’importance de la fonction d’activation 

AF-β dans l’effet protecteur d’ERα contre l’hypertension induite par l’Ang II. Pour vérifier 

cet effet, nous avons traitées des souris OVX+Ang II avec un œstrogène, l’estétrol (E4), 

capable de stimuler spécifiquement les fonctions nucléaires d’ERα, sans activer ses fonctions 

membranaires. 

 

Figure 49 : Effet de la stimulation de la fonction nucléaire d’ERα sur l'hypertension artérielle induite 
par l'Ang II et sur l’hypertrophie cardiaque. 

(A) La pression artérielle systolique a été mesurée par photopléthysmographie avant la pose 
de la pompe à Ang II (0) et pendant 4 semaines après la chirurgie (1 à 4) ; (B) Le poids du 
ventricule gauche a été rapporté au poids du corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque 
consécutive au traitement. (n=7-8 animaux par groupe), * p<0,05 et *** p<0,001 vs WT-
OVX+Ang II, test de Student pour chaque semaine). 

 

Nos résultats ont permis d’observer que le traitement par l’E4 abolit complètement 

l’effet hypertenseur de l’Ang II dans le groupe OVX-E4+Ang II par rapport au groupe 

OVX+Ang II (Figure 49 A). Ainsi, la PAS finale est de 126±2,5 mmHg chez les souris 

recevant l’E4 contre 147±6,9 mmHg pour les souris n’en recevant pas. 

De même, le traitement par l’E4 prévient l’apparition de l’hypertrophie cardiaque 

induite par l’Ang II (-15% par rapport au groupe OVX+Ang II) (Figure 49 B). 
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DISCUSSION 

 

 Jusqu’à l’âge de la ménopause, les femmes sont moins touchées que les hommes par 

l’HTA 1. Or, après 50 ans, la perte des hormones œstrogéniques entraine une disparition de 

cette différence entre les hommes et les femmes et l’augmentation drastique du risque CV 

chez ces dernières 141. Cet effet protecteur hormonal a poussé à la conduite d’une étude 

majeure chez les femmes ménopausées, en utilisant l’œstradiol pour tenter de réduire le risque 

de coronaropathies et d’AVC 156. Contrairement à l’hypothèse émise par les auteurs de cette 

étude, la thérapie hormonale n’a pas produit les effets bénéfiques escomptés, soulignant la 

grande complexité des actions des ces hormones et le besoin d’études plus approfondies. 

Le récepteur ERα est le principal acteur à l’origine des effets protecteurs des hormones 

œstrogéniques dans le système cardiovasculaire 1;6. Au niveau cardiaque, il participe à la 

réduction de la taille d’infarctus et à l’augmentation de l’angiogénèse 171. Il est également 

impliqué dans la protection œstrogénique contre les lésions d’ischémie-reperfusion 172. Au 

niveau vasculaire, ERα réduit les processus athérosclérotiques 229, améliore la production de 

NO 208, le remodelage expansif flux-dépendant 230 et la réendothélialisation 188. Ce récepteur 

participe aussi à des effets indirects bénéfiques sur le système cardiovasculaire comme la 

régulation du transporteur GLUT4 permettant une meilleure régulation de la glycémie 173. 

Toutefois, comparativement aux études sur son rôle dans l’ostéoporose, les cancers du sein, 

de l’utérus et de l’endomètre, il existe peu de données sur le rôle protecteur d’ERα dans 

l’HTA. 

Ce récepteur agit à la fois à la membrane d’où il active des voies de signalisation non-

génomiques (MISS), mais également dans le noyau où il agit sur la transcription génique via 

ses fonctions d’activation AF-1 et AF-2. Ces deux voies ont des effets protecteurs différents 

dans le système cardiovasculaire. 
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Ces deux fonctions du récepteur, MISS et nucléaire, ont souvent été étudiées 

séparément en ignorant parfois les effets de l’autre voie. Nous avons donc choisi d’étudier 

l’implication de ces deux voies dans l’HTA. 

 Notre étude avait pour objectif d’élucider le mécanisme impliqué dans la protection 

induite par le récepteur ERα dans l’HTA. Nos résultats ont mis en évidence (1) que le 

récepteur ERα est nécessaire à la protection contre l’hypertension et ses conséquences 

cardiovasculaires, (2) via sa fonction génomique d’activation AF-2, (3) sans que la voie MISS 

ne soit impliquée (4) et que la stimulation de la fonction nucléaire suffisait à prévenir 

l’apparition de l’HTA en réponse à l’Ang II chez la souris femelle. 

 

1. Rôle pƌoteĐteuƌ des œstƌogğŶes daŶs l’hǇpeƌteŶsioŶ 

En utilisant des souris femelles ovariectomisées, nous avons mis en évidence que 

l’absence d’œstrogènes augmente significativement l’HTA induite par l’Ang II. Associé à 

cette hausse de la PAS, un remodelage hypertrophique de la paroi aortique était présent chez 

ces souris, induit par le niveau de pression mais également par l’effet vasoconstricteur et 

hypertrophiant de l’Ang II 2;99. En outre, la capacité vasodilatatrice des aortes de ces animaux 

était fortement réduite. 

Ces analyses confirment les données de la littérature sur l’effet anti-hypertenseur des 

œstrogènes 231;232;233;234. Nous avons ensuite cherché à vérifier l’implication de leurs 

récepteurs ERs dans cet effet. 

 

2. Rôle des récepteurs ERα et ERβ daŶs l’hǇpeƌteŶsioŶ 

2.1. AďseŶĐe de ƌôle pƌoteĐteuƌ d’ERβ 

ERα et ERȕ sont les principaux acteurs des actions œstrogéniques dans le système 

cardiovasculaire 1;189;235. Les données de la bibliographie à propos de ces deux récepteurs 

mettent en avant le rôle primordial d’ERα dans la médiation des effets protecteurs des 
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œstrogènes 1. Toutefois, un article paru en 2002 dans la revue Science a révélé un rôle 

jusqu’alors inconnu d’ERȕ dans la régulation du tonus vasculaire et de l’HTA chez la souris 

236. Dans cette étude, les auteurs ont constaté que les souris ERȕ-/- développaient une HTA 

spontanée vers l’âge de 6 mois. Dans une étude plus récente parue en β01γ, Xue et al. avaient 

utilisé des siRNA dirigés contre ERȕ au niveau du noyau paraventriculaire et du noyau 

réticulaire médullaire rostroventrolatéral dans le cerveau de rat, des centres clés dans la 

régulation de fonctions physiologiques comme le tonus vasomoteur 237;238. En induisant une 

HTA par infusion d’aldostérone, les auteurs avaient mis en évidence un rôle clé d’ERȕ dans la 

protection œstrogénique contre ce type d’HTA 238. 

Afin d’évaluer si ce récepteur joue un rôle dans la protection œstrogénique contre 

l’HTA induite par l’Ang II, nous avons mesuré la PAS chez des souris ERȕ-/- en réponse à 

l’Ang II. Nos résultats n’ont montré aucune différence avec des souris WT après 4 semaines 

de traitement. 

Différents éléments peuvent être avancés pour expliquer la différence entre ces 

résultats et les données publiées par Zhu et al, comme le sexe des animaux, leur âge et le 

modèle d’HTA. Leur étude a été menée chez des souris mâles. Or, le risque d’HTA et les 

mécanismes de régulation sont différents entre les deux sexes 140;239. D’autre part, les auteurs 

avaient utilisé des souris de 12 mois, donc bien plus âgées que nos animaux. Selon le site du 

laboratoire Jackson aux Etats-Unis, cet âge est considéré comme un stade de pré-

vieillissement. Enfin, l’HTA observée dans cet article se basait sur une augmentation 

spontanée de la PAS après 6 mois, sans utilisation d’Ang II. Concernant l’étude de Xue et al., 

cette étude s’était basé sur l’utilisation de rats mâles, avec un modèle d’HTA consistant en 

une infusion d’aldostérone sur un temps plus court.  

Il est donc difficile de comparer les résultats de ces études avec nos données. 

Toutefois, nos résultats ont permis d’écarter un potentiel rôle protecteur d’ERȕ contre l’HTA 

induite par l’Ang II. Nous avons ensuite cherché à évaluer le rôle d’ERα dans notre modèle. 
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2.2. Rôle pƌoteĐteuƌ d’ERα 

A l’inverse des résultats obtenus avec les souris ERȕ-/-, il est apparu que les souris 

ERα-/- développaient une HTA significativement plus forte que les souris WT en réponse à 

l’Ang II. De manière intéressante, l’HTA développée chez les souris ERα-/- était très similaire 

à celle observée chez les souris ovariectomisées. Cette HTA était associée à une hypertrophie 

cardiaque et à un remodelage hypertrophique de l’aorte. Ces éléments soulignent clairement 

l’implication d’ERα dans l’effet protecteur de l’Eβ contre l’HTA et ses conséquences 

cardiovasculaires. 

L’implication d’ERα dans l’HTA avait déjà été mise en évidence grâce à l’utilisation 

de souris ERα-/-, par Xue et al. en 2006. Les auteurs avaient utilisé un modèle d’HTA basé sur 

une infusion d’Ang II similaire au nôtre et avaient pu mettre en évidence que l’absence d’ERα 

abolissait les effets protecteurs des œstrogènes 240. Ce résultat avait ensuite été confirmé 

pharmacologiquement en utilisant un antagoniste des ERs, l’ICI-182,780. Dans une étude 

suivante, les auteurs avaient émis l’hypothèse qu’ERα réduisait l’HTA en inhibant l’action de 

l’Ang II au niveau central. Pour le vérifier, une infusion d’ICI-182,780 avait été faite 

directement dans le cerveau. Il était alors apparu que le blocage d’ERα au niveau central 

suffisait à augmenter l’HTA, montrant pour la première fois que l’effet protecteur d’ERα 

contre l’effet presseur de l’Ang II dépendait d’une action dans le SNC 220. Ce résultat a été 

suivi par des études supplémentaires qui ont montré que l’effet protecteur d’ERα contre l’Ang 

II dépendait principalement de sa présence au niveau de l’organe subfornical 220;221;240. Ce 

dernier est une partie du cerveau dépourvue de barrière hémato-encéphalique, spécialisée dans 

l’homéostasie hydrominérale et osmotique. Cet organe est aussi sensible à la présence 

d’hormones circulantes, comme les œstrogènes 241;221. En réponse à ces stimuli, il envoie des 

informations afférentes vers les noyaux autonomes. L’action protectrice d’ERα dans cet 

organe est donc tout à fait cohérente. 

Néanmoins, malgré ces nouvelles informations, les mécanismes cellulaires et 

moléculaires de cette protection par ERα n’avaient pas été élucidés. 
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3. Absence de rôle protecteur de la voie MISS 

Une complexité inhérente à ERα est sa localisation à la fois cytoplasmique mais 

également membranaire. Grâce à son ancrage au niveau des cavéoles par un motif de 

palmitoylation, ERα régule des voies de signalisation aux effets rapides, regroupées sous le 

nom de Membrane Initiated Steroid Signaling. La voie membranaire MISS exerce des effets 

vasculoprotecteurs en stimulant deux fonctions primordiales dans le maintien de 

l’endothélium que sont la réendothélialisation et la vasodilatation 9;104. 

Pour étudier son implication dans l’effet protecteur d’ERα dans l’HTA, nous avons 

utilisé des souris C451A, nommées d’après le nom de la mutation qui empêche la 

palmitoylation du récepteur et son adressage à la membrane. Nos résultats ont permis de voir 

que l’absence de la forme membranaire n’impactait pas le niveau de PAS en réponse à l’Ang 

II. Les souris C451A ne développaient pas d’HTA, ni d’hypertrophie cardiaque et aucune 

forme de remodelage artériel. Nous pouvons donc en conclure que la voie MISS n’est pas 

nécessaire à l’action protectrice du récepteur ERα. Toutefois, pour confirmer ces résultats, 

nous prévoyons d’utiliser l’EDC, un activateur pharmacologique de la voie MISS chez des 

souris OVX+Ang II. Si le traitement n’occasionne pas de diminution de la PA, notre 

hypothèse sera ainsi confirmée. 

Il est intéressant de noter que la PAS basale des souris C451A est légèrement plus 

faible que celle des souris WT. Nous n’avons à l’heure actuelle aucun élément permettant 

d’expliquer cette observation mais nous pensons qu’il pourrait être intéressant d’évaluer la 

production de NO vasculaire chez ces animaux. En effet, dans un modèle d’hypotension chez 

le rat, une production excessive de NO au niveau vasculaire avait été suspectée. Pour le 

vérifier, les auteurs avaient traité les animaux avec du L-NAME et avaient observé une 

restauration de la PAS basale 242. D’autre part, la production de NO au niveau du SNC 

entraine une réduction de la stimulation orthosympathique 243. Il pourrait donc être intéressant 

d’évaluer l’activité sympathique chez nos animaux C451A. Nous avons également observé un 

rapport média/lumen plus élevé dans les artères mésentériques des souris C451A, expliqué par 

une diminution du diamètre interne pour lequel nous n’avons pas d’explication à ce jour. 
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Ayant écarté un éventuel rôle de la voie MISS d’ERα dans la protection contre l’HTA 

induite par l’Ang II, nous avons ensuite étudié l’implication de la fonction génomique d’ERα 

via la fonction AF-2. 

 

4. Rôle pƌoteĐteuƌ d’AF-Ϯ ĐoŶtƌe l’hǇpeƌteŶsioŶ 

4.1. IŵpaĐt suƌ la ƌĠpoŶse à l’AŶg II 

Parallèlement à son action membranaire, la voie nucléaire du récepteur a également 

des effets bénéfiques dans les vaisseaux 244. En 2015, Smirnova et al. ont montré que la 

fonction de transactivation indépendante du ligand AF-1 était nécessaire à la prévention de 

l’hyperplasie néointimale par l’E2 après une lésion de l’artère fémorale 187. Toutefois, en 

dehors de cet effet, AF-1 ne semble pas nécessaire aux principaux effets vasculoprotecteurs 

induits par l’E2 que sont la production de NO, la réendothélialisation et la prévention de 

l’athérome 193. La fonction AF-2 en revanche, est indispensable voire suffisante aux autres 

fonctions génomiques protectrices d’ERα. A titre d’exemple, Billon-Galés et al. ont montré en 

2011 que la fonction AF-2 était nécessaire et suffisante pour la réduction des dépôts locaux de 

lipides dans les artères, un mécanisme hautement athéroprotecteur des œstrogènes 7.  

 Nous avons donc voulu analyser l’implication de la fonction AF-β dans l’effet 

protecteur d’ERα contre l’HTA induite par l’Ang II. Pour ce faire, nous avons utilisé des 

souris AF2°, déficientes pour la fonction d’activation AF-2 d’ERα. Ces souris ont développé 

une HTA importante en réponse à l’Ang II par rapport aux souris WT et C451A. Le profil de 

la PAS était très similaire à celui des souris OVX et ERα-/-. Associée à cette HTA, les souris 

AF2°+Ang II développaient une hypertrophie cardiaque et un remodelage aortique 

hypertrophique marqué. Nous en avons conclu que l’absence d’AF-2 abolissait totalement la 

protection ERα-dépendante contre l’HTA induite par l’Ang II. L’action anti-hypertensive 

d’ERα dépend donc de ses actions génomiques, via sa fonction AF-2. 
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4.2. Impact sur la fonction vasculaire et les défenses anti-

oxydantes 

4.2.1. Impact sur la vasodilatation 

L’évaluation de la fonction vasculaire aortique nous a permis d’observer une baisse 

significative de sa capacité vasorelaxatrice endothélium-dépendante en réponse à l’ACh. Pour 

s’assurer que l’effet d’AF-β dépendait bien de l’endothélium et pas des CMLVs, nous avons 

utilisé le Sodium NitroPrusside (SNP), un donneur de NO, capable de dilater le muscle lisse 

vasculaire de manière indépendante de l’endothélium. 

 

 

Figure 50 : Relaxation endothélium-indépendante de l'aorte chez les souris AF2° en réponse au SNP. 

La fonction vasculaire aortique a été mesurée par myographie. La capacité de dilatation du 
muscle lisse a été évaluée par courbe concentration-réponse du Sodium NitroPrusside (SNP). 
(n=5-8 animaux par groupe), test two way Anova avec un post test de Bonferroni). 

 

Nos résultats ne montrent pas de diminution de la sensibilité au NO de l’aorte chez les 

souris AF2° (Figure 50). Nous avons donc évalué par western blot l’expression de la eNOS 

dans l’aorte, principale enzyme impliquée dans la vasodilatation endothélium-dépendante. 

Nous avons pu observer une diminution de 60% de l’expression de l’enzyme chez les souris 

AF2°, hypertendues ou non. Ceci explique probablement la baisse de capacité vasodilatatrice 
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des aortes de ces animaux. Les résultats obtenus dans les autres groupes sont encore 

préliminaires et doivent être complétés.  

Pour compléter ce résultat, il pourrait être intéressant d’évaluer l’activité de la eNOS 

en analysant son état de phosphorylation. Nous n’avons malheureusement pas pu réaliser cette 

manipulation en raison du délai aléatoire et souvent long entre le sacrifice de l’animal et le 

temps de congélation de l’aorte. Ce temps s’explique par la nécessité d’utiliser les 

prélèvements en myographie qui doivent être réalisés en priorité pour conserver la 

fonctionnalité des vaisseaux. Nous n’avons également pas pu évaluer l’expression de la eNOS 

dans les artères de petit calibre comme les artères mésentériques, en raison de la très faible 

quantité de tissu de ces vaisseaux. 

 

4.2.2. IŵpaĐt suƌ l’eǆpƌessioŶ de l’EC-SOD 

Le stress oxydatif joue un rôle prépondérant dans le remodelage et la dysfonction 

endothéliale au cours de l’hypertension 2;137. L’enzyme EC-SOD est un puissant agent 

protecteur qui élimine les ROS. En 1999, Fukai et al. ont observé qu’une infusion d’Ang II 

pendant 7 jours à la dose d’1,1 mg/kg/j entrainait une augmentation de l’expression de l’EC-

SOD, sans modification de la forme cytosolique Cu/Zn SOD 245. Les auteurs ont émis 

l’hypothèse que cette expression augmentait en réponse au stress oxydatif pour limiter ses 

effets délétères. Afin d’étudier l’implication de cette enzyme dans l’HTA Ang II dépendante, 

Gongora et al. ont montré qu’une infusion d’Ang II augmentait significativement le niveau de 

PAS chez des souris EC-SOD-/- par rapport aux souris WT 126. 

Nous avons donc évalué l’expression de cette enzyme dans l’aorte des souris AFβ°. 

Nos résultats ont montré qu’en réponse à l’Ang II, l’expression de l’EC-SOD était fortement 

majorée dans le groupe AF2°+Ang II par rapport au groupe WT+Ang II. Ce résultat suggère 

un statut oxydatif délétère dans l’aorte des souris AFβ° hypertendues. Nous avons analysé 

l’expression de l’EC-SOD dans nos autres groupes d’animaux mais les résultats sont encore 

préliminaires. Toutefois, nous avons déjà pu observer que l’expression de l’EC-SOD était 

augmentée de manière similaire chez les animaux ERα-/-, même en l’absence de traitement.  
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Il serait intéressant de compléter ces résultats en analysant l’expression des sous-unités 

de la NADPHox, enzyme impliquée dans la génération des ROS. Nous souhaiterions 

également mesurer le stress oxydatif par des analyses chimiques ou immunohistochimiques 

sur des coupes d’aortes. Malgré nos essais, nous n’avons pas réussi à mettre au point un 

protocole de marquage au DHE suffisamment robuste et reproductible pour évaluer le stress 

oxydatif dans nos échantillons. Nous avons également utilisé un anticorps anti-nitrotyrosine, 

permettant de mesurer de manière indirecte le niveau d’oxydation des protéines, sans plus de 

succès à ce jour. 

Les résultats obtenus avec les souris AF2° ont pu mettre en évidence la nécessité de la 

fonction AF-2 dans la protection d’ERα contre l’HTA. Nous avons ensuite cherché à 

confirmer son implication par une approche pharmacologique. 

 

5. L’estĠtƌol pƌĠvieŶt l’hǇpeƌteŶsioŶ iŶduite paƌ l’AŶg II 

 L’estétrol (E4) est un œstrogène produit uniquement au cours de la gestation par le 

foie du fœtus 246. Après la naissance, les enzymes qui participent à sa synthèse cessent d’être 

produites. En β014, Abot et al. ont démontré que l’E4 avait des effets comparables à l’E2 au 

niveau de l’expression génique dans l’utérus, via les fonctions d’activation d’ERα 8. Dans les 

artères carotides de souris LDLr-/-, l’E4 avait des effets athéroprotecteurs similaires à l’E2. En 

revanche, l’E4 bloquait les effets MISS-dépendants induits par l’Eβ. Les auteurs en ont conclu 

que l’E4 agissait comme un modulateur d’ERα en stimulant ses fonctions génomiques tout en 

bloquant ses fonctions membranaires MISS. Pour ces raisons, l’E4 est actuellement en phase 

de test pour de nombreuses applications thérapeutiques, notamment dans le cadre de la 

contraception orale et de la thérapie hormonale pour les femmes ménopausées contre les 

bouffées de chaleur 247. 

 Nous avons pu observer que les animaux ovariectomisés traités par l’E4 ne 

développaient pas d’HTA en réponse à l’Ang II. Ce résultat a ainsi mis en évidence que la 

voie génomique d’ERα était non seulement indispensable pour réduire l’HTA, mais que sa 

seule stimulation suffisait à reproduire les effets protecteurs des œstrogènes, confirmant ainsi 
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notre hypothèse. A ce stade de l’étude, nous ne pouvons toutefois pas écarter l’implication de 

la fonction AF-1 dans cette protection génique. Nous prévoyons donc d’utiliser des souris AF-

1° dans un futur protocole pour déterminer un rôle éventuel de cette fonction dans la 

protection conférée par ERα. 

 L’E4 a des effets bénéfiques contre l’athérosclérose et a comme avantage de ne pas 

avoir d’effets secondaires pro-thrombotiques lorsqu’il est utilisé comme contraceptif oral, 

contrairement à l’Eβ 248;249. Compte tenu de ses effets bénéfiques contre l’HTA et de sa 

spécificité d’action nucléaire, nous pensons que cette molécule pourrait être un outil 

thérapeutique innovant pour la prévention des pathologies cardiovasculaires, notamment chez 

les femmes ménopausées. 
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CONCLUSION de l’ETUDE ϭ 

 

 Dans cette étude, nous avons exploré le mécanisme de protection du récepteur ERα 

dans l’hypertension artérielle. En utilisant un modèle d’infusion d’angiotensine II chez des 

souris génétiquement modifiées, nous avons confirmé que le récepteur ERα était nécessaire à 

l’action protectrice des hormones œstrogéniques contre l’hypertension. Nos résultats ont 

permis de mettre en évidence l’implication de la fonction d’activation génomique AF-2 dans 

ce processus, suggérant que la protection d’ERα dépend de son activité transcriptionnelle au 

niveau du noyau. Ces données ont été confirmées en utilisant un agoniste sélectif de la 

fonction nucléaire d’ERα, l’estétrol, qui a complètement aboli l’hypertension induite par 

l’Ang II. 

 Cette étude vient donc renforcer et compléter les connaissances actuelles sur le rôle 

protecteur d’ERα dans le système cardiovasculaire. 

 

 

Figure 51 : Résumé des différentes actions connues des fonctions AF et MISS du récepteur ERα dans 

le système cardiovasculaire.
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INTRODUCTION de l’ETUDE Ϯ 
Cette introduction ne développe pas les éléments déjà décrits dans la première étude. Elle a été réalisée grâce à l’aide d’un 
livre et de trois revues de référence sur les sujets abordés. 44;250;251;252. Les figures illustratives ont été réalisées grâce aux 

éléments de la banque d’images Servier. Les résultats présentés dans cette étude ont été obtenus en collaboration avec 

Aurélien Flatres, Nada-Joe Melhem et l’équipe du Pr. Procaccio. 

 

1. Le vieillissement 

1.1. Généralités sur le vieillissement 

’espérance de vie des êtres humains augmente partout dans le monde et avec elle, la 

proportion de personnes âgées. En 2030, on estime que 20% de la population 

mondiale sera âgée de plus de 65 ans et que les MCV représenteront 40% des décès 

44. 

 La majorité de ces pathologies comme l’AVC et les coronaropathies apparaissent chez 

les personnes âgées et rarement chez les sujets jeunes. Cet élément résulte d’une forte 

corrélation entre l’âge et le risque cardiovasculaire. Grâce aux données de l’étude de 

Framingham, une étude majeure sur le risque cardiovasculaire, le vieillissement est classé 

comme un facteur de risque non-modifiable des MCV 253. 

 Malgré cette corrélation, la plupart des études portant sur les MCV sont réalisées en 

utilisant des modèles animaux jeunes, en dehors du processus de vieillissement qui reste 

encore mal compris, voire mystérieux. 

 Gilbert S.F. définit le vieillissement comme une « détérioration reliée au temps des 

fonctions physiologiques nécessaires à la survie et à la fertilité » 250. La différence entre ce 

processus et une pathologie propre est qu’il touche tous les organismes et ce de manière 

irréversible. Tous les individus ont une durée de vie maximale, inhérente à leur espèce. Chez 

l’humain, on estime qu’elle se situe aux environ de 126 ans 254. On considère que l’âge à 

partir duquel l’âge devient un facteur de risque de pathologies cardiovasculaires se situe à 65 

ans 255. Chez la souris C57BL/6, l’âge seuil du vieillissement se situe à partir 15 mois et la 

durée de vie maximale est de 36 mois selon le laboratoire Jackson, producteur de ces souris. 

L 
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1.2. Causes du vieillissement 

 Le vieillissement est un mécanisme multifactoriel qui se caractérise par une 

sénescence des cellules et des organes. Plusieurs facteurs ont été identifiés comme causes 

possibles de ce processus. 

 

1.2.1. Rôle du stress oxydatif 

 Une des principales explications du processus de vieillissement réside dans le 

fonctionnement des cellules eucaryotes. Pour produire de l’énergie sous forme d’adénosine 

triphosphate (ATP), la cellule utilise des nutriments et de l’oxygène grâce à ses 

mitochondries. Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction de la première étude, une 

faible proportion de l’oxygène n’est pas suffisamment réduite, aboutissant à la production de 

ROS. Ces molécules hautement réactives endommagent les lipides, les protéines mais 

également les acides nucléiques 256;257. Ces dommages aboutissent à des changements 

délétères des structures et des fonctions cellulaires. Pour démontrer le lien entre stress 

oxydatif et vieillissement, Orr et Sohal ainsi que Parkes et al. ont utilisé des drosophiles 

surexprimant l’enzyme SOD qui réduit de manière active le niveau de ROS. Ces animaux 

vivaient en moyenne 30 à 40% plus longtemps que des animaux contrôles 258;259. Ces résultats 

ont par ailleurs été observés chez d’autres espèces animales comme le C. elegans 260;261. Ces 

données ont confirmé l’impact du stress oxydatif sur la sénescence cellulaire. 

 Le lien entre ROS et vieillissement a aussi été exploré chez les mammifères. 

Néanmoins, en utilisant des souris sur-exprimant la Mn-SOD, Ho et al. ainsi que Melov et al. 

n’ont pas mis en évidence d’augmentation de la durée de vie des animaux 262;263. Gilbert S.F. 

émet l’hypothèse que cette différence avec des animaux invertébrés pourrait résider dans la 

plus grande redondance du génome des mammifères qui entrainerait des phénomènes de 

compensation qui seraient mis en place plus facilement chez ces derniers 250. 

 Chez l’Homme, la restriction calorique est associée à une baisse de la consommation 

d’énergie et à une plus faible production de ROS 264. En 1999, Lee et al. ont montré qu’une 

restriction calorique retardait le profil d’expression génique lié au vieillissement dans le 
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muscle squelettique de souris 265. Les auteurs avaient examiné 6347 gènes régulant le 

métabolisme et la synthèse des macromolécules cellulaires. Selon les auteurs, cet effet 

pourrait être dû à un shift métabolique favorisant le renouvellement des protéines et à une 

réduction des mutations génétiques observées au cours du vieillissement. 

 Le stress oxydatif constitue donc une cause majeure du vieillissement. Toutefois, elle 

n’est pas la seule explication de ce phénomène. 

 

1.2.2. DiŵiŶutioŶ des ĐapaĐitĠs ƌĠpaƌatƌiĐes de l’ADN 

 Une théorie a émergé au début du XXème siècle suggérant que l’accumulation de 

traumatismes au cours de la vie d’un organisme augmente le nombre de mutations génétiques 

et réduit l’efficacité des enzymes cellulaires 266. Des mutations dans les gènes codant pour les 

enzymes de réplication ou de réparation de l’ADN accélèreraient ainsi la sénescence de 

l’organisme 267. 

 Au cours de la vie d’un organisme, un grand nombre de facteurs favorisent 

l’apparition de mutations génétiques. Chez l’Homme, ces mutations peuvent être responsables 

de l’apparition de cancers (Tableau 14). A ces différentes causes nous pouvons également 

ajouter des facteurs environnementaux et comportementaux comme l’exposition aux 

ultraviolets, la consommation excessive d’alcool ou une alimentation mal équilibrée 268;269;270. 

 Le lien entre mutations génétiques et vieillissement a été renforcé par les travaux de 

Murray et Holliday en 1981 qui ont observé que les ADN polymérases des cellules 

sénescentes étaient moins efficaces dans la réplication que celles des cellules jeunes et 

produisaient plus de mutations 271. En 1996, Yu et al. ont observé que les patients atteints du 

syndrome de Werner, une maladie entrainant un vieillissement prématuré, présentaient des 

mutations des gènes codant pour les ADN hélicases. Ces enzymes sont fortement impliquées 

dans la réplication de l’ADN 272. Ces résultats ont été confirmés plus tard par Sun et al. dans 

un syndrome de vieillissement différent, le syndrome de Bloom 273. 
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Tableau 14 : Liste non-exhaustive des causes biologiques, biophysiques et biochimiques associées aux 

mutations génétiques chez l'Homme (source 
274

). 

Elément carcinogène Sites cancéreux Sources 

Benzène Sang et Lymphe Pétrole, Peinture, détergent, caoutchouc 

Cadmium Prostate Batterie, peinture 

Oxyde d’éthylène Sang Gazs, agent de maturation des fruits 

Nickel Nez, poumons Batteries, céramiques, alliages ferreux 

Radon Poumons Sous-sols, mines, uranium 

Chlorure de vinyle Foie Réfrigérateurs, colles 

Fumée de cigarette/pollution de l’air Poumons, côlon Cigarette, pollution de l’air 
Gazoil, essence Sang, Poumons Gazoil, essence 

Formaldéhyde Nez, Pharynx Hôpitaux/Laboratoires 

Colorants pour cheveux Vessie Coiffeurs et barbiers 

Radiations ionisantes Moelle osseuse Radiographie/Radiologie 

Virus de l’hépatite B et C Foie Hôpital, consommation de drogues 

Virus de l’Herpès Cervix, peau, tête/cou Partenaires sexuels multiples 

Helico-bacter Pylori Estomac Infection chronique bactérienne 

 

 Ces données ont clairement mis en évidence la corrélation directe entre mutations 

génétiques et vieillissement de l’organisme. Les mutations sont aussi étroitement liées avec le 

stress oxydatif, facteur majeur de dommages de l’ADN 275. 

 

1.2.3. Raccourcissement des télomères 

 Les télomères sont des séquences d’ADN riches en guanine situées aux extrémités des 

chromosomes. A chaque division cellulaire, ces séquences se raccourcissent un peu plus car 

elles ne sont pas répliquées par l’ADN polymérase. L’enzyme télomérase a pour rôle de 

maintenir les télomères, prévenant ainsi leur raccourcissement. Chez l’Homme comme chez 

tous les animaux sexués, l’activité télomérase est présente principalement dans les cellules 

germinales, dans une moindre mesure dans les cellules souches mais est quasiment 

indétectable dans les cellules somatiques 276. Lorsque la taille des télomères devient inférieure 

à un certain seuil critique, la cellule rentre alors en apoptose et meurt 277. 
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 A la fin du XXème siècle, une théorie émerge suggérant que les télomères seraient un 

mécanisme naturel du vieillissement cellulaire, destiné à empêcher la réplication des cellules 

altérées 250. Pour vérifier cette théorie, des équipes de recherche ont fait surexprimer l’enzyme 

télomérase à des fibroblastes en culture. Ces équipes ont ainsi pu observer que ces cellules 

continuaient de se diviser bien plus longtemps que des cellules contrôles 278;279. Si le lien entre 

raccourcissement des télomères et vieillissement a ainsi été montré, rien n’indique que cette 

augmentation de la durée de vie était associée à une absence d’altérations dues au 

vieillissement. 

 De manière intéressante, un lien entre les hormones œstrogéniques et l’activité 

télomérase a récemment été démontré 280. En 2015, Cen et al. ont étudié l’activité et 

l’expression de l’enzyme télomérase dans le cœur, le foie et le cerveau de rattes. Deux 

groupes d’animaux ont été utilisés, le premier constitué de rattes ovariectomisées, le 

deuxième constitué de rattes ovariectomisées traitées à l’Eβ. Les auteurs ont ainsi montré que 

des rattes n’ayant pas d’Eβ présentaient une activité télomérase plus basse que des rattes 

recevant de l’Eβ, sans toutefois indiquer si l’espérance de vie était accrue avec le traitement 

œstrogénique 280.  

 

1.2.4. Vieillissement mitochondrial 

 Une autre théorie suggère que le vieillissement cellulaire est causé par un 

vieillissement des mitochondries. Ces dernières possèdent un ADN propre, l’ADN 

mitochondrial (ADNmt) qui code pour une faible proportion des protéines de cet organite. A 

l’inverse de l’ADN nucléaire qui est fortement protégé, l’ADNmt ne dispose pas de la 

machinerie de réparation et de réplication contenue dans le noyau. Au cours de la vie 

cellulaire, il accumule donc les mutations génétiques 10 à 20 fois plus vite que son 

homologue génomique 281. Les cellules possèdent plusieurs centaines à plusieurs milliers de 

copies d’ADNmt ce qui permet de compenser les mutations présentes par d’autres 

mitochondries. La cellule finit ainsi par posséder un mélange hétéroplasmique de 

mitochondries saines et pathologiques. Si l’hétéroplasmie est faible, la cellule reste 
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fonctionnelle et conserve une durée de vie normale. En revanche, au-delà d’un certain seuil 

d’hétéroplasmie, la fonction mitochondriale diminue, aboutissant à une augmentation du 

stress oxydatif, à une baisse de la capacité de production d’énergie et à une augmentation de 

l’apoptose 250;282;283. L’augmentation du niveau de ROS participe ensuite à la dégradation de 

l’ADNmt. Les mitochondries touchées produisent alors plus de ROS, aboutissant à la mise en 

place d’un cercle vicieux (Figure 52) 284.  

 

 

Figure 52 : Relation entre vieillissement et dysfonction mitochondriale. 

Le viei l l i ssement entra ine  une  accumula tion des  mutations  de l ’ADNmt.  Les mi tochondries  
se dé tér iorent ,  about issant  à  une al térat ion des fonct ions ce l lulaires.  Ces mi tochondr ies  
sénescentes  produisent  plus  de  ROS, qui  aggrave nt  les al téra t ions  mi tochondr iales  dues  au 
viei l l i ssement.  Un cercle  vic ieux  es t  mis  en p lace e t  qui  about i t  à  la  mort  ce l lula ire .  

 

 Il a été montré qu’en cas de stress oxydatif important, l’enzyme télomérase se 

transloquait vers la mitochondrie et entrainait une réduction du stress oxydatif et une 
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amélioration de la fonction mitochondriale 285. Ces données soulignent la relation complexe 

entre les différents facteurs du vieillissement cellulaire. 

 En 2016, Wiley et al. et ont utilisé des rayons X et des agents chimiques pour muter 

l’ADNmt de cellules en culture ou de souris. Les auteurs ont observé que la dysfonction 

mitochondriale entrainait une sénescence prématurée qui diminuait les capacités de 

différentiation et de croissance cellulaires 286. Ce vieillissement accéléré se caractérisait 

également par la diminution du ratio NAD+/NADH, reflet direct d’une altération de la 

fonction mitochondriale. 

 Pour toutes ces raisons, les mitochondries sont considérées comme « l’horloge 

biologique » de la cellule. Leur dégradation entraine l’apparition de nombreuses pathologies 

immunologiques, neurologiques, cancéreuses, cardiovasculaires ou encore rénales 287;251;288. 

 

1.2.5. Rôle de p66shc dans le vieillissement et la mitochondrie  

 Les protéines p66shc, p52shc et p46shc sont d’importants agents régulant la fonction 

mitochondriale. Elles sont codées à partir du gène SHC1 289. Ces protéines n’ont aucune 

activité enzymatique mais possèdent de nombreux domaines de recrutements protéiques 290. 

Elles régulent ainsi des voies de signalisation impliquées dans de nombreux processus 

biologiques comme la production de ROS et l’apoptose 291 (Figure 53). Leurs dérégulations 

sont responsables de nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies 

neurodégénératives et les MCV 292;293;294. 

 La protéine p66shc est considérée comme un déterminant négatif de la durée de vie des 

mammifères 295. En 2008, Cosentino et al. ont souligné son importance dans la 

physiopathologie en montrant son implication à la fois dans le vieillissement mais également 

dans la progression des MCV 296. En utilisant des souris p66shc-/-, Migliaccio et al. ont observé 

une baisse du stress oxydatif et un allongement de la durée de vie des animaux 289. Dans un 

modèle d’AVC ischémique, les souris p66shc-/- présentaient une baisse importante des lésions 

cérébrales 297. 
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Figure 53 : p66
shc

 joue un rôle clé dans la régulation du stress oxydatif et l’apoptose (modifié à partir 
de 

290
). 

La pro téine p66 s h c  peut  être  ac t ivée par  des  récepteurs tyrosine kinase comme le  VEGFR,  
mais éga lement l ’H 2 O2  e t  les ul traviolets.  Cette  protéine augmente la  production de ROS,  
diminue  l ’express ion des enzymes anti -oxydantes e t  augmente l ’apoptose.  

 

 Dans le contexte du diabète chez la souris, la protéine p66shc est activée au niveau 

vasculaire et entraine une augmentation de la production de ROS et de l’apoptose en altérant 

les mitochondries 298. Toutefois, lorsque la glycémie redevient normale, l’activité de p66shc 

reste élevée, participant à la poursuite de la glycation des protéines, dans un phénomène 

qualifié de « mémoire du diabète ». En 2012, Paneni et al. ont démontré que la suppression de 

p66shc in vitro et in vivo entrainait la disparition de cette mémoire diabétique, une baisse de la 

production de ROS et une réduction de la libération du cytochrome C suite à la normalisation 

de la glycémie 298. 
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 Pour explorer le lien entre p66shc et la mitochondrie, Savino et al. ont évalué 

l’implication de cette protéine dans l’encéphalomyélite, une pathologie neuroinflammatoire 

sévère. Celle-ci se caractérise par une ouverture excessive du pore de transition 

mitochondriale (MTPT) qui participe à la mort cellulaire (Figure 53) 299. Les auteurs ont pu 

observer que les souris p66shc-/- présentaient une forte réduction de l’ouverture du MTPT et de 

l’apoptose par rapport aux souris sauvages en réponse à la pathologie 300. 

 Ces données ont pu démontré le rôle délétère de la protéine p66shc dans le 

vieillissement cellulaire et la fonction mitochondriale. 

 

1.2.6. Fusion et fission mitochondriales 

 La fusion et la fission mitochondriales sont des processus majeurs contrôlant sa 

fonction. Contrairement à une idée préconçue, les mitochondries ne sont pas des organites 

isolés dans la cellule, agissant de manière individuelle. Au contraire, elles interagissent en 

permanence sous forme d’un réseau dynamique complexe. Pour ce faire, elles réalisent des 

fusions et des fissions fréquentes 301. Pour une fonction mitochondriale normale, l’équilibre 

entre fusion et fission doit être maintenu. La perturbation de cet équilibre aboutit à des 

désordres pathologiques 302. 
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Figure 54 : Fusion et fission mitochondriales (modifiée à partir de 
303

). 

Les mitochondries fus ionnent grâce à  l ’ac t ion des pro téines OPA1 et  Mfn1,  qui  permet tent  
la  fus ion des  membranes  mi tochondr iales .  Les mi tochondries  forment  a ins i  un réseau 
complexe dans  la  ce l lule ,  permettant  l ’échange  de  protéines,  de  nut r iments et  d ’ADNmt.  
Ce réseau peut  se d issocier  grâce à  l ’act ion des enzymes DRP1 e t  Fis1,  qui  sépare nt  
l ’organi te  en répar t i ssant  équitab lement  les  composants mi tochondr iaux ent re  les deux 
nouvelles  ent i tés .  

 

1.2.6.1. Rôle d’OPA-1 

 La fusion est primordiale pour créer un réseau tubulaire mitochondrial stable et 

permettre un partage des composants mitochondriaux (Figure 54). Ce réseau facilite 

également le transfert d’énergie entre le centre et la périphérie de la cellule, permettant un bon 

fonctionnement cellulaire 304. La fusion mitochondriale est régulée par une GTPase nommée 
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Optic Atrophy type 1 (OPA1), qui interagit avec les protéines Mitofusine 1 et 2 (Mfn1) et 

(Mfn2). OPA-1 régule positivement l’efficacité de la chaine respiratoire et la bioénergétique 

mitochondriale 305. Cette protéine prévient également l’apoptose en inhibant la libération du 

cytochrome C 306. A noter qu’une délétion complète d’OPA-1 n’est pas viable chez la souris 

ce qui souligne son importance dans la cellule 307. 

 Les patients ayant une perte de fonction d’OPA-1 présentent une atrophie optique 

dominante, caractérisée par une dégénération des cellules ganglionnaires de la rétine et une 

cécité 308. Il a ainsi été observé qu’en cas de déficience d’OPA-1, la fission mitochondriale 

devenait prépondérante 302. Cet effet aboutit à une destruction du réseau mitochondrial, à une 

diminution de la quantité d’ADNmt et à une augmentation du stress oxydatif 309.  

 Dans un modèle d’ischémie-reperfusion, une diminution d’expression d’OPA1 

augmente les lésions myocardiques 310. Pour mieux comprendre son rôle dans le système 

cardiovasculaire, le rôle d’OPA1 dans l’HTA est actuellement étudié au sein de notre 

laboratoire. 

 

1.2.6.2. Rôle de DRP1 

 La fission permet aux mitochondries de se diviser et aux mitochondries filles de 

recevoir les composants nécessaires à leur fonctionnement. A l’inverse d’OPA-1, la GTPase 

Dynamin-Related Protein 1 (DRP1) participe au processus de fission mitochondriale, en 

association avec la protéine Fis1 311 (Figure 54). La fission mitochondriale joue un rôle clé 

dans l’apoptose cellulaire 302;312. Toutefois, contrairement à la fusion, la fission a des effets 

délétères. Dans un contexte d’insuffisance cardiaque, un traitement par l’aide d’un inhibiteur 

de DRP1 (le Mdivi-1) a permis d’améliorer la fonction cardiaque en restaurant l’homéostasie 

mitochondriale 313. Cet effet a été imputé à une inhibition de l’apoptose favorisée par la 

fission 314. 

 S’il existe un nombre de données limité sur l’impact d’OPA-1 et de DRP1 sur le 

vieillissement et les pathologies cardiovasculaires et rénales, leur rôle dans les pathologies 

neurodégénératives a été très étudié. De manière globale et dans un contexte pathologique, un 

déséquilibre favorisant la fission a des effets délétères tandis qu’un excès de fusion tend à être 

bénéfique 302. 
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 A travers les différents éléments que nous venons de détailler, il apparait clairement 

que la mitochondrie joue un rôle primordial dans le vieillissement cellulaire. Toutefois, tous 

les organes ne sont pas impactés de la même manière par le vieillissement. Certains organes 

comme le rein et le muscle cardiaque, particulièrement consommateurs d’énergie et riches en 

mitochondries, subissent des altérations plus importantes au cours du vieillissement 
315;316;317;318;319. 

 

2. Vieillissement du système cardiovasculaire et rénal 

2.1. VieillisseŵeŶt du Đœuƌ 

 Chez l’être humain, le vieillissement entraine une augmentation du poids du cœur, 

causée par une hypertrophie du VG 320. Au niveau cellulaire, le vieillissement est associé à 

une augmentation de l’apoptose des cardiomyocytes. En parallèle, les dépôts de collagène 

augmentent et entrainent une rigidification et la fibrose cardiaque 321 (Figure 55). Le 

vieillissement se caractérise également par la calcification des valves cardiaques 322. Ces 

modifications aboutissent à des changements structurels et fonctionnels, comme la réduction 

du remplissage au cours de la diastole et de la réponse à la stimulation catécholaminergique 

323;324. La fraction d’éjection systolique ainsi que le rythme cardiaque sont également réduits 

325.  

 

2.2. Vieillissement de l’aƌďƌe vasĐulaire 

 Les artères des sujets âgés subissent également des altérations au cours du 

vieillissement (Figure 55). La lumière des artères de gros calibre devient plus large, tandis que 

la paroi s’épaissit, particulièrement au niveau de l’intima et de la média 326. Les CMLVs sont 

plus présentes au niveau du sous-endothélium, en raison d’une plus forte prolifération et 

migration 321. Ce phénomène s’accompagne d’une augmentation des dépôts de collagène, 

d’élastine et de protéoglycanes ainsi qu’une infiltration de leucocytes et de macrophages. 

D’autres substances comme les molécules d’adhésion, les MMPs, le TGF-ȕ1 et les cytokines 

pro-inflammatoires sont aussi davantage présentes dans l’endothélium 327;328.  
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 Au niveau moléculaire et cellulaire, ces changements aboutissent à une augmentation 

de l’inflammation et du stress oxydatif. Au niveau du tissu, ces changements entrainent une 

augmentation de la rigidité artérielle, un épaississement de la paroi et une dysfonction 

endothéliale 44. En résulte une augmentation de la résistance périphérique qui accroit la PA, 

les processus athéromateux et consécutivement, le risque d’AVC et d’infarctus du myocarde 
325. 

 

 

Figure 55 : Effets du vieillissement sur le système cardiovasculaire et rénal au cours du vieillissement. 

Le viei l l issement se caractér i se  par  des  a l térat ions  du sys tème cardiovascula ire ,  comme 
une baisse de la  contract i l i té  card iaque,  une r igid i ficat ion ar tér iel le  et  la  dysfonction  
endothé lia le .  Au niveau rénal ,  l ’âge es t  assoc ié  à  une augmentat ion de  l ’inf lammat ion e t  
de la  fib rose.  Au niveau métabol ique,  l ’organisme devient  moins  sensib le à  l ’ insul ine et  la  
production d’ATP  d iminue .  Les facteurs de r i sque comme l ’obési té ,  l ’hyper tension ou le  
diabète aggrave encore  davantage c es  al térat ions.  
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2.3. Vieillissement du rein 

2.3.1. Modifications du rein au cours du vieillissement 

2.3.1.1. Modifications fonctionnelles   

 Le rein est un organe dont le vieillissement est étroitement associé à l’apparition de 

pathologies cardiovasculaires. On estime que c’est l’organe dont les changements structuraux 

et fonctionnels sont les plus drastiques au court du vieillissement 251. Sa fonction est de filtrer 

le sang pour en épurer les déchets par l’urine, tout en conservant les éléments nutritifs et 

biologiques indispensables au bon fonctionnement de l’organisme. Il permet par ailleurs 

d’évacuer l’excès de fluide et régule la PA 329. La fonction rénale peut être évaluée à partir de 

la mesure du débit de filtration glomérulaire (DFG). A partir de 40 ans, le DFG diminue 

progressivement d’environ 0,8 mL/min/1,73 m2 chaque année 330;331. Il est important de noter 

que cette diminution est extrêmement hétérogène entre les individus. Un certain nombre de 

facteurs de risque peuvent l’accélérer (Tableau 15). 

 

Tableau 15 : Facteurs de risque accélérant la diminution de la fonction rénale au cours du 

vieillissement. 

Facteurs de risque Références 

Hypertension artérielle 332;333 

Exposition au plomb 334 

Tabac 335;333 

Dyslipidémies 333 

Athérosclérose 335 

Marqueurs pro-inflammatoires 336;337 

Produits avancés de glycation 337 

Obésité 338;339 

Sexe masculin 340 

Antécédent de lésion rénale 341 
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 La dysfonction rénale qui a lieu au cours du vieillissement se caractérise par la hausse 

de la concentration plasmatique en créatinine, un produit de dégradation issu du métabolisme 

musculaire et cérébral 251.  

 

2.3.1.2. Modifications structurelles 

 Au niveau structurel, le vieillissement rénal est aussi caractérisé par une augmentation 

des dépôts de collagène autour de l’unité de filtration du rein, le glomérule. Ce processus 

nommé glomérulosclérose est défini comme l’ensemble des lésions non-spécifiques 

aboutissant à la lente destruction du glomérule 342. A l’âge de 40 ans, moins de 5% des 

glomérules sont sclérotiques tandis que cette proportion avoisine les 30% après 80 ans 343;344. 

Les glomérules sclérotiques ont moins de surface de filtration disponible, ce qui explique la 

baisse graduelle du DFG au cours du vieillissement. Le nombre de glomérules diminue lui 

aussi au cours du vieillissement 345. 

 La fibrose rénale touche aussi les autres structures rénales comme les tubules 

transverses. Le vieillissement du rein se caractérise de plus par une réduction de la taille et du 

poids du rein 251 (Figure 55). La protéine TGF-ȕ1 joue un rôle clé en augmentant la 

progression de la fibrose et l’inflammation rénale 346. Elle active également la protéine 

caspase-7 pro-apoptotique et qui participe à l’aggravation des lésions fibrotiques rénales 347. 

 

2.3.2. Implication du SRAA dans le vieillissement rénal 

 L’activité du rein dépend de sa perfusion sanguine par le biais des artères rénales. Au 

cours du vieillissement, ces artères deviennent plus sensibles aux agents vasoconstricteurs et 

moins sensibles aux agents vasodilatateurs 348;349;350. En 1994, Anderson et al. ont montré que 

l’utilisation d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’Ang II (ECA) permettait de réduire 

les dommages rénaux chez le rat vieillissant 351. Ces résultats avaient précédemment été 

observés chez la souris. Les auteurs avaient également rapporté un allongement de la durée de 

vie des animaux traités 352. Comme nous l’avons développé dans l’introduction de la première 
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étude, le SRAA joue un rôle clé dans la régulation de la PA et de la perfusion rénale. Ce 

système est également impacté par le vieillissement et est à l’origine de troubles hydrosodés 

et de lésions rénales 353. 

 

Figure 56 : Changements macroscopiques, microscopiques et facteurs de risques dans le 

vieillissement rénal (modifié à partir de 
354

). 

Le vie i l l i ssement se caractér i se par  des changements  délétères qui  al tè rent  la  structure et  
la  fonct ion rénale.  Le rein vo it  sa  masse d iminuée  avec l ’âge ,  avec  une réduction du 
nombre de glomérul i ,  une augmentat ion de  la  fi brose,  du st ress oxydat i f  e t  de 
l ’ inf lammat ion.  

 

 En 1995, Jung et al. ont noté une baisse de l’activité du SRAA dans le rein au cours du 

vieillissement chez le rat. Cette baisse se caractérisait par une réduction de l’expression des 

ARNm de la rénine et de l’ECA 355;356. Les taux plasmatiques de rénine et d’aldostérone 

étaient également réduits 356. Cette baisse d’activité entraine une baisse de la réponse aux 

agents hypertenseurs comme les IEC 356. Une baisse de la production de monoxyde d’azote 
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(NO) au niveau des artères rénales a aussi été observée lors du vieillissement 340. Cette 

diminution augmente la vasoconstriction rénale, la rétention sodée et l’augmentation de la 

production de la matrice extracellulaire 357;358. Ces éléments ont ainsi une conséquence directe 

sur la baisse du DFG (Figure 56). En 2003, Ferder et al. montrent que le blocage du SRAA à 

l’aide d’IEC chez le rat Wistar prévient les altérations rénales dues au vieillissement comme 

la glomérulosclérose, la fibrose interstitielle et la baisse du DFG 359. 

  

3. Rôle des œstƌogğŶes daŶs le vieillisseŵeŶt et la 
mitochondrie 

3.1. Les œstƌogğŶes pƌotğgeŶt le ƌeiŶ au cours du 

vieillissement  

 Tout comme c’est le cas dans la plupart des MCV, le risque de maladie rénale 

chronique est plus faible chez les femmes que chez les hommes 360;361. Les processus 

pathologiques observés dans le rein vieillissant sont tous atténués chez les femmes 362. Cette 

différence s’explique par l’action protectrice des hormones œstrogéniques comme l’Eβ. En 

étudiant une cohorte de 51 122 hommes et de 56 070 femmes, Iseki et al. ont mis en évidence 

que le sexe masculin était un facteur de risque de développer une maladie rénale chronique 

363. Chez les hommes, la présence excessive d’hormones androgènes comme la testostérone 

est directement responsable de l’accélération de la baisse du DFG 364. En traitant des rats avec 

ces hormones, Tanaka et al. ont augmenté les dégâts rénaux et la dysfonction rénale observés 

lors du vieillissement 365. 

 Par ailleurs, la testostérone augmente l’activité du SRAA tandis que l’Eβ la réduit, 

comme nous avons pu le voir dans la première étude 366. De manière logique, 

l’hormonothérapie par l’Eβ a permis de réduire le vieillissement des artères rénales chez le rat 

362. La production de NO au niveau des artères rénales est également plus importante chez les 

femmes que chez les hommes 367.  
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3.2. HoƌŵoŶes œstƌogéniques et mitochondrie 

3.2.1. IŵpliĐatioŶ des ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes ERα et ERβ daŶs la 
régulation de la fonction mitochondriale 

 En 2007, Gavrilova-Jordan et Price expliquaient que l’étude de l’impact des hormones 

stéroïdes sur la fonction mitochondriale représentait « une nouvelle ère d’investigation » 368. 

Cette constatation résultait de la découverte de la localisation des récepteurs des 

glucocorticoïdes, des œstrogènes, des androgènes et de la progestérone dans la mitochondrie. 

Mais le rôle de ces hormones vis-à-vis de cet organite restait inconnu. Plusieurs études se sont 

depuis penchées sur un potentiel rôle protecteur des hormones œstrogéniques dans la 

mitochondrie. 

 

3.2.1.1. Rôle des œstƌogğŶes daŶs la ŵitoĐhoŶdƌie 

 L’ADNmt est un petit ADN circulaire de 16,5 kilobases codant pour 13 ARNm 

(messager), 2 ARNr (ribosomique) et 22 ARNt (transfert). Il y a environ 103 à 104 copies 

d’ADNmt par cellule de mammifère 369. Sur les 80 protéines nécessaires à la chaine 

respiratoire mitochondriale, 1γ sont encodées par l’ADNmt, le reste étant fourni par l’ADN 

nucléaire. Une fois produites, les protéines sont adressées à la mitochondrie par des 

translocases 370. Il a été montré que l’Eβ augmente l’expression des protéines participant à la 

chaine respiratoire mitochondriale comme la sous-unité E de l’ATP-synthase ainsi que de 

nombreux autres gènes 371. 

 Le facteur de transcription NRF-1 est impliqué dans la régulation de l’expression des 

protéines mitochondriales et sa délétion par modification génique est létale au niveau 

embryonnaire 372. Stirone et al. ont observé que le traitement par l’Eβ chez des rattes 

ovariectomisées était associé à une augmentation de l’expression de NRF-1, une amélioration 

de la capacité mitochondriale et une réduction du stress oxydatif au niveau des vaisseaux du 

cerveau 372. Ces résultats ont été observés dans les cellules MCF-7 du sein et H1793 du 

poumon par Mattingly et al. qui ont observé que le traitement par l’Eβ augmentait 
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l’expression de NRF-1 373. Toutefois le mécanisme moléculaire sous-jacent reste encore 

inconnu. 

 

3.2.1.2. IŵpliĐatioŶ des ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes daŶs la 

biogénèse mitochondriale 

 La biogénèse mitochondriale est définie comme la croissance et la division de 

mitochondries préexistantes 374. Elle implique une action coordonnée de l’ADNmt et de 

protéines produites par l’ADN génomique comme NRF-1, NRF-2, Tfam et PGC-1α qui 

régulent l’expression des gènes mitochondriaux encodés par l’ADN nucléaire 252. La 

biogénèse mitochondriale peut être évaluée à partir du nombre de copies d’ADNmt dans la 

cellule. Dans les cellules MCF-7, le traitement par l’Eβ augmente significativement la 

biogénèse mitochondriale 373. Cette biogénèse accrue est associée à une hausse de 

l’expression des protéines impliquées dans la réplication comme NRF-1 et Tfam 375. En 

traitant les cellules avec des siRNA anti-NRF-1, les auteurs ont observé une abolition de 

l’effet pro-biogénèse de l’Eβ, soulignant l’implication d’un effet transcriptionnel dans l’action 

bénéfique des ERs 375. 

 ERα et ERȕ sont présents dans le noyau où ils agissent sur l’ADN génomique et dans 

la mitochondrie où ils agissent sur l’ADNmt. Leur activité transcriptionnelle permet la 

modulation de l’expression de nombreuses protéines mitochondriales 376;252;369. En utilisant 

des souris ERα-/- et ERȕ-/-, O’lone et al. ont montré que ces deux récepteurs régulaient 

l’expression de NRF-1 de manière différente, voire opposée 165. ERα tendait à augmenter son 

expression tandis qu’ERȕ la diminuait. En 2008, Mattingly et al. ont montré que l’inhibition 

pharmacologique des ERs abolissait complètement l’effet pro-biogénèse de l’Eβ via 

l’augmentation de l’expression de NRF-1 373. A l’inverse, Rodriguez-Cuenca et al. ont 

observé que l’Eβ réduisait l’expression de NRF-1 dans des adipocytes bruns, montrant que les 

effets transcriptionnels des ERs étaient tissus-dépendants 377. 
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3.2.2. Relation entre les pathologies cardiovasculaires, rénales et effets 

œstƌogĠŶiƋues au Ŷiveau ŵitoĐhoŶdƌial 

 Les hormones œstrogéniques ont un rôle protecteur primordial dans certaines 

pathologies cardiovasculaires comme nous l’avons expliqué dans la première partie de ce 

manuscrit. Des études ont tenté de vérifier la relation entre cette protection et l’effet de ces 

hormones sur la mitochondrie. 

 

3.2.2.1. Modèle de trauma hémorragique 

 Dans un modèle de trauma hémorragique chez la souris mâle, Hsieh et al. ont mesuré 

la biogénèse mitochondriale dans le cœur en réponse au diarylpropionnitrile (DPN), un 

agoniste d’ERȕ. Les auteurs ont observé une augmentation de la biogénèse mitochondriale 

dépendante d’ERȕ 378. Cet effet était associé à un accroissement de la transcription de 

l’ADNmt et de l’activité de la chaine respiratoire mitochondriale. Dans une étude antérieure 

sur le même modèle, les auteurs avaient mis en évidence que l’action protectrice de l’Eβ vis-

à-vis de la fonction cardiaque suite au trauma hémorragique était associée à une augmentation 

de l’expression de PGC-1α, un acteur majeur de la biogénèse mitochondriale 379.  

 

3.2.2.2. Isoflavones et biogénèse mitochondriale 

 Les isoflavones sont des phytoestrogènes agonistes des ERs. Elles exercent à la fois 

des effets dépendants mais aussi indépendants des ERs 252. Dans les cellules du tube 

contourné proximal du rein de lapin, le traitement in vitro par des isoflavones favorisait la 

biogénèse mitochondriale 380. Les isoflavones augmentaient l’expression et l’activité de 

sirtuine-1 (SIRT1), un activateur de PGC-1α 381. En parallèle à ces actions, les isoflavones 

réduisaient le niveau de stress oxydatif via les actions non-génomiques des ERs 382 (Figure 

57). 
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Figure 57 : Schéma des effets génomiques et non-génomiques des ERs dans la mitochondrie et le 

noyau (modifié à partir de 
252

). 

Les récep teurs aux œst rogènes  agissent  au niveau ce llulaire  par  l ’intermédia ire  de la  voie  
de la  PI3K et  des  MAPKs pour  s t imuler  la  c roissance,  la  d i fférenc iat ion e t  la  survie 
cel lula ire .  En paral lè le ,  les ERs sont  éga lement présents  dans les mi tochondr ies au sein  
desquelles  i ls  agissent  en réduisant  le  stress oxydati fs  et  en protégeant  l ’ADNmt.  

  

3.2.2.1. Ischémie-reperfusion 

 L’ischémie-reperfusion cardiaque induit des lésions résultant d’une mort cellulaire des 

cardiomyocytes par apoptose et par nécrose. Par des approches de préconditionnement 

ischémique, des voies de protection peuvent être activées pour réduire les altérations de 

l’ischémie-reperfusion. Les mitochondries jouent un rôle prépondérant dans ce processus 
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puisqu’elles sont directement impliquées dans l’initiation de mort cellulaire 383. Chez des 

rattes ovariectomisées subissant une ischémie-reperfusion, ces auteurs avaient montré qu’un 

traitement par l’Eβ prévenait la dégradation de la fonction mitochondriale cardiaque 384. 

 En utilisant des souris ERα-/- soumises au même protocole, les auteurs avaient observé 

une aggravation des dommages cardiaques par rapport aux animaux WT et émis l’hypothèse 

qu’ERα exerçait son effet protecteur vis-à-vis des mitochondries cardiaques 385. A noter que le 

récepteur ERȕ ne jouait aucun rôle dans cet effet protecteur 165. 

 

4. Etude 2 

4.1. Hypothèse 

 Les éléments que nous avons décrits dans cette introduction suggèrent une relation 

complexe entre récepteurs aux œstrogènes, la mitochondrie et le vieillissement. Les 

œstrogènes ont été décrits comme ayant des effets protecteurs au cours du vieillissement, en 

particulier dans le rein et dans le système cardiovasculaire. Le mécanisme à l’origine de cette 

protection n’a pas encore été élucidé et résulte sans doute d’actions complexes, dépendantes 

du tissu, du contexte et du temps. 

 Nous émettons l’hypothèse que les œstrogènes réduisent les altérations rénales et 

cardiovasculaires dues au vieillissement en protégeant les mitochondries de ces organes.  

 

4.2. DesigŶ et oďjeĐtif de l’Ġtude Ϯ 

 Cette étude toujours en cours s’est déroulée en 3 phases principales. Dans un premier 

temps, nous avons étudié les modifications cardiovasculaires et rénales dues au vieillissement 

chez la souris femelle. Pour ce faire, nous avons comparé des souris jeunes et âgées en 

étudiant différents paramètres dont la PAS, l’hypertrophie cardiaque, la fonction et la 

structure vasculaire, la fonction et l’inflammation rénale, les marqueurs de stress oxydatifs, 

d’inflammation et d’apoptose et les paramètres lipidiques sanguins.  
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 Dans un deuxième temps, nous avons évalué l’impact de l’absence du récepteur ERα 

sur les paramètres précédemment cités. Pour ce faire, nous avons utilisé les souris ERα-/- 

décrites dans la première étude que nous avons comparées aux souris WT du même âge. 

 Enfin dans un dernier temps et pour répondre à notre hypothèse, nous avons étudié 

l’impact du vieillissement et de l’absence d’ERα sur la biogénèse mitochondriale chez nos 

animaux.   
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MATERIEL et METHODES 

Les animaux, les protocoles et les techniques déjà utilisés dans la première étude ne seront pas décrits dans cette partie. 

Nous détaillons ici les techniques spécifiques à cette étude non décrites précédemment. 

 

1. Modèle animal 

 Cette étude a été réalisée sur des souris C57BL/6 J femelles de souche ERα+/+ et ERα-/- 

âgées de 17 mois et comparées à des souris de 5 mois (Figure 58). Le protocole a été 

approuvé par le Comité d’Ethique d’Expérimentation Animale des Pays de la Loire (CEEA, 

permis # CEEA Pays de la Loire 2012.118 and 2012.141). Les souris ont été hébergées dans 

une salle à la température contrôlée, avec un cycle jour-nuit de 12h/12h. Les souris ont eu un 

accès à l’eau et à la nourriture ad libidum. Les souris utilisées ont été générées par l’équipe du 

Pr. Jean-François Arnal (INSERM 1048, Toulouse) à la Clinique de la souris à Strasbourg (Pr. 

P. Chambon). 

 Une description plus précise des souris est faite dans la première étude. 

 

 

Figure 58 : Modèles de souris utilisées dans cette étude. 
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2. Caractéristiques phénotypiques des animaux 

Les animaux jeunes ou âgés ne présentent pas d’altération phénotypique majeure en 

terme de poids, de taille ou de mortalité prématurée. Les souris ERα-/- de 17 mois ont un poids 

plus élevé que les animaux WT, sont stériles et possèdent un utérus hypotrophié. Les 

caractéristiques des animaux jeunes sont présentés dans la première étude. 

  

Tableau 16 : Poids du corps et de l’utérus des souris femelles WT et ERα-/-
 de 17 mois. 

 
Body weight (g) 

Uterus/Body 
weight 

WT 26 0,40 

ERα-/- 31,8* 0,04*** 

 

 

3. Sacrifice et prélèvements 

 Après les 28 jours de traitement, les animaux sont sacrifiés par inhalation de CO2 et 

des prélèvements sont effectués. 

 

Tableau 17: Liste des prélèvements effectués chez les souris. 

Type de prélèvement Utilisation faite ou envisagée 

Plasma Dosages sanguins Urée-Créatinine, Cholestérol, triglycérides 

Cœur  Pesée pour évaluation de l’hypertrophie cardiaque 

Coupes histologiques pour évaluer la fibrose cardiaque 

Aorte thoracique 

Myographie pour évaluer la fonction vasculaire aortique 

Western Blot pour analyse d’expression protéique 

Histomorphométrie pour évaluation du remodelage aortique 

Immunomarquage pour analyse de l’inflammation et du stress oxydatif 
RT-qPCR pour évaluation de l’expression génique 

Artères mésentériques 

Myographie pour évaluer la fonction vasculaire mésentérique 

Histomorphométrie pour évaluation du remodelage artériel 

RT-qPCR pour évaluation de l’expression génique 

Aorte abdominale Idem que Aorte thoracique 

Rein gauche 
Coupes histologiques pour évaluation de la fibrose rénale 

Immunomarquages pour évaluation du stress oxydatif et de l’inflammation rénale 

Rein Droit RT-qPCR pour évaluer l’expression de gènes inflammatoires, oxydatifs, etc. 
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Analyse de l’ADN mitochondrial par PCR long range pour évaluer la qualité de l’ADN 
mito et RT-qPCR pour évaluer la quantité d’ADN mito 

Glandes surrénales RT-qPCR pour évaluer l’expression des gènes en lien avec le SRAA 

Foie RT-qPCR ou Western Blot pour évaluer l’expression de gènes métaboliques 

Poumons 
RT-qPCR ou Western Blot pour évaluer l’expression de gènes inflammatoires ou 
oxydatifs 

Utérus 
Mesure du poids de l’utérus pour évaluer l’impact de l’absence ou de la déficience de 
ERα et des œstrogènes 

Rate RT-qPCR pour évaluer l’expression de gènes inflammatoires 

Ganglion mésentérique RT-qPCR pour évaluer l’expression de gènes inflammatoires 

 

4. Evaluation de la fonction vasculaire 

 La fonction vasculaire de l’aorte et de l’artère mésentérique est évaluée par 

myographie (description du protocole dans l’étude 1). Pour évaluer les effets du vieillissement 

sur la fonction vasculaire, les analyses réalisées sur l’aorte sont comparés entre WT jeunes et 

WT âgées. Pour analyser l’impact de l’absence d’ERα sur la fonction vasculaire lors du 

vieillissement, les analyses réalisées sur l’aorte et l’artère mésentérique sont comparées entre 

ERα-/- âgées et WT âgées. 

 

5. Evaluation de la structure vasculaire 

 La structure de l’aorte est évaluée par histomorphométrie chez les souris WT et ERα-/- 

âgées et comparée à celle des souris WT et ERα-/- jeunes (description du protocole dans 

l’étude 1). 

 

6. Immunomarquages rénaux 

 L’infiltration de cellules immunitaires au niveau rénal est évaluée par 

immunomarquages contre la protéine CD45, un antigène de surface des leucocytes. 

 Le rein gauche est inclus dans l’O.C.T. puis congelé. Des coupes de 10 µm d’épaisseur 

sont réalisées. Les coupes sont réhydratées à T°A 5 minutes avec 500µL de PBS puis fixées 

avec 200µL de PFA 4% pH 7,4 pendant 10min. Les lames sont rincées avec 500 µL de PBS 

3x5min à T°A. Une étape de saturation de 40min à T°A est effectuée avec 200µL de PBS-
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BSA 10%. Une perméabilisation est ensuite réalisée, 40min à température ambiante avec 

200µL de PBS-BSA-Tween 0,1% conservé à 4°C. L’immunomarquage est réalisé à l’aide 

d’une solution d’anticorps primaire anti-CD45 conjugué PE (1:200) et les noyaux colorés 

avec du DAPI (1:200). Les échantillons sont incubés toute la nuit à 4°C en chambre humide 

puis rincés 3x5min à T°A avec 500µL de PBS. Les coupes sont ensuite montées entre lames 

et lamelles et observées au microscope à épifluorescence après 2h de séchage. 

 

7. Dosages plasmatiques 

 Le sang est récupéré après le sacrifice de l’animal par ponction cardiaque. Le sang est 

placé dans un tube de prélèvement de sang contenant de l’héparine (BD Vacutainer®). Le 

tube est ensuite centrifugé pendant 15 minutes à 4000 tours/min puis le plasma est récupéré. 

 Les dosages sont réalisés au Pôle Biologie du CHU d’Angers, grâce à Mme Françoise 

Joubeau et Pr Pascal Reynier. Les taux plasmatiques d’urée et de créatinine sont dosés pour 

évaluer la fonction rénale. Les taux de HDL-c, de LDL-c et les triglycérides sont dosés pour 

évaluer le profil lipidique des animaux. 

 

8. Etude de l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue paƌ RT-qPCR 

8.1. EǆtƌaĐtioŶ d’ARN 

 L’extraction d’ARN est réalisée à partir de 30 mg de rein avec le kit RNeasy Mini 

(Quiagen). L’échantillon est broyé dans 1 ml de Quiazol (Quiagen) à l’aide d’un ultraturax. 

200 µl de chloroforme (Sigma-Aldrich) sont ajoutés et les tubes sont centrifugés 18 min à 

12 000 g. La phase supérieure est récupérée, 500 µl d’éthanol 70% sont ajoutés puis le 

précipité est centrifugé 30 secondes à 10 000 g. 700 µl de tampon RW1 et 500 µl de RPE sont 

successivement déposés sur la colonne puis une centrifugation de 2 minutes à 10 000 g est 

effectuée à chaque étape. 40 µl d’eau sont déposés afin d’éluer l’ARN, qui est conservé à -

20C° avant vérification de sa qualité par spectrophotométrie (Nanodrop, Thermo Scientific). 
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8.2. RT-qPCR 

 L’ARN est ensuite transcrit en ADN complémentaire (ADNc) avec le kit Quantitech 

Reverse Transcription (Quiagen). L’échantillon est dilué pour obtenir 1000 ng d’ARN dans 

un volume final de 7 µl d’eau. L’ADN génomique contaminant est éliminé avec β µl de 

gDNA wipeout (Quiagen) et un cycle de 2 min à 42C°. Un mix est constitué, contenant 

l’enzyme RT (Reverse Transcriptase), le RT buffer, les primers RT et l’ARN. Les 

échantillons sont placés dans le thermocycleur, 30 min à 42C° puis 3 min à 95C°. Les 

échantillons sont ensuite dilués à une concentration finale de 2,5 ng/µl. La qPCR est réalisée 

avec 10 ng d’ADNc. Les paramètres utilisés sont : 95°C (10 min) puis 40 cycles: 95°C (15s), 

60°C (1 min) puis run de dissociation. L’efficacité des oligonucléotides utilisés pour amplifier 

les gènes d’intérêt a été validée si un seul pic de dissociation est observé, avec une efficacité 

entre 1,8 et 2,1. La GAPHD et l’HPRT sont utilisés comme gènes de référence pour la 

normalisation de l’expression des gènes d’intérêt. Les oligonucléotides suivants sont utilisés : 

 

Tableau 18 : Séquences des oligonucléotides utilisés. 

NRF1 
F : ggaaagaaagctgcaagccta 
R : atgcctgggtccatgaaa 

Collagène I 
F : catgttcagctttgtggacct 
R : gcagctgacttcagggatgt 

TFAM 
F : caaaggatgattcggctcag 
R : aagctgaatatatgcctgcttttc 

Collagène III 
F : gcacagcagtccaacgtaga 
R : gacatctctagactcataggactgacc 

OPA1 
F :accaggagaagtagactgtgtcaa 
R :tcttcaaataaacgcagaggtg 

TGF-β1 
F: tggagcaacatgtggaactc 
R: cagcagccggttaccaag 

Mfn1 
F :aaaacatactggactcagtaaacgtg 
R :ggtcttccctctcttccattg 

P66shc 
F : ggacccattctgcctcctct 
R : gccagcttcaggttgctcat 

Mfn2 
F :cattcttgtggtcggaggag 
R :aaggagagggcgatgagtct 

SOD1 
F : caggacctcattttaatcctcac 
R : tgcccaggtctccaacat 

DRP1 
F :agatcgtcgtagtgggaacg 
R :ccactaggctttccagcact 

SOD2 
F : gacccattgcaaggaacaa 
R : gtagtaagcgtgctcccacac 

Fis1 
F :gagaccttagtgtgaggctttca 
R :tcagactgaaatttcctttcaaaat 

PGC1-α 
F :tgtggaactctctggaactgc 
R :agggttatcttggttggcttta 
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9. AŶalǇse de l’ADN ŵitoĐhoŶdƌial 

9.1. QuantifiĐatioŶ de l’ADNŵt paƌ Q-PCR 

9.1.1. EǆtƌaĐtioŶ d’ADN 

 Les échantillons de reins sont broyés au mortier et au pilon dans un tube Eppendorf 

avec 180 µL de tampon ALT (Kit 69504 Qiagen). Les tissus sont découpés en présence de 20 

µL de protéinase K. Après agitation, les tubes sont placés à 56C° pendant γh jusqu’à digestion 

complète du tissu. Après agitation au vortex, β00 µL de tampon AL et β00 µL d’éthanol 

absolu sont ajoutés. Le précipité est déposé sur une colonne et centrifugé 1 min à 10 000 g à T 

ambiante. Après changement de colonne, 500 µL de tampon AW1 sont ajoutés et le précipité 

est centrifugé 1 min à 10 000 g. La colonne est à nouveau changée et 500 µL de tampon AW2 

sont ajoutés. Le précipité est centrifugé 3 min à 20 000 g afin de sécher complètement la 

colonne. Celle-ci est transférée dans un nouveau tube Eppendorf et 100 µL de tampon AE 

sont ajoutés. Après une incubation pendant 1 min, les échantillons sont centrifugés 1 min à 10 

000g. L’ADN récupéré est dosé par spectrophotométrie afin de vérifier sa qualité et sa pureté 

(NanoDrop 2000, Thermo Scientific). L’ADN est conservé au congélateur à -20C°. 

 

9.1.2. QuaŶtifiĐatioŶ de l’ADNŵt 

 Les échantillons d’ADN sont préparés dans des barrettes et dilués avec de l’H20 dans 

un volume final de 50µL afin d’obtenir une concentration de 10 ng/µL. Gamme de dilution : 

10ng / 5ng / 2,5ng.  

 

Tableau 19 : Séquences des amorces utilisés pour la quantification de l'ADNmt. 

Gènes Séquences Amorces 

Cox3 
F : 5’-TCATGCATATCACATAGTTAATCC-3’ 
R : 5’-AGACCTGATGTTAGAAGGAG-3’ 

Nd2 
F : 5’-CCATTCCACTTCTGATTACC-3’ 
R: 5’-GTCATGTAAGAAGAATAAGTCC-3’ 
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Gm412 
F: 5’-TTGTCACAGGGCAACAACAG-3’ 
R: 5’-GCTCACCCACCTTGTTTTGT-3’ 

Actg1 
F: 5’-GAGCACGCTGTAGATGAGAAA-3’ 
R: 5’-GATCACTCAGTGGTGCTCACA-3’ 

 

 La quantité d’ADN est de 30 ng par échantillon. Paramètres PCR utilisés : 95°C (10 

min) puis 40 cycles: 95°C (15s), 60°C (1 min) puis run de dissociation. 

  

9.2. EvaluatioŶ de la ƋualitĠ de l’ADNŵt paƌ PCR long range 

 L’ADN est extrait comme décrit précédemment. Les échantillons sont préparés dans 

des barrettes de PCR à la concentration de 10 ng/µL. La gamme de dilution est identique à 

celle utilisée en qPCR. Paramètres des cycles : 1min à 94C°, [10 sec à 98C°, 15min à 

68C°]*32, 10min à 72C° et 14C° infini. Le mix utilisé est le Mix Taq TAKARA. Cette Taq 

polymérase est particulièrement efficace pour les amplifications de grands fragments.  

 

9.2.1. Préparation du mix de PCR 

 

Tableau 20 : Préparation du mix de PCR longue. 

Composant du mix de PCR (pour 1 tube) Volume 

H2O ultra pure 25,5 µL 

Buffer 5 µL 

dNTPs 8 µL 

Amorces (F+R) (à 20 µM) 5 µL 

Taq TAKARA 0,5 µL 
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Tableau 21 : Séquences des amorces utilisés pour la PCR longue. 

 Amorces PCR longues 

1er couple 

d’amorces 

For2 5’  GCTTAATAACAAAGCAAAGCACTG  -γ’ 

Rev2 5’ TGTTGATCCAATAAATATGATTAGGG -γ’ 

2ème couple 

d’amorces 

For3 5’  CACCAAAAGGACGAACATGA  -γ’ 

Rev3 5’ TTTTGGTTCACGGAACATGA -γ’ 

 

 Il est déposé 6 µL d’échantillon dans 44 µL du mix réactionnel. 

 

9.2.2. Electrophorèse  

 Gel d’agarose 1%, βg pour β00 ml de TBE 0,5X. Dépôt de 18 µL par puits avec 15 µL 

du produit de digestion et 3 µL de tampon de chargement. Il a également été déposé 7 µL de 

DNA Ladder pour vérification des poids moléculaires. La migration est réalisée à 150V 

pendant 45min.  

 

9.2.3. Révélation 

 Pour révéler l’ADN, le gel est plongé 15-20 min dans une solution de « gel Red », puis 

une solution de lavage et enfin une solution de coloration. Une lecture de 10 secondes à 600 

nm est ensuite effectuée.  

 

10. Analyses statistiques 

 Les données sont représentées en moyenne ± SEM (Standard Error of the Mean). Les 

analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad PRISM version 5.0. En 

fonction des expériences, les groupes sont comparés grâce au test non-paramétrique de Mann-

Whitney (comparaison de 2 groupes), au test Anova 1 voie (comparaison de plus de 2 groupes 
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avec 1 facteur) ou Anova 2 voies (comparaison de plus de 2 groupes avec au moins 2 

facteurs). Une valeur de p < 0,05 est considérée comme statistiquement significative. Un 

symbole *, #, & ou $ correspond à p < 0,05. Deux symboles **, ##, && ou $$$ correspondent 

à p < 0,01. Trois symboles ***, ###, &&& ou $$$ correspondent à p < 0,001. 
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Résultats
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RESULTATS de L’ETUDE Ϯ 

 

Etude du rôle des œstrogènes dans le vieillissement 

cardiovasculaire, rénal et mitochondrial 

1. Impact du vieillissement sur le système cardiovasculaire 

et rénal 

1.1. Evolution de la pression artérielle, de l’hypertrophie 

cardiaque et de la structure vasculaire 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement sur le système cardiovasculaire, nous avons 

mesuré la PAS, le poids du VG et le rapport média/lumen de l’aorte chez des souris WT 

jeunes (5 mois) et des souris WT âgées (17 mois). 

 

 

Figure 59 : Analyse de la pression artérielle systolique, du remodelage du ventricule gauche et de la 

structure de l'aorte chez les souris WT jeunes et âgées. 

(A) La PAS a été mesurée par photopléthysmographie, les valeurs présentées ici sont les 
moyennes de 5 jours de mesure ; (B) Le poids du ventricule gauche a été rapporté au poids du 
corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque ; (C) La structure de l’aorte a été évaluée par 
coloration de coupes histologiques à l’aide d’orcéine (n=10-12 animaux par groupe), 
**p<0,01 ; test non-paramétrique de Mann-Whitney. 
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 Nos analyses montrent une baisse significative de la PAS au cours du vieillissement 

(106±6,2 mmHg vs 115±5,3 mmHg) (Figure 59 A). Nous n’observons aucune modification 

du poids du ventricule gauche par rapport au poids du corps (Figure 59 B). Le rapport 

média/lumen de l’aorte est également inchangé, n’indiquant aucun remodelage 

hypertrophique de la média au cours du vieillissement (Figure 59 C). 

 

 Le vieillissement chez la souris femelle âgée de 17 mois n’entraine pas 

d’hypertension, d’hypertrophie cardiaque ou de remodelage artériel hypertrophique. 
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1.2. Evolution de la fonction vasculaire 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement sur la fonction vasculaire aortique, nous 

avons mesuré la capacité contractile et dilatatrice de l’aorte chez des souris femelles WT 

jeunes (5 mois) et des souris WT âgées (17 mois). 

 

 

Figure 60 : Impact du vieillissement sur la capacité contractile et dilatatrice de l'aorte thoracique 

chez les souris WT jeunes et âgées. 

La fonction vasculaire aortique a été évaluée par myographie. (A) Evaluation de la 
contraction par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine (B) Evaluation de la 
dilatation endothélium-dépendante par courbe concentration-réponse à l’Acétylcholine, (C) 
Evaluation de la dilatation endothélium indépendante par courbe concentration-réponse au 
Sodium Nitroprusside (SNP) (n=7-8 animaux par groupe) ; test two way Anova avec un post 
test de Bonferroni). 
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 Nos analyses ne montrent pas de modification significative de la capacité contractile 

de l’aorte en réponse à la phényléphrine entre les souris WT jeunes et âgées (Figure 60 A). 

 La capacité dilatatrice aortique en réponse à l’ACh n’est pas non plus modifiée 

significativement chez les souris âgées (Figure 60 B). Nous observons toutefois une tendance 

à la diminution chez les souris âgées avec une baisse avoisinant 20% entre 10-6 et 10-5 M 

d’ACh (Figure 60 B). 

 Nous avons également évalué la capacité de réponse au NO des CMLVs à l’aide du 

SNP et n’avons pas observé de différence entre les souris WT jeunes et âgées (Figure 60 C). 

 

 Le vieillissement chez la souris femelle âgée de 17 mois n’altère pas la réponse 

contractile et relaxatrice de l’aorte. 
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1.3. Evolution des paramètres rénaux et métaboliques 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement sur la fonction rénale, nous avons mesuré les 

taux plasmatiques d’urée et de créatinine chez des souris WT jeunes (5 mois) et des souris 

WT âgées (17 mois). Nous avons également analysé le métabolisme lipidique en mesurant le 

taux de HDL-c, de LDL-c et de triglycérides. 

 

 

Figure 61 : Impact du vieillissement sur le taux d'urée, de créatinine et les paramètres métaboliques 

plasmatiques chez les souris WT jeunes et âgées. 

(A) Taux plasmatique d’urée, (B) taux plasmatique de créatinine, (C) taux plasmatique de 
HDL-c, (D) taux plasmatique de LDL-c, (E) taux plasmatique de triglycérides (n=10-12 
animaux par groupe) ; *p<0,05 vs WT young ; ** p<0,01 vs WT young ; test non-
paramétrique Mann-Whitney). 

 

 Nos analyses ne montrent pas d’impact du vieillissement sur le taux d’urée et de 

créatinine (9,11±0,58 vs 7,78±0,34 mmol/L pour l’urée et β1±3,23 vs 19±3,13 mmol/L pour 

la créatinine) (Figure 61 A-B). 
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 L’évaluation des paramètres lipidiques n’indique pas de modification du taux d’HDL-

c chez les souris âgées (1,22±0,09 vs 1,15±0,09 mmol/L) (Figure 61 C). Le taux de LDL-c 

plasmatique reste également inchangé (0,7±0,03 vs 0,85±0,17 mmol/L) (Figure 61 D). En 

revanche, le taux de triglycérides est significativement plus bas chez les souris âgées 

(0,94±0,12 vs 1,3±0,09 mmol/L) (Figure 61 E). 

 

 Le vieillissement chez la souris femelle âgée de 17 mois n’altère pas la fonction 

rénale et le métabolisme lipidique. 
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1.4. EvolutioŶ de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes liĠs à fiďƌose, 
l’iŶflaŵŵatioŶ et le stƌess oǆǇdatif 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement sur la fibrose, l’inflammation et le stress 

oxydatif au niveau rénal, nous avons mesuré l’expression de gènes clés impliqués dans ces 

processus chez des souris WT jeunes (5 mois) et des souris WT âgées (17 mois). 

 

 

Figure 62 : Expression des gènes liés à la fibrose, à l’apoptose et au stress oxydatif chez les souris WT 

jeunes et âgées. 

Niveaux d’expression, normalisés à l’expression des gènes de référence, des ARNm codant 
pour (A) Collagène I, (B) Collagène III, (C) TGF-ȕ1, (D) Caspase-7, (E) p66shc, (F) SOD1, 
(G) SOD2, (n=4-5 animaux par groupe), les valeurs sont exprimées en pourcentage par 
rapport au WT young=100% ; *p<0,05 vs WT young ; **p<0,01 vs WT young ; test non 
paramétrique de Mann-Whitney). 
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 L’expression du collagène de type I et III, du TGF-ȕ1 et de la caspase-7 ont été 

analysés en lien avec la fibrose, l’inflammation et l’apoptose. L’expression de p66shc a été 

évaluée en lien avec l’apoptose et le stress oxydatif. L’expression de SOD1 (Cu/Zn SOD) et 

de SOD2 (MnSOD) a été analysée en lien avec le stress oxydatif. L’expression de SODγ (EC-

SOD) n’a pas pu être analysée. 

 Nos analyses ne montrent pas d’augmentation de l’expression du collagène I et III au 

cours du vieillissement (Figure 62 A-B). En revanche, l’expression du TGF-ȕ1 (+86% vs WT 

young) et de la caspase 7 (+76% vs WT young) sont significativement augmentées (Figure 62 

C-D). 

 Nos résultats montrent également une augmentation significative de l’expression de 

p66shc au cours du vieillissement (+77%) (Figure 62 E). En revanche, l’expression de SOD1 et 

SODβ n’est pas modifiée (Figure 62 F-G). 

 

 Le vieillissement chez la souris femelle âgée de 17 mois est associé à une hausse de 

l’expression de facteurs pro-inflammatoires, apoptotiques et oxydatifs au niveau du rein.  
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1.1. EvolutioŶ de l’iŶflaŵŵatioŶ ƌĠŶale 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement sur l’inflammation rénale, nous avons réalisé 

des immunomarquages CD45 sur des coupes de rein. Cet anticorps marque l’ensemble des 

leucocytes présents dans le tissu et est un indice reflétant le niveau d’inflammation locale. 

 

Figure 63 : Analyse de l'infiltration de cellules inflammatoires au niveau rénal chez les souris WT 

jeunes et âgées. 

L’infiltration de cellules immunitaires a été quantifiée par immunomarquage CD45 sur des 
coupes histologiques de rein (n=5-6 animaux par groupe). La couleur rouge sur les images 
illustratives représente la fluorescence émise par les anticorps fixés sur la protéine CD45 ; les 
valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport au WT young=100% ; *p<0,05 vs jeunes ; 
test non-paramétrique de Mann-Whitney). 

 

 Nos analyses montrent une augmentation d’environ 40% de la quantité de cellules 

immunitaires présentes au niveau rénal par rapport aux animaux jeunes (Figure 63). 

 

 Le vieillissement chez la souris femelle âgée de 17 mois entraine une 

augmentation de l’inflammation au niveau du rein. 
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2. IŵpaĐt du ƌĠĐepteuƌ ERα suƌ le vieillisseŵeŶt 

cardiovasculaire et rénal 

2.1. Rôle d’ERα daŶs la pƌessioŶ aƌtĠƌielle, l’hǇpeƌtƌophie 
cardiaque et la structure vasculaire 

 Nous avons émis l’hypothèse que le récepteur ERα jouait un rôle protecteur dans le 

vieillissement cardiovasculaire et rénal. Afin d’évaluer son rôle, nous avons mesuré la PAS, le 

poids du VG et le rapport média/lumen de l’aorte chez des souris ERα-/- jeunes (5 mois) et 

âgées (17 mois) en les comparant aux souris WT du même âge. 

 

 

Figure 64 : Analyse de la pression artérielle systolique, du remodelage du ventricule gauche et de la 

structure de l'aorte chez les souris ERα-/- 
et WT jeunes et âgées. 

(A) La PAS a été mesurée par photopléthysmographie, les valeurs présentées ici sont les 
moyennes de 5 jours de mesure ; (B) Le poids du ventricule gauche a été rapporté au poids du 
corps pour évaluer l’hypertrophie cardiaque ; (C) La structure de l’aorte a été évaluée par 
coloration de coupes histologiques à l’aide d’orcéine. (n=5-10 animaux par groupe), **p<0,01 
vs WT young ; test non paramétrique de Mann-Whitney). 
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 Nos analyses ne font apparaitre aucune différence significative de PAS, d’hypertrophie 

cardiaque et de structure de l’aorte entre les animaux WT et ERα-/-, que ce soit chez les 

animaux jeunes ou âgés (Figure 64). Nous notons une légère tendance à la baisse du rapport 

poids VG/poids du corps chez les souris ERα-/-, sans doute dû au poids légèrement plus 

important de ces souris (Figure 64 B et Tableau 16). Le rapport média/lumen de l’aorte chez 

les animaux ERα-/- n’est pas modifié par rapport aux souris WT (Figure 64 C). 

 

 L’absence d’ERα chez la souris femelle âgée de 17 mois n’entraine pas de 

changement de la PAS, d’hypertrophie cardiaque ou de remodelage artériel au cours du 

vieillissement. 

 

  



181 
 

2.2. Rôle d’ERα suƌ le vieillisseŵeŶt de la foŶĐtioŶ vasĐulaiƌe 

 Afin d’évaluer l’impact du récepteur ERα sur l’évolution de la fonction vasculaire au 

cours du vieillissement, nous avons mesuré la capacité contractile et dilatatrice de l’aorte et de 

l’artère mésentérique chez des souris ERα-/- âgées en les comparant aux souris WT du même 

âge. 

 

Figure 65 : Evaluation de la fonction vasculaire de l'aorte et de l'artère mésentérique chez les souris 

ERα-/- 
et WT jeunes et âgées. 

La fonction vasculaire a été évaluée par myographie. (A) Evaluation de la capacité de 
contraction de l’aorte par courbe concentration-réponse à la Phényléphrine ; (B) Evaluation de 
la capacité de contraction de l’artère mésentérique par courbe concentration-réponse à la 
Phényléphrine ; (C) Evaluation de la capacité de dilatation endothélium-dépendante de l’aorte 
par courbe concentration-réponse à l’Acétylcholine ; (D) Evaluation de la capacité de 
dilatation endothélium-dépendante de l’artère mésentérique par courbe concentration-réponse 
à l’Acétylcholine (n=4-8 animaux par groupe), *p<0,05 vs WT ; test two way Anova avec un 
post test de Bonferroni). 
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 Nos analyses indiquent une baisse significative de la contraction de l’aorte sans 

changement de la vasorelaxation chez les souris ERα-/- par rapport aux souris WT (Figure 65 

A-C). A l’inverse, la capacité contractile de l’artère mésentérique des ERα-/- n’est pas 

modifiée tandis que la vasorelaxation est significativement réduite entre 10-5 et 10-6 M d’ACh 

(Figure 65 B-D). 

 

 L’absence d’ERα chez la souris femelle âgée de 17 mois entraine une baisse de la 

capacité contractile de l’aorte (également observée chez les souris jeunes dans la 

première étude) et une baisse de la capacité vasorelaxatrice de l’artère mésentérique. 
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2.3. Rôle d’ERα daŶs l’ĠvolutioŶ des paƌaŵğtƌes ƌĠŶauǆ et 
métaboliques au cours du vieillissement 

 Afin d’évaluer l’impact du récepteur ERα sur la fonction rénale au cours du 

vieillissement, nous avons mesuré les taux plasmatiques d’urée et de créatinine chez nos 

animaux ERα-/- et WT jeunes et âgés. 

 

Figure 66 : Analyses des taux d'urée, de créatinine et des paramètres métaboliques plasmatiques chez 

les souris ERα-/- 
et WT jeunes et âgées. 

(A) Taux plasmatique d’urée, (B) taux plasmatique de créatinine, (C) taux plasmatique de 
HDL-c, (D) taux plasmatique de LDL-c, (E) taux plasmatique de triglycérides (n=5-10 
animaux par groupe) ; *p<0,05 vs WT young ; *** p<0,001 vs WT young ; #p<0,05 vs WT 
aging ; ### p<0,001 vs WT aging ; test two way Anova avec un post-test de Bonferroni). 
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 Nos résultats ne font pas état d’une modification significative du taux d’urée et de 

créatinine en l’absence d’ERα que ce soit chez les souris jeunes et âgées (Figure 66 A-B). 

 Nous avons également analysé les paramètres lipidiques en mesurant le taux de HDL-

c, de LDL-c et de triglycérides. Chez les souris jeunes, l’absence d’ERα est associée à une 

hausse du taux de HDL-c par rapport aux WT (1,85±0,08 vs 1,15±0,09 mmol/L) (Figure 66 

C). Chez les souris âgées, l’absence d’ERα semble avoir un effet similaire mais en raison de 

la dispersion des valeurs, la significativité n’est pas atteinte (1,82±0,08 vs 1,22±0,09 

mmol/L).  

 Enfin, l’absence d’ERα entraine une hausse du taux de triglycérides chez les souris 

jeunes (2,02±0,29 vs 1,30±0,09 mmol/L) mais également chez les souris âgées (2,20±0,61 vs 

0,94±0,12) (Figure 66 E). 

 

 L’absence d’ERα chez la souris femelle âgée de 17 mois n’entraine pas de 

dysfonction rénale mais modifie les paramètres lipidiques. 
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2.4. Rôle d’ERα daŶs l’ĠvolutioŶ de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes liĠs 
à la fibrose, à l’iŶflaŵŵatioŶ et au stress oxydatif 

 Afin d’évaluer l’impact de l’absence du récepteur ERα sur la fibrose, l’inflammation 

et le stress oxydatif au niveau rénal, nous avons mesuré l’expression de gènes clés impliqués 

dans ces processus chez des souris ERα-/- jeunes (5 mois) et âgées (17 mois) en les comparant 

aux souris WT.  

 

Figure 67 : Expression des gènes liés au remodelage, à l’inflammation et au stress oxydatif chez les 

souris ERα-/-
 et WT jeunes et âgées. 

Niveaux d’expression, normalisés à l’expression des gènes de référence, des ARNm codant 
pour (A) Collagène I, (B) Collagène III, (C) TGF-ȕ1, (D) Caspase-7, (E) p66shc, (F) SOD1, 
(G) SOD2, (n=4-5 animaux par groupe), les valeurs sont exprimées en pourcentage par 
rapport au WT young=100% ; *p<0,05 vs WT young ; **p<0,01 vs WT young ; test two-way 
Anova avec un post test de Bonferroni). 
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 Chez les souris ERα-/- jeunes, nous observons une baisse significative de l’expression 

du collagène I (-65%), du collagène III (-60%) et du TGF-ȕ1 (-38%) comparées aux souris 

WT (Figure 67 A-B-C). Nous observons également une baisse de l’expression de p66shc (-

56%) (Figure 67 E). 

 En revanche, chez les souris ERα-/- âgées, nous n’observons plus de baisse 

significative de l’expression du collagène I, du collagène III et de TGF-ȕ1 par rapport aux 

souris WT âgées (Figure 67 A-B-C). L’expression de p66shc reste toutefois diminuée par 

rapport aux souris WT (-33%), comme chez les souris jeunes (Figure 67 E). 

 L’expression de la caspase-7 augmente de manière similaire au cours du vieillissement 

chez les souris WT et ERα-/- (+75% environ) et nous n’observons pas de modification de 

l’expression de SOD1 et SODβ, quel que soit l’âge (Figure 67 D-F-G).  

 

 L’absence d’ERα chez la souris femelle jeune de 5 mois entraine une baisse de 

l’expression des gènes pro-fibrotiques et pro-inflammatoires comme le collagène I/III, le 

TGF-β1 et p66
shc 

. Chez la souris femelle âgée de 17 mois, l’absence d’ERα entraine une 

diminution de l’expression de p66
shc

.  
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2.1. Rôle d’ERα daŶs l’ĠvolutioŶ de l’iŶflaŵŵatioŶ ƌĠŶale 

 Afin d’évaluer l’impact de l’absence d’ERα sur l’inflammation rénale, nous avons 

réalisé des immunomarquages CD45 sur des coupes de rein. Cet anticorps marque l’ensemble 

des leucocytes présents dans le tissu et est un indice du niveau d’inflammation. 

 

 

Figure 68 : Analyse de l'infiltration de cellules inflammatoires au niveau rénal chez les souris ERα-/- 
et 

WT jeunes et âgées. 

L’infiltration de cellules immunitaires a été quantifiée par immunomarquage CD45 sur des 
coupes histologiques de rein (n=5-6 animaux par groupe). La couleur rouge sur les images 
illustratives représente la fluorescence émise par les anticorps fixées sur la protéine CD45 ; 
les valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport au WT young=100% ; *p<0,05 vs WT 
young ; # vs ERα-/- young ; test two-way Anova avec un post test de Bonferroni). 

 

 Le vieillissement augmente le niveau d’infiltration immunitaire au niveau rénal mais 

nos résultats ne montrent aucune différence entre les souris ERα-/- et WT, jeunes ou âgées 

(Figure 68).  

 

 L’absence d’ERα chez la souris femelle âgée de 17 mois n’entraine pas de hausse 

de l’infiltration immunitaire au niveau rénal. 
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3. IŵpaĐt du vieillisseŵeŶt et d’ERα suƌ la ŵitoĐhoŶdƌie 

3.1. Impact du vieillisseŵeŶt et d’ERα suƌ l’eǆpƌessioŶ de 
gènes de régulation mitochondriale 

 Nous avions émis l’hypothèse que ERα exerçait un rôle bénéfique au cours du 

vieillissement par le biais d’une protection des mitochondries.  

 

Figure 69 : Expression des gènes régulant la biogénèse, la fusion et la fission mitochondriale chez les 

souris ERα-/- 
et WT jeunes et âgées. 

Niveaux d’expression, normalisés à l’expression des gènes de référence, des ARNm codant 
pour (A) PGC-1α, (B) NRF1, (C) Tfam, (D) OPA-1, (E) Mfn1, (F) Mfn2, (G) DRP1, (H) Fis1 
(n=4-5 animaux par groupe), les valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport au WT 
young=100% ; *p<0,05 vs WT young ; **p<0,01 vs WT young ; #p<0,05 vs ERα-/- young ; 
##p<0,01 vs ERα-/- young ; & p<0,05 vs WT aging ; test two-way Anova avec un post test de 
Bonferroni). 
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 Nos résultats précédents n’ont pas mis en évidence de rôle protecteur d’ERα au cours 

du vieillissement au niveau cardiovasculaire et rénal. Toutefois, afin de répondre à notre 

hypothèse, nous avons exploré différents paramètres mitochondriaux chez nos animaux WT et 

ERα-/-. 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement et de l’absence du récepteur ERα sur la 

biogénèse et la fonction mitochondriales, nous avons mesuré l’expression de gènes clés 

impliqués dans ces processus chez des souris ERα-/- jeunes (5 mois) et des souris ERα-/- âgées 

(17 mois) en les comparant aux souris WT du même âge. 

 

 Les gènes codant pour PGC1-α, NRF1 et Tfam ont été analysés en lien avec la 

biogénèse mitochondriale. Les gènes codant pour OPA1, Mfn1 et Mfn2 ont été analysés en 

lien avec la fusion mitochondriale. Enfin, les gènes codant pour DRP1 et Fis1 ont été analysés 

en lien avec la fission mitochondriale. 

 

 Chez les animaux jeunes, l’absence du récepteur ERα entraine une réduction de 

l’expression de PGC-1α par rapport aux souris WT (-63%) (Figure 69 A). En revanche, il n’y 

a pas de modification de l’expression de NRF1, Tfam, OPA1, Mfn1/β, DRP1 et Fis1 (Figure 

69 B-C-D-E-F-G-H). 

 

 Chez les animaux WT âgés, l’expression de Mfn1 (+68%), de DRP1 (+70%) et de 

Fis1 (+93%) est significativement augmentée par rapport aux animaux WT jeunes (Figure 69 

E-G-H). En revanche, l’expression de PGC-1α, de NRF1, Tfam, OPA1 et de Mfnβ n’est pas 

modifiée (Figure 69 A-B-C-D-F). 

 

 Chez les animaux ERα-/- âgés, l’expression de Mfn1 (+21%) et de Mfn2 (+32%) est 

significativement augmentée par rapport aux souris WT âgées (Figure 69 E-F). L’expression 

de PGC-1α, de NRF1, Tfam, OPA1, DRP1 et Fis1 n’est pas significativement différente 
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(Figure 69 A-B-C-D-G-H). Nous notons également que l’expression de PGC-1α qui est 

réduite chez les souris ERα-/- jeunes est normale chez les souris ERα-/- âgées (Figure 69 A). 

 

 Le vieillissement chez la souris femelle âgée de 17 mois entraine une 

augmentation de l’expression des gènes de fusion et de fission sans modification des 

gènes de biogénèse.  

 Chez les souris femelles de 5 mois, l’absence d’ERα réduit l’expression des gènes 

de biogénèse. Chez les souris femelles âgées de 17 mois, l’absence d’ERα augmente 

l’expression des gènes de fusion. 
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3.2. Impact du vieillissement et d’ERα suƌ la ƋuaŶtitĠ d’ADN 

mitochondrial 

 Afin d’évaluer l’impact du vieillissement sur la biogénèse mitochondriale, nous avons 

analysé la quantité d’ADNmt en rapport avec la quantité d’ADN génomique chez des souris 

WT, ERα-/- et AF2° jeunes (5 mois) ou âgées (17 mois). 

 

Figure 70 : Quantification de l'ADNmt par rapport à l'ADN génomique chez les souris ERα-/-
 et WT 

jeunes et âgés. 

La quantité d’ADNmt a été évaluée par Q-PCR en faisant la différence entre les Ct des gènes 
mitochondriaux et les Ct des gènes génomiques (n=5-6 animaux par groupe) ; les valeurs sont 
exprimées en pourcentage par rapport au WT young=100% ; *p<0,05 vs WT young; & 
p<0,05 vs WT aging; test non-paramétrique two-way Anova avec un post test de Bonferroni). 

 

 Nos résultats ne montrent pas d’effet significatif du vieillissement sur la quantité 

d’ADNmt entre les souris jeunes et âgées, quelque soit le génotype (Figure 70). En revanche, 

l’absence d’ERα entraine une augmentation de la quantité d’ADNmt chez les souris jeunes 

(+70%) et âgées (+116%) par rapport aux souris contrôles. 

 

 Le vieillissement ne modifie pas la quantité d’ADNmt au niveau du rein. De 

manière surprenante, l’absence d’ERα est associée à une hausse de la quantité 

d’ADNmt, chez les individus jeunes et âgés. 

0

50

100

150

200

250

300

*

&

YOUNG AGING

WT

ER -/-

2
(C

T
 g

e
n

o
m

ic
 -

 C
T

 m
it

o
)

in
 %

 c
o

m
p

a
re

d
 t

o
 W

T
 y

o
u

n
g



192 
 

3.3. IŵpaĐt du vieillisseŵeŶt et d’ERα suƌ la ƋualitĠ de l’ADN 
mitochondrial 

 Nos résultats précédents font état d’une hausse de quantité d’ADNmt en absence 

d’ERα, un résultat tout à fait inattendu au vu de la littérature. Nous avons envisagé la 

possibilité que cette augmentation de quantité pouvait être un phénomène de compensation dû 

à une détérioration de la qualité de l’ADNmt. Pour vérifier notre hypothèse, nous avons 

évaluer la qualité des échantillons en réalisant une amplification longue des deux moitiés du 

génome mitochondrial. Les produits d’amplification sont ensuite migrés sur un gel d’agarose. 

La bande attendue se situe à environ 8 kb. La présence de bandes de poids inférieur est un 

indicateur d’une fragmentation du génome. 

 

 

Figure 71 : Evaluation de la qualité de l'ADNmt chez les souris ERα-/- 
et WT jeunes et âgées. 

La qualité de l’ADNmt a été évaluée en amplifiant deux moitiés du génome mitochondrial et 
en les faisant migrer séparément sur un gel d’agarose. (A) Moitié du génome amplifié par les 
amorces Fov2/Rev2, (B) moitié du génome amplifié par Fov3/Rev3 (n=4 par groupe). 

 

 Nos résultats ne font état d’aucune délétion visible de l’ADNmt chez des animaux 
ERα-/- (Figure 71). Nous n’observons pas non plus de délétion chez les animaux âgés. 

 

 Ni le vieillissement ni l’absence d’ERα chez la souris femelle âgée de 17 mois 

n’entraine délétion importante de l’ADNmt au niveau rénal.  
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DISCUSSION 

 

 Au cours du vieillissement, les femmes sont moins touchées que les hommes par les 

altérations cardiovasculaires et rénales 46;239;340;351. Cette différence s’explique, en partie, par 

l’action protectrice des hormones œstrogéniques avant la ménopause 386;387;388. Parallèlement 

à ces effets, les œstrogènes protègent la mitochondrie en augmentant sa biogénèse, sa 

fonction, en réduisant la dégradation de son ADNmt et le niveau de stress oxydatif 371;372.  

 Dans notre première étude, nous avions mis en évidence un rôle protecteur d’ERα dans 

la prévention d’un facteur de risque modifiable de MCV, l’HTA. Dans cette deuxième étude 

que nous pourrions qualifier d’exploratoire, nous avons voulu étudier son rôle protecteur dans 

un facteur de risque non-modifiable de MCV, le vieillissement. Nous avons émis l’hypothèse 

qu’ERα réduirait les altérations cardiovasculaires et rénales dues à l’âge en protégeant les 

mitochondries de ces organes. Pour répondre à notre hypothèse, nous avons tout d’abord 

analysé l’impact du vieillissement chez des souris femelles sauvages. En deuxième lieu, nous 

avons analysé l’effet de l’absence d’ERα dans notre modèle. Enfin, nous avons exploré le lien 

entre altérations physiopathologiques et dégradation mitochondriale.  

 

 Nos résultats ont mis en évidence que (1) le vieillissement n’entraine pas d’altération 

cardiovasculaires et rénales notables, (2) que le vieillissement augmente le niveau 

d’inflammation et les facteurs pro-apoptotiques et oxydatifs, (γ) que l’absence d’ERα n’altère 

pas les paramètres cardiovasculaires et rénaux que nous avons mesurés, (4) que les récepteurs 

aux œstrogènes régulent la quantité d’ADNmt. 
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1. Les souris femelles âgées ne présentent pas d’altĠƌatioŶs 
notables du système cardiovasculaire  

1.1. Evolution des paramètres cardiovasculaires 

 Les effets du vieillissement ont tout d’abord été observés en comparant des souris 

femelles WT de 17 mois à des souris WT de 5 mois. Les résultats obtenus ont montré que le 

vieillissement entrainait une baisse significative de la PAS, sans hypertrophie cardiaque ou 

remodelage hypertrophique de l’aorte. La capacité contractile ou dilatatrice de l’aorte est 

également intacte chez les souris âgées. Pourtant chez l’Homme, le vieillissement est associé 

à une augmentation progressive de la PAS et de la prévalence de l’hypertrophie cardiaque tout 

au long de la vie adulte 389;390. Dans le système artériel, le vieillissement entraine une 

réduction de l’élasticité de la paroi, une rigidification artérielle et une baisse de la 

vasodilatation endothélium-dépendante 391;392. 

 Nos résultats sont donc tout à fait étonnants au vu de la bibliographie sur ce sujet. Il 

existe très peu d’études sur le vieillissement chez la souris femelle mais en 1998, Han et al. 

avaient démontré que les altérations cardiaques et rénales liées à l’âge décrites chez l’Homme 

étaient également présentes chez la souris sénescente, mâle ou femelle 393. Pourtant, dans les 

paramètres qui ont été étudiés dans notre étude, aucune de ces altérations n’a été observée. 

 Comme élément explicatif, il est important de préciser que les souris utilisées dans 

cette étude ne sont pas ovariectomisées. Il est donc tout à fait possible que les animaux 

conservent une protection hormonale capable de prévenir les altérations classiquement 

décrites dans le vieillissement. Pour répondre à cette hypothèse, nous avons mesuré la PAS de 

souris WT mâles âgées de 17 mois issues des mêmes portées que nos souris. Tout comme 

chez les femelles, les souris mâles présentaient une baisse significative de la PAS (données 

non-publiées). Il est donc possible qu’un autre facteur soit responsable de ces différences. Au 

vu de la littérature, nous pouvons d’ores et déjà écarter une PAS trop élevée chez nos souris 

jeunes 394;395. 
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1.2. Evolution des paramètres lipidiques circulants 

 Les analyses des taux de lipides circulants ont permis d’observer une baisse du taux de 

triglycérides sans modification significative du taux de HDL-c ni de LDL-c. Chez l’Homme, 

les taux de triglycérides et de LDL-c plasmatiques augmentent jusqu’à environ 50 ans pour 

les hommes et 60 pour les femmes puis diminuent 396;397;398. Cette diminution est indépendante 

du sexe ou du poids des individus 399;400. En revanche, le taux de HDL-c reste relativement 

stable au cours de la vie 401. 

 Pour s’assurer de l’absence d’éventuelles altérations métaboliques chez nos souris 

jeunes, nous avons comparé nos valeurs aux données de référence sur la souris C57BL/6 

fournies par l’institut Jackson. Selon leur site, le taux de HDL-c est de 1,5 mmol/L chez les 

femelles de 4 mois (Physiological data C57BL6, Jackson Institute). Nos résultats rapportent 

un taux très proche de 1,15 mmol/L chez nos souris femelles de 6 mois. Il en est de même 

pour les taux de triglycérides et de LDL-c. Le profil lipidique plasmatique des souris jeunes 

est donc normal. 

 Malgré une étude approfondie de la littérature sur le sujet, nous n’avons pas trouvé 

d’étude sur l’évolution des paramètres lipidiques chez la souris femelles C57BL/6 J. Nous 

avons contacté l’Institut Jackson pour plus de renseignements mais ils n’ont pas été en mesure 

de fournir des données sur les taux lipidiques plasmatiques chez les femelles de plus de 5 

mois. Il apparait clairement que des études dans ce sens sont nécessaires pour mieux 

comprendre les différences de vieillissement en fonction du sexe. 

 Au vu de ces résultats, le vieillissement n’entraine donc aucune altération métabolique 

notable chez la souris femelles WT de 17 mois. 
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2. Le vieillisseŵeŶt augŵeŶte l’iŶflaŵŵatioŶ du rein sans 

altérer sa fonction 

2.1. Fonction rénale 

 Dans un deuxième temps, nous avons évalué l’impact du vieillissement sur la fonction 

rénale. Pour cela, les taux d’urée et de créatinine plasmatiques ont été mesurés chez nos 

animaux WT jeunes et âgés. Cette mesure est un outil classiquement utilisé pour évaluer la 

capacité de filtration du rein. L’augmentation du taux d’urée et de créatinine au niveau 

sanguin est un reflet d’une insuffisance rénale. 

 Nos résultats ne montrent aucune augmentation de ces paramètres au cours du 

vieillissement, voire une diminution. 

 Chez l’Homme, le taux de créatinine plasmatique est corrélé positivement avec l’âge à 

partir de 40 ans chez les hommes et de 60 ans chez les femmes 402. Parallèlement, le taux 

d’urée plasmatique est directement lié à une baisse du DFG au cours du vieillissement 403. En 

revanche chez la souris, les études publiées sont plus contradictoires. Hackbarth et Harrison 

ont étudié les changements de fonction et de structure rénales au cours du vieillissement et 

n’ont pas observé de modification des niveaux d’urée et de créatinine plasmatiques chez les 

souris C57BL/6 J 404. Chez le rat, Gomes et al. ont observé que la fonction rénale, mesurée par 

analyse de la créatininémie, n’était pas modifiée avec l’âge 405. Toutefois, d’autres études sur 

le sujet font état d’une baisse du DFG avec l’âge chez la souris 406. Les données sont donc 

controversées.  

 A ce stade de l’étude, nous n’avons pas d’hypothèse précise pour expliquer les 

différences entre nos analyses et les données de la littérature. Il est possible que certaines 

altérations ne soient pas détectables avec la mesure de l’urémie et de la créatininémie. Pour 

mieux étudier la fonction rénale, il serait intéressant de mesurer le taux d’urée et de créatinine 

urinaires pour calculer la clairance de ces éléments. Cette information serait un indicateur plus 

solide pour évaluer d’éventuelles altérations. 
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 Si nous n’avons pas constaté de baisse de la fonction rénale chez nos souris, il n’est 

pas exclu que les reins des souris âgées présentent certaines altérations. Nous avons donc 

cherché à évaluer le niveau d’inflammation et de fibrose rénale. 

 

2.2. Inflammation et fibrose rénales 

 La fonction rénale dépend de l’intégrité des glomérules et des structures tubulaires. 

Leur atteinte par la fibrose au cours du vieillissement diminue leur capacité de filtration 251. 

Nous avons donc cherché à quantifier la fibrose par des colorations histologiques. 

Malheureusement, nous n’avons pas pu mettre au point de coloration fiable et reproductible, 

en raison du mode de prélèvement du rein sans fixation au paraformaldéhyde. 

 L’expression de gênes clés dans la physiopathologie de l’insuffisance rénale a donc été 

quantifiée pour évaluer l’impact du vieillissement sur ces processus. Ont été analysés le 

collagène de type I/III, le TGF-ȕ1, la caspase-7 et p66shc, des gènes clés dans la fibrose et 

l’inflammation rénale 293;347;407. Il a été montré que le taux plasmatique de TGF-ȕ1 est 

positivement corrélé à l’apparition et l’aggravation de l’insuffisance rénale chronique chez la 

souris 408. Une de ses principales actions délétères est l’augmentation de l’inflammation locale 

par le recrutement et l’activation des macrophages et des cellules T 346;407. Cette inflammation 

est étroitement liée aux dommages rénaux comme la glomérulosclérose, la fibrose tubulaire et 

la baisse du DFG 337;409;410. Le TGF-ȕ1 augmente également l’expression de la protéine 

caspase-7, un acteur clé de l’apoptose et de l’inflammation rénale 347. Pour toutes ces raisons, 

le TGF-ȕ1 est considéré comme une cible thérapeutique importante contre la fibrose rénale 
411. De son côté, p66shc joue un rôle délétère majeur dans le stress oxydatif, l’inflammation, la 

fibrose et le vieillissement et participe à la progression des altérations rénales 291;296;412. 

 Nos résultats ont permis d’observer une hausse significative de l’expression du TGF-

ȕ1, de la caspase-7 et de p66shc au cours du vieillissement. Ces données soulignent donc un 

statut pro-fibrotique et pro-inflammatoire au niveau rénal qui, s’il est maintenu, entrainerait 

inévitablement une détérioration de la structure et de la fonction rénale 413. Nous avons voulu 

confirmer ces observations en quantifiant l’infiltration de cellules immunitaires au niveau 
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rénal, reflet du niveau d’inflammation locale. Pour cela, un marquage immunofluorescent a 

été effectué pour détecter la protéine CD45, un antigène commun à tous les leucocytes 414. Les 

résultats obtenus ont mis en évidence une augmentation de l’infiltration leucocytaire chez nos 

souris âgées.  

 Ces résultats confirment donc une hausse de l’inflammation rénale chez nos animaux 

âgés. En revanche, l’expression des gènes du collagène I/III n’est pas modifiée. Nous ne 

pouvons donc pas conclure quant à l’état de fibrose rénale chez nos animaux. Cet élément 

étant primordial dans notre étude, nous prévoyons d’utiliser un anticorps anti-collagène III par 

immunomarquage sur des coupes de rein, technique fiable utilisée en anatomopathologie pour 

évaluer la fibrose chez les patients 415. 

  Nous avions émis l’hypothèse que le récepteur ERα jouait un rôle protecteur clé dans 

le vieillissement du système cardiovasculaire et rénal. L’absence d’altérations fonctionnelles 

chez nos souris âgées pourrait potentiellement être due à une action protectrice d’ERα. En 

utilisant des souris ERα-/-, nous avons voulu vérifier si l’absence d’ERα aggravait les 

paramètres que nous avons évalués. 

 

3. Rôle d’ERα dans le vieillissement cardiovasculaire et rénal 

3.1. Paramètres cardiovasculaires, rénaux et lipidiques 

 Dans la première étude, nous avions évoqué les nombreux effets bénéfiques d’ERα sur 

le système cardiovasculaire. En revanche, il existe peu de données sur son impact au cours du 

vieillissement rénal. En analysant les études de la base de données MEDLINE publiées entre 

1966 et 2007, Lane P.H. a montré que les souris ERα-/- présentaient une croissance du rein 

plus faible et qu’elles étaient plus sensibles aux altérations rénales pathologiques, comme 

dans le diabète 410. Il a également été montré que l’expression d’ERα était augmentée dans le 

rein au cours du vieillissement de la souris femelle, alors qu’ERȕ restait indétectable sous 

forme d’ARNm ou de protéine 416. Ces données suggèrent un rôle clé d’ERα dans le rein. De 

manière globale, la littérature souligne clairement le rôle bénéfique des hormones 

œstrogéniques contre la glomérulosclérose et la fibrose interstitielle tubulaire, notamment par 

l’inhibition du SRAA, de l’inflammation et de la production de collagène 218;362;416. 
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 En mesurant la PAS, l’hypertrophie cardiaque, la fonction et la structure vasculaires 

ainsi que la fonction et l’inflammation rénales, nous n’avons noté aucune incidence notable de 

l’absence d’ERα, que ce soit chez les souris jeunes ou âgées. Il est donc envisageable qu’ERα 

n’ait aucun rôle dans les paramètres que nous avons évalués. Mais au vu de son importance 

dans la physiologie cardiovasculaire, cette hypothèse parait incertaine. 

 A notre grande surprise, les analyses d’expression génique que nous avons effectuées 

chez les souris ERα-/- ont indiqué une baisse significative de l’expression du collagène de type 

I/III, du TGF-ȕ1 et de p66shc dans le rein de ces souris. Ces résultats suggèrent un statut moins 

favorable à la fibrose rénale que les souris WT. Nos analyses plasmatiques ont également mis 

en avant que les souris ERα-/- présentaient un taux de HDL-c supérieur à celui des souris WT 

tandis que le taux de LDL-c était similaire. A l’inverse, le taux de triglycérides était supérieur 

à celui des souris WT. Ce profil est observable chez les animaux jeunes et âgés. Dans la 

littérature, il est décrit qu’une hausse des triglycérides est corrélée à une baisse du taux de 

HDL-c 417. Ce profil lipidique est donc étonnant et difficile à interpréter quand à son impact 

cardiovasculaire. Il semble à la fois bénéfique du fait de la hausse du HDL-c et délétère à 

cause de celle des triglycérides. 

 Ces données ainsi que celles concernant le profil d’expression génique dans le rein des 

souris ERα-/- n’ont jamais été rapportées dans la littérature. Nous pouvons donc émettre 

l’hypothèse que l’absence d’un récepteur aussi important qu’ERα serait compensée par des 

mécanismes moléculaires protecteurs. Pour vérifier l’implication d’autres récepteurs aux 

œstrogènes, nous prévoyons de mesurer l’expression d’ERȕ et de GPER qui pourraient se 

substituer à ERα. 

 Une autre hypothèse repose sur le rôle ambivalent des ERs dans l’organisme. Leurs 

actions sont très variables en fonction du contexte, du tissu et du temps 5. Il est avéré qu’ERα 

joue un rôle protecteur dans un contexte pathologique comme l’hypertension artérielle et 

l’infarctus du myocarde. Dans un contexte physiologique sain, il est possible qu’ERα n’exerce 

plus d’effet protecteur. A l’heure actuelle, il n’existe pas d’étude qui apporte une réponse sur 

ce point. 
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3.2. Le récepteur ERα ŵodifie la biogénèse mitochondriale 

3.2.1. Le vieillissement ne modifie pas la ƋuaŶtitĠ d’ADNŵt 

 Le vieillissement est associé à une altération de la fonction mitochondriale, 

caractérisée par une diminution de la production d’ATP, une augmentation du stress oxydatif 

et une accumulation des mutations de l’ADNmt 418. Dans le cœur, le rein et d’autres organes, 

le vieillissement entraine une baisse du nombre de mitochondries 302. Pour répondre à notre 

hypothèse sur un potentiel lien entre vieillissement et la mitochondrie, nous avons mesuré la 

quantité d’ADNmt dans les cellules rénales et évalué l’expression de gènes clés impliqués 

dans le maintien de ces organites. 

 Les résultats obtenus n’ont montré aucune modification de la quantité d’ADNmt, reflet 

direct de la biogénèse mitochondriale au cours du vieillissement. De même, l’expression des 

gènes PGC-1α, NRF1 et Tfam régulant la biogénèse mitochondriale n’a pas été modifiée au 

cours du vieillissement. En revanche, l’expression de la protéine de fusion Mfn1 et des 

protéines de fission DRP1 et Fis1 a augmenté. Toutefois, l’équilibre entre l’expression des 

gènes de fusion et de fission semble conservé au cours du vieillissement, cet équilibre étant 

primordial dans le maintien de l’intégrité de la mitochondrie au cours du vieillissement 302;419. 

 Il apparait donc que la quantité d’ADNmt n’est pas altéré chez nos souris femelles 

âgées. Nous avions émis l’hypothèse que le récepteur ERα, présent dans ces organites, les 

protégeait au cours du vieillissement. Nous avons donc vérifié la quantité d’ADNmt chez les 

souris déficientes en ERα. 

 

3.2.2. L’aďseŶĐe d’ERα ŵodifie la ƋuaŶtitĠ d’ADNŵt 

 Chez les souris ERα-/-, les résultats obtenus ont permis d’observer une baisse 

significative de l’expression de PGC-1α chez les animaux jeunes. Chez les souris ERα-/- 

âgées, l’expression de PGC-1α était normale tandis que l’expression des protéines de fusion 

Mfn1 et de Mfn2 étaient augmentée. Le vieillissement n’altère donc pas l’expression des 

gènes clés dans la régulation mitochondriale et l’absence d’ERα semble favoriser la fusion 

mitochondriale chez les animaux âgés. 
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 Les données de la littérature ne sont pas catégoriques quant aux changements de 

quantité d’ADNmt au cours du vieillissement. Chez l’Homme, Cree et al. et Welle et al. ont 

observé une réduction de la quantité d’ADNmt respectivement dans le pancréas et le muscle 

squelettique chez des patients âgés 420;421. A l’inverse, Barrientos et al. et Pesce et al. ont 

rapporté une augmentation du nombre de copies de l’ADNmt au niveau du muscle 

squelettique au cours du vieillissement 422;423. Enfin, de manière similaire à nos observations, 

d’autres équipes n’ont rapporté aucune modification du nombre de copies d’ADNmt dans le 

cerveau, le muscle squelettique et le cœur au cours du vieillissement 424;425. Selon Kazachkova 

et al. ce manque de consensus pourrait être dû à des différences de méthodes de mesure 426. 

Pour le vérifier, les auteurs ont comparé les études ayant été faites uniquement avec la 

technique de RT-qPCR et avec les mêmes amorces. Les résultats restaient néanmoins 

divergents. Les autres études menées chez la souris sont tout aussi contradictoires que celles 

menées chez l’Homme 427;428;429;430;431. 

 Chez la souris C57BL/6, il n’existe à l’heure actuelle qu’une seule étude ayant 

quantifié l’ADNmt dans le rein au cours du vieillissement et celle-ci rapporte une 

augmentation 432. En revanche, que ce soit chez la souris jeune ou âgée, l’absence d’ERα est 

associée à une augmentation de la quantité d’ADNmt. Les données publiées sur le sujet ne 

sont pas catégoriques quant à l’effet pro-biogénèse d’ERα sur la mitochondrie mais un 

faisceau d’arguments solides le suggèrent, notamment via la surexpression de NRF1/2 et de 

Tfam 369;372;433. De plus, nous avions observé une diminution de l’expression de PGC-1α dans 

le rein des souris ERα-/-, un facteur de stimulation de la biogénèse. L’augmentation de la 

quantité d’ADNmt chez ces souris est donc, encore une fois, très surprenante.  

 Quelques pistes explicatives peuvent être avancées pour mieux comprendre ces 

observations. Les œstrogènes sont décrits comme d’importants facteurs de stimulation de la 

biogénèse des mitochondries 252;369;378;379. En effet, au niveau du muscle squelettique chez le 

rat, la masse, la fonction et la biogénèse mitochondriales sont supérieures chez les femelles ou 

les individus traités par l’Eβ par rapport aux mâles ou aux femelles ovariectomisées 434. Or, 

chez les souris ERα-/-, le taux d’œstrogènes est largement supérieur à celui des souris WT 

(42,7 pg/mL contre 5,2 pour les WT) 195. Il est donc possible que ce taux d’hormones induise 

une plus forte biogénèse, de manière indépendante d’ERα, en passant par exemple par ERȕ. 
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3.2.3. L’aďseŶĐe des œstƌogğŶes, d’ERα et d’ERβ, modifie la quantité 

d’ADNŵt 

 Pour vérifier cette hypothèse, nous avons réalisé une analyse de la quantité d’ADNmt 

chez des souris ovariectomisées et des souris ERȕ-/- jeunes en les comparant aux souris WT. 

  

 

Figure 72 : Analyse de la quantité d'ADNmt chez les souris WT, OVX, ERα-/-
 et ERβ-/-

. 

La quantité d’ADNmt a été évaluée par Q-PCR en faisant la différence entre les Ct des gènes 
mitochondriaux et les Ct des gènes génomiques (n=4-8 animaux par groupe) ; *p<0,05 vs 
WT ; **p<0 ;01 vs WT ; test non-paramétrique Kruskal-Wallis avec un post test de Dunns). 

 

 Il est apparu que la quantité d’ADNmt était augmentée de manière similaire chez les 

souris ERα-/-, ovariectomisés et ERȕ-/-, infirmant notre hypothèse (Figure 72). Cependant, la 

quantité d’ADNmt ne constitue pas une mesure absolue de la biogénèse mitochondriale, 

même si elle en est une indication. Cette analyse doit être complétée par d’autres expériences, 

notamment la quantification des protéines de références mitochondriales comme le canal 

anionique voltage dépendant (VDAC) et les protéines du complexe de la chaine respiratoire 

mitochondriale. Si ces expériences ne fournissent pas de résultats, nous prévoyons également 

d’étudier l’activité mitochondriale de manière directe par analyse des fonctions respiratoires 

par oxygraphie. 
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4. Le vieillisseŵeŶt et l’aďseŶĐe d’ERα Ŷ’altğƌent pas la 

ƋualitĠ de l’ADN ŵitoĐhoŶdƌial 

 S’il n’existe pas de consensus entre le vieillissement et la quantité d’ADNmt au cours 

du vieillissement, la corrélation positive entre l’âge et l’altération de la qualité de l’ADNmt 

est clairement établie. Chez l’Homme, le vieillissement entraine une forte accumulation de 

mutations et de délétions de l’ADNmt qui détériore la fonction mitochondriale au niveau du 

rein 283;418;435. Ce constat est identique chez la souris 436;437. L’augmentation de la quantité 

d’ADNmt observé chez nous souris OVX, ERα-/- et ERȕ-/- pourrait servir de mécanisme 

compensatoire pour pallier à une accumulations de mutations. 

 Nous avons donc voulu vérifier le niveau d’altération de l’ADNmt chez nos souris. 

Pour ce faire, une amplification du génome mitochondrial a été réalisée en deux parties de 8 

kb. Les produits d’amplification ont ensuite été migrés sur un gel d’agarose pour observer la 

présence éventuelle de bandes de poids inférieur à 8 kb, reflet d’une dégradation de l’ADNmt. 

Toutefois, les résultats obtenus n’ont pas mis en évidence de délétion de l’ADNmt entre des 

souris WT et ERα-/-, jeunes et ou âgées. 

 Néanmoins, la technique de PCR longue que nous avons utilisée ne permet pas de 

détecter les mutations, ni les délétions de petites tailles. Nous avons donc souhaité nous 

assurer de sa fiabilité en testant des échantillons de souris POLG et Twinkle. Les souris 

POLG sont des souris mutantes qui expriment une forme mutée de la DNA polymérase-Ȗ, 

seule polymérase présente dans la mitochondrie 438;439. Cette mutation supprime l’activité 

exonucléotidase impliquée dans la vérification des erreurs de réplication de l’ADNmt 440. Ces 

souris créées par l’équipe du Pr. Larsson N.G. au sein de l’institut Max-Planck présentent 

ainsi des mutations importantes de l’ADNmt qui s’accumulent rapidement avec le temps. Ces 

animaux développent des signes de sénescence prématurée et représentent un modèle idéal 

pour étudier le lien entre mutations de l’ADNmt et vieillissement. Les souris Twinkle sont des 

souris construites sur le même raisonnement au sein du même laboratoire mais dont la 

mutation affecte la DNA hélicase Twinkle, entrainant également des mutations de l’ADNmt 
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avec l’âge 441. En collaboration avec le Dr. Olivier Barris, nous avons obtenu des échantillons 

de ces souris que nous avons analysés par PCR longue et migration sur gel d’agarose.  

 

 

Figure 73 : Evaluation de la qualité de l’ADNmt par PCR longue chez des souris Pol G et Twinkle. 

La qualité de l’ADNmt a été évaluée en amplifiant deux moitiés du génome mitochondrial et 
en les faisant migrer séparément sur un gel d’agarose (génome amplifié par les amorces 
Fov2/Rev2) (1) POLG muscle squelettique, (2) POLG cœur, (3) Twinkle muscle squelettique, 
(4) Twinkle muscle squelettique, (5) POLG muscle squelettique. 

 

  Les résultats obtenus ne montrent qu’un seul échantillon de muscle de souris Twinkle 

présentant des délétions de l’ADNmt (Figure 73, piste 3). Le reste des échantillons issus de 

souris Twinkle et POLG ne présente pas d’altération. Ce résultat nous a donc poussé à 

remettre en question la fiabilité de notre méthode, dont le seuil de sensibilité est probablement 

trop élevé. Nous prévoyons de séquencer nos échantillons à l’aide de la technique de NGS de 

séquençage à haut débit, plus sensible et permettant de détecter les mutations ponctuelles ainsi 

que les délétions courtes. 

 

 

Twinkle + Pol G WT  young

1 2 3 4 5
8 kb
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5. Hypothèses et perspectives 

 Contrairement à nos hypothèses et à ce que les données de la littérature laissaient 

suggérer, nous n’avons pas observé d’altérations notables dues au vieillissement, que ce soit 

en présence ou en absence d’ERα. En revanche, nous avons observé un certain nombre 

d’effets intéressants, notamment vis-à-vis de l’augmentation de la quantité d’ADNmt chez les 

souris ERα-/- mais également OVX et ERȕ-/-. Aucune donnée de la littérature n’expliquant à 

l’heure actuelle ces observations, nous prévoyons d’approfondir ces analyses pour mieux 

comprendre le lien entre récepteurs aux œstrogènes et régulation mitochondriale. 

 Concernant notre modèle de vieillissement qui ne présente pas de dysfonction 

majeure, deux éléments peuvent être mis en avant pour expliquer cette différence entre nos 

résultats et la littérature. Le premier élément est l’âge des souris. Nous utilisons des souris 

âgées de 17 mois. Le choix de cet âge est basé sur la bibliographie. Selon le site du laboratoire 

Jackson, producteur des souris C57BL/6 J, les souris sont considérées comme jeunes adultes 

matures entre 3 et 6 mois. A partir de 6 mois, des signes de sénescence apparaissent, 

notamment une baisse de la capacité reproductrice. Ce n’est qu’à partir de 15 mois que les 

souris sont considérées comme âgées. Nous avons donc choisi un âge qui corresponde à un 

stade de vieillissement suffisamment précoce pour que les altérations secondaires ne 

constituent pas un biais expérimental en raison de la forte hétérogénéité du vieillissement 

entre les individus. Il reste néanmoins possible que l’âge de 17 mois ne soit pas assez avancé 

pour observer des altérations notables. 

 Le deuxième argument est crucial puisqu’il concerne le sexe des souris utilisées. Dans 

les études publiées sur l’évolution de la PA, de la fonction rénale et de la fonction 

mitochondriale avec l’âge, les animaux utilisés sont des mâles. La ménopause n’existant pas 

chez la souris C57BL/6 femelle, nos souris continuent donc d’être potentiellement protégées 

par ces hormones 442. Il serait intéressant de vérifier cette hypothèse en ovariectomisant des 

souris femelles à un âge précoce puis en les laissant vieillir afin de répéter nos analyses. 
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CONCLUSION suƌ l’ETUDE Ϯ 
 

 Au cours de cette deuxième étude, nous avons cherché à évaluer le rôle protecteur 

d’ERα dans le vieillissement cardiovasculaire et rénal. Nous avons émis l’hypothèse qu’ERα 

protègerait les mitochondries de ces organes, prévenant ainsi les altérations dues au 

vieillissement. 

 En comparant des souris femelles jeunes et âgées, nous n’avons pas mis en évidence 

de rôle protecteur du récepteur ERα vis-à-vis de la fonction cardiovasculaire et rénale. 

Toutefois, nous avons pu observer un lien encore jamais décrit entre les récepteurs aux 

œstrogènes et la quantité d’ADNmt. 

 Nos résultats vont globalement à l’inverse de ce que la littérature permettait de 

prévoir, ce qui a rendu difficile la conduite de cette étude. Néanmoins, des explications 

potentielles existent et ce travail doit maintenant être approfondi dans le futur afin de dégager 

des conclusions plus claires. 
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Conclusion finale
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CONCLUSION FINALE 

  

 Les hormones œstrogéniques jouent un rôle clé dans la physiologie des mammifères et 

agissent sur tous les organes. De nombreuses études ont souligné leurs effets bénéfiques dans 

les pathologies cardiovasculaires comme l’athérosclérose, la dysfonction endothéliale ou 

encore l’ischémie-reperfusion. L’action de ces hormones dans le système cardiovasculaire est 

extrêmement complexe et dépend du sexe, du tissu ciblé, des récepteurs et du contexte 

physiopathologique.  

 

 

Figure 74 : Niveaux de complexité de l’étude des mécanismes d'action œstrogénique. 

 

 Le récepteur ERα est le principal acteur des effets positifs des œstrogènes dans les 

pathologies cardiovasculaires. Toutefois, ce récepteur agit de manière complexe, avec des 

effets génomiques nucléaires (via les fonctions AF-1 et AF-2) et des effets de signalisation 

membranaire MISS. 

Gender?

Hormone?

Tissue?

Receptor?

Pathway?

Effect?

Male / Female

E1 / E2 / E3 / E4

Heart / Arteries / Kidney

ERα / ERβ / GPER

Membrane / Nuclear

Protective / Deleterious
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 Dans notre première étude, nous avons étudié le rôle protecteur d’ERα dans une 

pathologie majeure, l’hypertension artérielle. Nous avons confirmé que ce récepteur était 

nécessaire à la protection œstrogénique contre cette pathologie et ses conséquences 

cardiovasculaires. Nous avons de plus démontré pour la première fois que la fonction 

génomique AF-2 d’ERα était responsable de cette protection, et non la signalisation 

membranaire MISS. Enfin, nous avons prouvé que l’estétrol, un œstrogène capable d’activer 

spécifiquement les fonctions génomiques d’ERα, était capable de prévenir le développement 

de l’hypertension artérielle induite par l’angiotensine II chez la souris femelle. 

 Dans une deuxième étude, nous avons tenté de comprendre comment les œstrogènes 

protègent le système cardiovasculaire et rénal contre les altérations du vieillissement. La 

mitochondrie joue un rôle clé dans le vieillissement et les œstrogènes protègent cet organite. 

Nous avons donc tenté d’établir un lien entre protection œstrogénique au cours du 

vieillissement et protection mitochondriale. Contrairement à notre hypothèse de départ, nous 

n’avons pas pu observer d’altérations notables dues au vieillissement que ce soit chez des 

souris sauvages ou génétiquement déficientes en ERα. Toutefois, nous avons pu observer que 

les œstrogènes régulaient l’homéostasie mitochondriale dans le rein d’une manière encore 

jamais décrite. Cette étude n’est pas encore terminée et il reste à approfondir ces différents 

mécanismes. 

 Avec ces deux études différentes, nous avons tenté de mieux comprendre comment les 

hormones œstrogéniques agissent dans le système cardiovasculaire et rénal. De très 

nombreuses questions ont été soulevées lors de ces études et n’ont pas toujours obtenu de 

réponse. Ce travail a toutefois permis d’apporter des éléments nouveaux contribuant à une 

meilleure compréhension de l’action de ces hormones. 
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RésuméAbstract
Contexte
Les hormones œstƌogĠŶiƋues ont de nombreux effets
protecteurs au niveau cardiovasculaire et rénal mais leurs
mécanismes sont très complexes. Le récepteur aux
œstƌogğŶes ERα est le principal effecteur des effets
bénéfiques de ces hormones. Il possède deux voies
d’aĐtioŶ. Dans le noyau, il a des effets génomiques via ses
fonctions d’aĐtiǀatioŶ AF. A la membrane, il a des effets
non-génomiques via une signalisation membranaire MISS.

Première étude
Dans une première étude, nous avons exploré le
mécanisme protecteur d’ERα dans l ’hǇpeƌteŶsioŶ
artérielle, un facteur de risque majeur de maladies
cardiovasculaires. Nous avons mis en évidence le rôle
protecteur des effets génomiques d’ERα via sa fonction
AF-2 contre l’hǇpeƌteŶsioŶ. Nous avons également
observé que la stimulation de cette fonction par l’EstĠ tƌol
suffisait à reproduire les effets protecteurs des
œstƌogğŶes, ce qui ouvre une perspective thérapeutique
potentielle.

Deuxième étude
Dans une deuxième partie, nous avons étudié un potentiel
effet protecteur d’ERα dans le vieillissement
cardiovasculaire et rénal. Cette étude, toujours en cours, a
pu mettre en évidence que la souris femelle ne présentait
pas d’altĠƌatioŶ majeure de la fonction vasculaire et
rénale. Les résultats obtenus étaient globalement inverses
à ce qui est suggéré dans la littérature concernant le
vieillissement et la protection œstƌogĠŶiƋue. Cette é tude
a toutefois permis de mettre en évidence que les
œstƌogğŶes agissaient sur la biogénèse mitochondriale,
d’uŶe manière inattendue. Ces résultats seront
approfondis dans de prochaines expériences.

Conclusion
En conclusion, ce travail de thèse a permis de mieux
cerner l’iŵpliĐatioŶ des hormones œstƌogĠŶiƋues et de
leur récepteur ERα dans le système cardiovasculaire.

Context
Estrogenic hormones have numerous beneficial effects in 
the cardiovascular and renal systems but the underlying 
mechanisms are extensively complex. Estrogen receptor 
ERα is desĐƌiďed as the ŵaiŶ effector of the positive 
actions of estrogens. This receptor acts in the cell using 
tǁo diffeƌeŶt pathǁaǇs. IŶ the ŶuĐleus, ERα aĐts as a 
transcription factor with genomic effects, through its 
activating functions AF. At the membrane, it exerts non-
genomic effects, called MISS.

First Study 
In a first study, we have explored the protective 
ŵeĐhaŶisŵ of ERα iŶ hǇpeƌteŶsioŶ, a ŵaiŶ ƌisk faĐtoƌ iŶ 
cardiovascular diseases. Using genetically modified mice, 
we have been able to highlight the involvement of AF-2 
genomic actions against angiotensin II-induced 
hǇpeƌteŶsioŶ. OŶ the otheƌ haŶd, ERα-dependant MISS 
ǁas Ŷot iŶǀolǀed iŶ ERα pƌoteĐtioŶ. CoŶfiƌŵiŶg ouƌ 
hypothesis, we found that AF-2 stimulation with estetrol 
was sufficient to completely prevent hypertension, thus 
providing a possible therapeutic perspective.

Second Study
In a second project, we have investigated the protective 
aĐtioŶs of ERα agaiŶst agiŶg-related cardiovascular and 
renal alterations. This work is still ongoing but we found 
that 16 months-old female mice presented no obvious 
vascular or renal dysfunctions. Those results are surprising 
considering past published data on the subject. Aging mice 
laĐkiŶg ERα-/- did not exhibit any particular alterations 
either. However, we were able to find that estrogens and 
ERs were involved in the mitochondria biogenesis in a 
surprising manner. These results will be further 
investigated in the future.

Conclusion 
To conclude, this work has allowed a better understanding 
of the estrogens receptors actions in the cardiovascular 
and renal systems
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Study of the estrogens protection against hypertension and 
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