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I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE  

A. LA VALVE AORTIQUE 

1. Généralités sur le cœur  

a) Structure et fonction  

Le cœur est un organe musculaire creux servant de pompe qui permet l’acheminement 

du sang vers les différents organes. Il est constitué de quatre cavités chez les mammifères : deux 

oreillettes (gauche et droite) et deux ventricules (gauche et droit). Les différentes cavités 

communiquent entre elles à travers des orifices où sont localisés les valves cardiaques. Le cœur 

de mammifère possède quatre valves : deux valves atrioventriculaires (mitrale, tricuspide) qui 

régulent le flux sanguin entre les oreillettes et les ventricules ainsi que deux valves sigmoïdes 

(aortique, pulmonaire) qui régulent le flux sanguin entre les ventricules et les artères aortique 

et pulmonaire (Figure I-1). Les valves sigmoïdes sont ouvertes en systole et les valves 

atrioventriculaires en diastole. 

 

Figure I-1 : Structure anatomique du cœur humain en coupe coronale 

                      Figure réalisée avec BioRender (https://biorender.com/). 
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Du point de vue histologique, le cœur est constitué de trois couches : le péricarde, le 

myocarde et l'endocarde. L'endocarde est une couche de cellules endothéliales squameuses qui 

tapissent l’intérieur des cavités du cœur. Le myocarde constitue le muscle strié cardiaque. Le 

péricarde est une enveloppe entourant le cœur. Il est composé du péricarde fibreux et du 

péricarde séreux séparés par l'espace péricardique. Le péricarde séreux possède deux feuillets : 

le feuillet viscéral ou l'épicarde enveloppant le cœur et le feuillet pariétal (Figure I-2). 

 

Figure I-2 : Coupe histologique du cœur et schéma de ses trois couches 

A : Cœur de souris en coupe grand axe réalisée au laboratoire ; Ao : aorte, VA : valve aortique, VM : 

valve mitrale, OD : oreillette droite, OG : oreillette gauche, VD : ventricule droit, VG : ventricule 

gauche. B : les trois couches histologiques du cœur. Figure modifiée d’après Smart Servier Medical Art. 

(https://smart.servier.com/). 

b) Développement du cœur 

Le cœur est le premier organe à se former au cours de l’organogenèse humaine. Il est 

issu du mésoderme splanchnopleural qui se met en place durant la gastrulation. Au 15ème jour 

du développement, nous pouvons distinguer la première structure cardiaque constituée des 

cellules progénitrices cardiaques spécifiées et organisées en forme de croissant. Au cours de la 

3ème semaine de développement, ces cellules migrent vers la ligne médiane et fusionnent pour 

former le tube cardiaque primitif (Figure I-3).  

Ce dernier possède un revêtement interne de cellules endothéliales entouré d’une couche 

externe de cellules myocardiques séparées par une matrice extracellulaire (MEC) appelée gelée 
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cardiaque. C’est à cette période qu’apparaissent les premiers battements rythmés du cœur. Le 

cœur primitif se replie en formant une boucle vers la droite positionnant les oreillettes, au-

dessus des ventricules, et les bourgeons endocardiques s’étendent dans la matrice extracellulaire 

des régions du futur canal atrioventriculaire et de la future voie d’éjection. Au cours de la 6ème 

et 7ème semaine de gestation, le cœur est compartimenté en quatre chambres distinctes et le tronc 

artériel commun (aussi appelé truncus arteriosus) dont émergent l’aorte et l’artère pulmonaire 

qui donnent lieu à la circulation pulmonaire et systémique (Figure I-3). 

 

Figure I-3 : Les étapes clés du développement du cœur humain et murin.  

(a) Structure en forme de croissant composée des cellules progénitrices cardiaques (CPC) : cellules du 

premier (rouge) et du deuxième (bleu) champ cardiaque (FHF : first heart field/SHF : second heart 

field) ; 15ème jour de gestation (E7,5). (b) Les CPC migrent vers la ligne médiane et fusionnent pour 

former un tube cardiaque linéaire ; 21ème jour (E8). (c) Le tube cardiaque subit une boucle vers la droite 

le long de l'axe antéro-postérieur, ce qui segmente le cœur en oreillettes, ventricules, canal 

atrioventriculaire et la voie d’éjection (OFT) ; 28ème jour (E10,5). (d) Le cœur mature à quatre chambres : 

RA (oreillette droite), LA (oreillette gauche), RV (ventricule droit), LV (ventricule gauche). Ao : aorte, 

Pu : artère pulmonaire, AVC : bourgeon atrioventriculaire, IVS : septum interventriculaire. Figure 

modifiée d’après Madhumita et al. [1]. 

2. Structure et fonction de la valve aortique  

Les quatre valves cardiaques présentent des structures similaires. La valve pulmonaire 

empêche le reflux sanguin de l’aorte pulmonaire vers le ventricule droit et la valve tricuspide 

l’empêche entre le ventricule droit et l’oreillette droite. La valve mitrale permet le flux 

unidirectionnel du sang de l’oreillette gauche vers le ventricule gauche. Elle a la particularité 

d’avoir deux feuillets contrairement aux autres valves qui en ont trois. La valve aortique est 
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située entre le ventricule gauche et l’aorte. Elle permet le passage unidirectionnel du flux 

sanguin du ventricule gauche vers l’aorte lors de la systole. Elle empêche donc la régurgitation 

vers le ventricule gauche en diastole. Les valves s’ouvrent et se ferment environ 3 milliards de 

fois au cours d’une vie. Le sujet de cette thèse porte sur la valve aortique et de ce fait nous 

décrirons plus en détail cette valve (Figure I-4).  

 

Figure I-4 : Les quatre valves cardiaques et les trois cuspides ou feuillets de la valve aortique.  

   Figure modifiée d’après Smart Servier Medical Art.   

La valve aortique est composée de trois cuspides ou valvules de moins de 1mm 

d’épaisseur chez l’homme [2]. Ce sont des feuillets semi-lunaires fins qui sont appelés coronaire 

gauche, coronaire droite et non coronaire en fonction de leur emplacement par rapport à l’ostia 

des artères coronaires dans les sinus de Valsalva en aval de la valve (Figure I-4). A leur base, 

les feuillets sont attachés à l’anneau fibreux de la racine de l’aorte par une structure d’ancrage 

fibreuse. Les bords libres des cuspides s'enroulent pour empêcher le flux rétrograde vers le 

ventricule gauche pendant la diastole lorsque la valve est fermée. La structure d’ancrage est 

constituée de trois branches verticales en forme de couronne qui se rejoignent au niveau des 

commissures des cuspides. Les trois branches verticales définissent les triangles fibreux inter-

cuspides localisés sous les commissures. La jonction sino-tubulaire est une structure fibreuse 

entre le sinus de Valsalva et l’aorte ascendante où sont retenues les commissures de la valve. 

L’anneau aortique, composé principalement des fibres de collagène, fournit un contrefort pour 

la dispersion des forces (Figure I-5).  
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Figure I-5 : Représentation de la racine de l’aorte 

Composants de la racine de l’aorte et les 3 feuillets de la valve aortique. Figure modifiée d’après Charitos 

et al. [3]. 

Du point de vue histologique, un feuillet valvulaire est composé de trois couches : 

fibrosa, spongiosa et ventricularis, contenant des cellules interstitielles valvulaires (VICs, 

Valvular Interstitial Cell) et entourées par une monocouche de cellules endothéliales 

valvulaires (VECs, Valvular Endothelial Cell) (Figure I-6) [4], [5]. La structure stratifiée de la 

valve humaine est plutôt conservée chez les vertébrés. Elle est, par exemple, similaire à celle 

du mouton, du lapin et de la poule [5].  
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Figure I-6 : Structure trilaminaire de la valve aortique et ses composants 

Les trois couches du feuillet valvulaire : Fibrosa riche en collagène, Spongiosa riche en protéoglycanes 

et glycosaminoglycanes (GAG) et Ventricularis riche en élastine. qVIC : cellule interstitielle valvulaire 

quiescente, myoVICs : VICs activée ou myofibroblastique, SMC : cellule musculaire lisse, VEC : 

cellule endothéliale valvulaire. Figure réalisée avec BioRender. 

La couche fribrosa est la couche externe du côté de l’aorte. Elle est composée 

majoritairement des fibres de collagène de type I et III orientées en circonférence (Figure I-6). 

Elle renforce la structure de la valve et lui donne de la flexibilité durant l’ouverture tout en 

favorisant la coaptation des feuillets lors de la fermeture de la valve. Elle fonctionne comme la 

principale couche portante responsable de la force mécanique.  

La couche spongiosa est la couche interne riche en protéoglycanes, 

glycosaminoglycanes et comporte des fibres de collagène éparses (Figure I-6). Elle absorbe le 

stress mécanique durant le cycle cardiaque. Sa structure compressible permet la rétention d’eau 

tout en lubrifiant les couches adjacentes, fibrosa et ventricularis, lors de leur déformation l’une 

par rapport à l’autre pendant le mouvement du feuillet et la pressurisation [6].  

La couche ventricularis est située du côté du ventricule gauche et est constituée 

principalement des fibres d’élastine et d’un réseau de fibres de collagène (Figure I-6) [7]. Sa 
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composition offre une plus grande compliance et permet l'apposition des bords libres des 

feuillets empêchant ainsi le retour du sang dans le ventricule gauche pendant la diastole. Les 

fibres d'élastine sont orientées radialement et semblent réduire les déformations radiales qui se 

produisent lorsque la valve est complètement ouverte. Elle facilite également le retour à l’état 

fermé [8].  

La valve aortique est soumise à trois forces de base, appelées « stress », qui affectent le 

tissu valvulaire au cours du cycle cardiaque : la flexion, le cisaillement et la tension. La force 

de flexion se produit lorsque la valve s'ouvre ou se ferme activement, la force de cisaillement 

ou shear stress se produit lorsque le sang passe à travers la valve ouverte et la force de tension 

a lieu lors de la fermeture de la valve [6]. La face ventriculaire de la valve est soumise à de plus 

grandes forces de cisaillement et de vélocité de flux que la face aortique (Figure I-7). 

 

Figure I-7 : Forces hémodynamiques subies par la valve aortique.  

A : en systole lors de l’ouverture. B : lors de la fermeture en diastole.  C : à la fin de la diastole lors que 

la valve aortique est fermée. Ao : aorte, VG : ventricule gauche. Figure modifiée d’après Rajamannan 

et al. [9]. 

3. Valvulogenèse   

Le développement des valves cardiaques commence avec la formation des bourgeons 

endocardiques [10]. Ce sont des renflements de la paroi de la voie d’éjection et du canal 

atrioventriculaire du tube cardiaque primitif. Ces renflements sont dus à une accumulation de 

matrice extracellulaire entre le myocarde et l’endocarde [11]. 

Les bourgeons endocardiques sont formés entre le 31ème et le 35ème jour du 

développement embryonnaire chez l’homme et le 9ème jour chez la souris. Le phénomène débute 
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avec la transition endothélio-mésenchymateuse (Figure I-8) [11]. Cette dernière est initiée par 

des signaux émanant des cellules endocardiques et du myocarde adjacent. Ces signaux inhibent 

l’expression des marqueurs endothéliaux dans le canal atrioventriculaire et la voie d’éjection 

tout en augmentant la synthèse des composants de la matrice extracellulaire. Les cellules 

endothéliales se désolidarisent les unes des autres et migrent vers la gelée cardiaque pour 

peupler le bourgeon endocardique de cellules mésenchymateuses (Figure I-8). Les bourgeons 

de la voie d’éjection formeront les valves sigmoïdes (aortique et pulmonaire) tandis que les 

bourgeons atrioventriculaires deviendront les valves atrioventriculaires (mitrale et tricuspide) 

[12]. Le développement des valves atrioventriculaires précède celui des valves sigmoïdes. La 

population de cellules mésenchymateuses ainsi que d'autres lignées cellulaires constituent les 

cellules progénitrices qui donneront naissance aux structures valvulaires matures (Figure I-8).  

 

Figure I-8 : Développement des valves cardiaques chez la souris.  

Plicature du tube cardiaque linéaire composé d’une couche externe, le myocarde (orange) et d’une 

couche interne l'endocarde (bleu) au stade E7,5. Formation des bourgeons endocardiques dans les 

régions du canal atrioventriculaire (AVC) et de la voie d’éjection (OFT) au stade E9,0. En réponse aux 

signaux du myocarde, les cellules endocardiques du AVC et de la OFT proximale subissent une 

transition endothélio-mésenchymateuse. Elles migrent dans la gelée cardiaque et prolifèrent pour 

peupler les bourgeons endocardiques tandis que les cellules de la crête neurale cardiaque (NCCs) 

migrent dans l'OFT distal. À E11,5, les bourgeons du AVC et de la OFT sont entièrement cellularisés. 

Après E11.5, croissance et remodelage des bourgeons du AVC et de la OFT par une prolifération spatio-

temporelle et une apoptose des cellules interstitielles de la valve (VICs), ainsi qu'un agencement 

dynamique de la matrice extracellulaire. VECs : cellules endocardiques des valves, V : ventricule. 

Figure modifiée d’après Wang et al. 2021 [13]. 
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La prolifération des cellules mésenchymateuses issues de l’endothélium entraine une 

expansion des bourgeons endocardiques et l'allongement des primordia valvulaires. Ces 

derniers divisent le canal atrioventriculaire commun d’une part par la croissance des bourgeons 

endocardiques supérieur et inférieur et d’autre part par celle des deux bourgeons latéraux. Suite 

à la fusion des bourgeons supérieur et inferieur, le canal atrioventriculaire est divisé en orifices 

valvulaires gauche et droit (Figure I-9). En plus des cellules mésenchymateuses, les cellules de 

l'épicarde peuplent les bourgeons et les feuillets pariétaux des primordia valvulaires. Quant aux  

cellules de la protubérance mésenchymateuse (dérivées du second champ cardiaque), elles 

participent au cloisonnement du canal atrioventriculaire [14]–[16]. 

Le développement des bourgeons de la voie d’éjection nécessite, en plus de la transition 

endothélio-mésenchymateuse précédemment décrite, l’implication d’une population de cellules 

de la crête neurale cardiaque. Elles migrent à travers les arcs pharyngés vers le sac aortique où 

elles participent au bon cloisonnement de la voie d’éjection en aorte et artère pulmonaire 

(Figure I-9). Les cellules de la crête neurale cardiaque contribuent également au développement 

des feuillets de la valve sigmoïde et de la partie supérieure du septum interventriculaire. Le 

développement des valves sigmoïdes est concomitant à celui de la voie d’éjection où les cellules 

de la crête neurale cardiaque participent à la formation des bourgeons de la voie d’éjection. Une 

petite éminence se développe sur chaque bourgeon pour former les cuspides de la valve dans 

l'aorte et l'artère pulmonaire [12].  

Les feuillets valvulaires individualisés sont visibles aux environs de la 5ème et 6ème 

semaine du développement chez le fœtus humain et vers le 13ème jour du développement 

embryonnaire chez la souris. Les primordia valvulaires poursuivent leur développement par un 

processus de remodelage, d'amincissement et d'allongement, ainsi que le remodelage de la 

matrice extracellulaire. Ces processus continuent pendant une partie du développement 

postnatal jusqu'à ce que la valve soit correctement organisée en une structure stratifiée 

trilaminaire [4]. 
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Figure I-9 : Développement des bourgeons endocardiques des valves cardiaques  

A : Développement des bourgeons endocardiques (BE) atrioventriculaires (AV). B : Développement des 

BE de la voie d’éjection. PA : artère pulmonaire, Ao : aorte. J : jour de gestation. Figure modifiée d’après 

LaHaye et al. [12]. 

La valvulogenèse est un processus finement régulé. Le développement et la maturation 

de la valve sont régulés par certaines voies de signalisation impliquées dans ceux de lignés 

cellulaires ostéogéniques [17]. En plus de la signalisation moléculaire, l’hémodynamique 

environnant joue aussi un rôle important dans la formation des bourgeons endocardiques. 

Les membres de la superfamille du facteur de croissance transformant (TGF-β, 

Transforming Growth Factor β) sont nécessaires à la transition endothélio-mésenchymateuse. 

La protéine osseuse morphogénétique 2 (BMP-2, Bone Morphogenetic Protein 2) sécrétée par 

les cellules du myocarde agit en synergie avec le TGF-β sécrété par les cellules endothéliales 

afin de stimuler la transition  endothélio-mésenchymateuse [18], [19]. La BMP-2 agit via 

l’activation des facteurs de transcription SMAD1/5/8 (small mothers against 

decapentaplegic)et le TGF-β via le facteur de transcription SMAD2/3 [11]. Outre ces facteurs 

de croissance, les voies de signalisation Notch, Ras mais aussi Wnt (wingless-related 

integration site)/β-caténine sont également impliquées dans le développement des bourgeons 

endocardiques du canal atrioventriculaire et de la voie d’éjection [12], [20]. En effet, Notch est 

indispensable pour le dépôt de la matrice extracellulaire et est nécessaire à la transition 
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endothélio-mésenchymateuse [11]. En outre, le facteur nucléaire des lymphocytes T activés 

cytoplasmiques 1 (NFATc1, cytoplasmic Nuclear factor of activated T-cells 1) et le RANKL 

(receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) sont également nécessaires[11]. 

Les cellules progénitrices de la valve ont un grand pouvoir de prolifération et de 

migration. Au cours du développement, elles expriment différents facteurs de transcription tels 

que T-box 20 (Tbx20), Sox9 : SRY-box 9 (sex-determining region Y -box 9), Msx1/2 (muscle 

segment homeobox 1/2) et Snai1. Elles expriment également des molécules de la matrice 

extracellulaire (périostine, cadhérine-11, matrice métalloprotéase 2 : MMP-2) régulées par la 

BMP et le facteur de croissance des fibroblastes (FGF, Fibroblast Growth Factor) (Figure I-

10) [21]. 

 

Figure I-10 : Facteurs de transcription et signalisation impliqués dans le développement de la 

valve aortique.  

A : Formation du bourgeon endocardique (en violet). Sous l’effet de la BMP-2, l’EMT est initiée et 

donnent les cellules progénitrices valvulaires. Elles expriment les facteurs de transcription Snai1, 

Twist1, Msx1/2 et Sox9. B : Les bourgeons endocardiques s'allongent pour former les primordia 

valvulaires. Le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) et la morphogenèse des feuillets 

valvulaires dépendent de Nfatc1 et Gata5. C : La stratification de la MEC des priomordia valvulaires 

en 3 couches (fibrosa, spongiosa et ventricularis) est associée à l'expression de Sox9. EMT : transition 

endothélio-mésenchymateuse. Figure modifiée d’après Wirrig et al. [22]. 
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4. Composants de la valve aortique 

a) Les cellules de la valve aortique 

La valve aortique présente une monocouche des cellules endothéliales valvulaires 

(VECs) qui tapissent la surface des feuillets et des cellules interstitielles valvulaires (VICs) qui 

sont disséminées dans les 3 couches de la matrice extracellulaire du feuillet (Figure I-11).  

 

Figure I-11 : Coupe histologique de cœur de souris 

Coupe transversale, VICs : cellules interstitielles valvulaires et VECs : cellules endothéliales 

valvulaires.  

(1) Les cellules interstitielles valvulaires 

Les cellules interstitielles valvulaires sont une population hétérogène comportant des 

fibroblastes, des cellules progénitrices mésenchymateuses, des myofibroblastes et des cellules 

musculaires lisses. Dans les valves sigmoïdes, les VICs ont 3 origines : les cellules progénitrices 

du bourgeon endocardique, les cellules de la crête neurale cardiaque et les cardiomyocytes 

dérivés du second champ cardiaque [23]. Les VICs présentent une morphologie allongée 

fusiforme. La population des VICs myofibroblastiques et des cellules musculaires lisses 

expriment l’alpha-actine du muscle lisse (α-SMA, alpha Smooth Muscle Actin) et la 

smootheline qui leur confèrent des propriétés contractiles [24]. Les cellules musculaires lisses 

sont localisées majoritairement dans la couche ventricularis et les cellules progénitrices 

mésenchymateuses dans la couche spongiosa [25] (Figure I-6). La fonction principale des VICs 
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est de maintenir l’intégrité structurale et la fonction normale de la valve en assurant le 

renouvellement de la matrice extracellulaire [26]. En outre, elles expriment différentes 

molécules d’adhésion telles que la N-cadhérine et la desmogléine, l’α-/β-caténine et les 

connexines 26/43/45 (Tableau 1) [27].  

Les cellules interstitielles valvulaires progénitrices (pVICs, progenitor Valvular 

Interstitial Cells) constituerent un pool de réserve cellulaire. Elles participeraient au 

renouvellement du contingent cellulaire de la valve en se différenciant en VICs quiescentes. 

Les pVICs ont un pouvoir de prolifération plus importante que les VICs quiescentes [28]. En 

plus des pVICs résidentes qui sont présentes continuellement dans la valve, nous avons aussi la 

présence des pVICs hématopoïétiques issues des cellules circulantes de la moelle osseuse [29]. 

Les pVICs hématopoïétiques peuvent se différencier en VICs activées sans passer par les qVICs 

[30]. 

Les cellules interstitielles valvulaires quiescentes (qVICs, quiescent Valvular 

Interstitial Cells) constituent la population cellulaire la plus importante de la valve aortique 

normale (95-98% des VICs) [8]. Elles assurent la fonction principale des VICs en sécrétant les 

éléments de la MEC ainsi que leur dégradation [26]. 

Les cellules interstitielles valvulaires activées (aVICs, activated Valvular Interstitial 

Cells) ou VICs myofibroblastiques (myoVICs) sont présentes en faible nombre dans une valve 

normale (5% des VICs). En condition pathologique ou de lésions valvulaire, leur population 

augmente et participe à la réparation tissulaire. Les qVICs peuvent s’activer en myoVICs en 

cas de lésions pathologiques et de stress hémodynamique ou mécanique anormaux. 

En plus de ces différents types de VICs, il existe des VICs ostéoblastiques (obVICs) 

dans la valve aortique en condition pathologique. Les obVICs seront abordées dans la partie 

portant sur la physiopathologie de la sténose aortique (SA). 

Par ailleurs, les VICs issues des valves du cœur gauche (mitrale, aortique) sont plus 

rigides que celles des valves du cœur droit (tricuspide, pulmonaire) suite à la forte expression 

de l’α-SMA et la protéine de choc thermique (HSP, Heat Shock Protein) [31], [32].  

 

 



14 

 

Types cellulaires Localisations Fonctions 

Cellules progénitrices 

mésenchymateuses  

Bourgeon endocardique 

embryonnaire 
Donnent naissance aux qVICs résidentes. 

PVICs 

Moelle osseuse, circulation 

sanguine et/ou feuillets de 

valve cardiaque 

Résidentes ou infiltrent la valve pour 

fournir des myoVICs et réparer le tissu de 

la valve. 

QVICs 

Feuillet de la valve aortique 

 

Maintiennent la structure et la fonction 

physiologique de la valve et inhibent 

l'angiogenèse dans la valve. 

myoVICs 

 

Feuillet de la valve aortique 

 

Expriment α-SMA et participent à la 

réparation tissulaire de la valve via la 

prolifération, la migration et le 

remodelage de la MEC.  

Répondent aux lésions valvulaires dues à 

des conditions pathologiques et à des 

forces mécaniques/hémodynamiques 

anormales. 

ObVICs 

 

Feuillet de la valve aortique 

 

Calcification, chondrogenèse et 

ostéogenèse dans la valve cardiaque. 

Sécrètent la phosphatase alcaline, 

l'ostéocalcine, l'ostéopontine, la 

sialoprotéine osseuse. 

Tableau 1 : Phénotypes des cellules interstitielles valvulaires et leurs fonctions. 

VICs : cellules interstitielles valvulaires, pVICs : VICs progénitrices, qVICs : VICs quiescentes, 

myoVICs : VICs activées ou myofibroblastiques. D’après Liu et al. [29]. 

(2) Les cellules endothéliales valvulaires  

Les cellules endothéliales valvulaires forment une fine barrière entre la circulation 

sanguine et la structure sous-jacente de la valve. Elles participent indirectement à l'homéostasie 

de la valve et au remodelage de la MEC principalement en régulant la perméabilité de la valve 

[33], l'adhérence aux cellules inflammatoires [34] ainsi que la signalisation paracrine vers les 

VICs locales et les cellules circulantes [35]. Le signal paracrine des VECs vers les VICs se fait 

via le monoxyde d’azote (NO), l’endothéline-1 et le peptide natriurétique de type-C [36]–[39].  

Les VECs sont orientées perpendiculairement au flux sanguin contrairement à 

l’endothélium vasculaire qui est orienté parallèlement. Butcher et collaborateurs ont observé 

que, in vitro, les VECs s'alignent perpendiculairement en réponse à des forces de cisaillement 
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hémodynamiques, tandis que les cellules endothéliales vasculaires s'alignent parallèlement à 

l'écoulement [40]. Ces résultats confirment ce qui est observé in vivo. Les VECs de 

l’endothélium de la face ventriculaire et celles de la face aortique sont soumises à des forces 

hémodynamiques différentes. Joignant la structure à la fonction, les VECs de la face 

ventriculaire présentent une forme allongée et une surface lisse alors que celles du côté de 

l’aorte ont une forme cuboïde et une surface striée [41]. En effet, les VECs bordant la couche 

fibrosa sont soumises à des forces de cisaillement oscillatoires alors que les VECs au niveau de 

la couche ventricularis sont soumises à des forces de cisaillement laminaires (Figure I-12). 

En culture, les VICs humaines issues de valves saines peuvent être distinguées des 

VECs par un marquage positif de l'α-SMA, la vimentine et la desmine, les marqueurs les plus 

utilisés, ainsi que le prolyl-4-hydrolase [42]. A l’inverse, les VECs sont positives pour la 

cadhérine endothéliale vasculaire (VE-cadhérine), le CD31 et le facteur de von Willebrand 

contrairement aux VICs [43].  

 

Figure I-12 : Feuillet d’une valve aortique en condition normale 

La valve aortique normale avec ses trois couches (fibrosa, spongiosa et ventricularis). Les VICs : 

cellules interstitielles valvulaires (bleu) s'activent en VICs myofibroblastiques (vert) pour remodeler la 

matrice extracellulaire. Les cellules endothéliales valvulaires (VECs) tapissent la valve et constituent 

une barrière contre le sang, empêchant la coagulation, médiant l'infiltration des lipides ainsi que des 

nutriments et modulent l'extravasation des cellules inflammatoires. Les VECs (rose) favorisent la 

quiescence des VICs via Le monoxyde d’azote (NO). Les VICs et les VECs communiquent via les 

cytokines. Cellules immunitaires résidentes (violet). La ventricularis subit une force de cisaillement 

laminaire, tandis que la fibrosa est soumise à une force de cisaillement oscillatoire. D’après Driscoll et 

al. [44]. 
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(3) Les autres types cellulaires  

En plus des VICs et des VECs, d’autres types cellulaires peuplent la valve aortique. Les 

cellules souches hématopoïétiques issues de la moelle osseuse sont présentes dans la valve [30]. 

Elles représentent 1 à 18% de la population cellulaire en condition normale. Elles conservent 

l’expression du CD45 (marqueur commun des leucocytes) et expriment aussi des marqueurs de 

VICs comme la vimentine [45]. En outre, les mélanocytes dérivés de la crête neurale, les 

cellules dendritiques, les macrophages et les mastocytes ont aussi été observés à la surface des 

valves matures atrioventriculaires et sigmoïdes [4]. 

b) La matrice extracellulaire de la valve aortique 

Le collagène est la protéine structurale la plus abondante chez les mammifères. Il est 

composé de 3 hélices α polypeptidiques et est sécrétée par différents types cellulaires dont les 

fibroblastes, les cellules épithéliales, les ostéoblastes et les chondroblastes. Dans une valve 

aortique saine, le collagène est présent dans les trois couches mais il est plus abondant dans la 

couche fibrosa où est retrouvé le collagène de type I et III. Au niveau de la membrane basale 

sous endothéliale, nous avons le collagène de type II et IV [46]. Quant au collagène fibrillaire 

de type I, c’est la protéine majoritaire de la valve. 

L’élastine est une autre protéine fibreuse de la matrice extracellulaire et confère 

l’élasticité aux tissus. Elle est sécrétée principalement par les fibroblastes, mais aussi par les 

chondroblastes et les cellules du muscle lisse.  Dans une valve normale, les fibres d’élastine 

sont majoritairement localisées dans la couche ventricularis [5] mais elles sont également 

présentes dans la couche spongiosa [47]. L’élastine est organisée en fibres alignées pour assurer 

un soutien structurel et donner une élasticité permettant la fermeture de la valve [6].  

Les protéoglycanes sont des glycoprotéines constituées d’une protéine et de 

glycosaminoglycane. Ils sont localisés en extracellulaire mais aussi au niveau membranaire et 

du côté intracellulaire. Le glycosaminoglycane est un polymère de disaccharide avec des 

résidus sulfate. Les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes sont présents dans les trois 

couches du feuillet valvulaire mais sont plus abondant dans la couche spongiosa [46]. Les 

protéoglycanes les plus abondants dans la valve aortique sont le versicane, le biglycane et la 

décorine alors que l'acide hyaluronique est le glycosaminoglycane le plus abondant [48]. La 

couche spongiosa est riche en protéoglycanes de type chondroïtine-sulfate qui lui confère une 
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structure compressible comme le cartilage [8]. De plus, le feuillet de la valve exprime également 

l’agrécane. 

La périostine est une protéine de la matrice extracellulaire localisée dans les tissus 

soumis à des contraintes mécaniques constantes. La périostine est fortement exprimée au cours 

de la valvulogenèse après la transition endothélio-mésenchymateuse, où elle joue un rôle 

critique dans la fibrillogenèse du collagène I [49]. Dans les valves cardiaques postnatales 

normales chez l’Homme, l'expression de la périostine diminue et se localise au niveau sous-

endothélial. Son expression est plus élevée dans la couche ventricularis que dans la couche 

fibrosa [50].  

La ténascine-C est une glycoprotéine hexamèrique de la matrice extracellulaire qui joue 

un rôle important dans le développement du tissu conjonctif. Elle est exprimée dans le tissu 

osseux en développement et dans la plaque d'athérome. Elle est transitoirement exprimée 

pendant la valvulogenèse. Dans les valves saines, l'expression de ténascine-C est faible et se 

limite à la membrane basale [51]. Elle interagit avec d'autres composants de la matrice 

extracellulaire tels que la fibronectine, le collagène, la périostine, la fibrilline-2 ainsi que les 

protéoglycanes. 

Outres les molécules de la MEC, les valves cardiaques humaines expriment différentes 

métalloprotéases matricielles (MMPs) et inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases 

matricielles (TIMPs). Les MMPs sont des protéases responsables de la dégradation des 

composants de la MEC. L'expression des MMPs et des TIMPs varie selon les différents types 

de valves. La MMP-1 est exprimée dans les quatre valves cardiaques, la MMP-2 n'est présente 

que dans les valves sigmoïdes alors que les MMP-3 et MMP-9 ne sont pas exprimées dans les 

valves cardiaques. Les TIMP-1 et TIMP-2 sont exprimées dans toutes les valves tandis que 

TIMP-3 n'est présent que dans les feuillets de la valve tricuspide [29]. Enfin, la valve aortique 

exprime des protéines d’adhésions telles que la fibronectine, la laminine, l’ostéonectine et la 

vitronectine [27], [46].  

 

  



18 

 

B. LA STENOSE AORTIQUE  

1. Généralités et épidémiologie  

La sténose aortique (SA) ou rétrécissement aortique est une pathologie caractérisée par 

un épaississement de la valve aortique conduisant à un rétrécissement progressif de l’ouverture 

de la valve aortique, qui est tardivement associé à une minéralisation. La conséquence finale de 

la SA est une insuffisance cardiaque chronique [52]. En effet, la diminution de la surface 

fonctionnelle de la valve en systole ainsi que sa fermeture incomplète en diastole empêchent 

son bon fonctionnement et ainsi l’obstruction de l’éjection du flux sanguin (Figure I-13). 

 

Figure I-13 : Valve aortique normale et sténosée.  

                                                  Figure modifiée d’après Hanna et al. [53]. 

La SA possède trois principales étiologies : les malformations congénitales, les maladies 

dégénératives et les maladies infectieuses rhumatismales. La SA congénitale représente 5% des 

cas de la pathologie et la première cause de la maladie chez les personnes ayant moins de 65 

ans [54]. Elle est due à une malformation de la valve aortique, principalement une bicuspidie. 

Le fait d’avoir deux cuspides au lieu de trois (tricuspide) entraine des modifications 

hémodynamiques qui affectent l’homéostasie de la valve. Les mécanismes physiopathologiques 

de la SA congénitale sont les mêmes que ceux de la SA dégénérative à la différence que son 

apparition est précoce. La SA dégénérative, principalement la maladie de Mönckeberg, se 

caractérise par un remodelage des feuillets valvulaires, une sclérose et un dépôt de calcium 
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entrainant un dysfonctionnement de la motilité et de l’ouverture de la valve. La SA dégénérative 

est la forme la plus fréquente de la pathologie dans les pays occidentaux en plus d’être la cause 

majeure de la maladie chez les plus de 65 ans. Elle représente 82% des cas de la SA [54]. Quant 

à la SA post-rhumatismal, elle est due à une fièvre rhumatismale suite à une infection 

bactérienne. Cette dernière provoque une inflammation et la dégradation de la MEC qui 

entrainent la fusion des commissures de la valve aortique formant une fausse bicuspidie. La SA 

post-rhumatismale est la principale cause de la maladie dans les pays en voie de développement 

mais elle est rare dans les pays industrialisés où elle ne représente que 11% des cas [54]. En 

outre, d’autres étiologies de la SA existent telles que l’endocardite infectieuse et l’exposition 

aux rayonnements ionisants. 

La SA est la plus fréquente des atteintes valvulaires (50%) et la troisième maladie 

cardiovasculaire dans les pays occidentaux après les coronaropathies et l’hypertension artérielle 

systémique [55]. Elle atteint principalement les personnes âgées avec une prévalence de 25 % 

de sclérose et 2% de sténose aortique chez les plus de 65 ans. Cette prévalence augmente avec 

l’âge et atteint 2,8% et 4% dans la population âgée de plus de 75 ans et 85 ans, respectivement 

[56]–[58]. Ces chiffres prédisent que la prévalence de la SA est appelée à augmenter dans les 

années à venir avec le vieillissement de la population ; ce qui en fait un problème majeur de 

santé publique. D’où l’importance d’étudier cette pathologie afin de mieux la connaître et la 

prévenir. 

Une étude de Yadgir et collaborateurs a analysé les données épidémiologiques des 

valvulopathies dans 195 pays. Les auteurs ont montré une forte progression des cas de SA ainsi 

qu’une augmentation de 101% de l’espérance de vie corrigée de l'incapacité (DALY, Disability-

adjusted life year), autrement dit l’espérance de vie en bonne santé, entre 1990 et 2017. Ils ont 

rapporté 12,6 millions de nouveaux cas de la SA en 2017 dans le monde et 18,1 millions de 

nouveaux cas de la maladie dégénérative de la valve mitrale. De plus, la SA a causé 102700 

décès à travers le monde en 2017. Ils ont également observé une disparité importante de la 

mortalité et de la prévalence en fonction des zones géographiques (Figure I-14) [59]. Dans une 

autre étude de 2019 regroupant 7247 patients en Europe et en Afrique du Nord, la SA 

représentait 41,2% des 5219 cas de valvulopathies contre 5,3 % de régurgitation de la valve 

aortique, 21,3% de régurgitation de la valve mitrale et 4,5% de sténose mitrale. En outre, 79,4% 

des patients avec une SA symptomatique avaient subi une intervention chirurgicale [60]. 
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Figure I-14 : Répartition mondiale de la prévalence du rétrécissement aortique 

Prévalences standardisées par rapport à l’âge de la sténose aortique en 2017 (cas pour 100 000 

personnes). Modifiée d’après Yadgir et al. [59]. 

2. Facteurs de risque de la sténose aortique  

Plusieurs facteurs de risque prédisposent au développement de la SA. Entre autres, nous 

retrouvons des facteurs comme les malformations congénitales dont la plus importante est la 

bicuspidie aortique, les anomalies génétiques et les facteurs acquis dont certains sont communs 

aux maladies cardiovasculaires. Dans un premier temps, nous présenterons de manière 

synthétique la bicuspidie aortique étant donné qu’elle est la principale malformation 

congénitale. Puis, nous aborderons les différents facteurs génétiques impliqués dans la 

pathogénicité ainsi que les autres facteurs connus.  

a) Bicuspidie aortique 

La bicuspidie aortique est une malformation congénitale de la valve aortique où la valve 

présente deux feuillets au lieu de trois (Figure I-15). Elle est l’atteinte la plus fréquente de la 

valve aortique et affecte 1 à 2% de la population [61]. Elle est due à une anomalie au cours des 

différentes étapes de la valvulogenèse. D’une part, une altération de la transition endothélio-

mésenchymateuse et de la migration des cellules de la crête neurale cardiaque pendant la 

formation du bourgeon endocardique. D’autre part, une altération de la septation de la voie 

d’éjection et de l'excavation du bourgeon endocardique valvulaire (Figure I-15) [62]. Ces 

dysfonctionnements conduisent au développement de deux primordia des feuillets valvulaires 

au lieu de trois. La bicuspidie aortique est la deuxième cause de la SA (Tableau 2).   
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Les patients ayant une valve aortique bicuspide présentent un profil hémodynamique différent 

de celui observé avec la valve aortique tricuspide [63]. Ils ont une forte tendance à développer 

la SA dès l'âge de 20 à 30 ans [57], [64]. La moitié des patients ayant une SA nécessitant un 

remplacement de la valve ont une valve aortique bicuspide [65], [66]. 

 

Figure I-15 : Valve aortique bicuspide de souris 

             Coloration à l’hématoxyline éosine safran d’une valve de souris en coupe transversale. 

 

Tableau 2 : Classification de malformation de la valve aortique 

Différents types de bicuspidie et leurs prévalences. Raphé en bleu et commissure en blanc. D : cuspide 

coronaire droit, G : cuspide coronaire gauche et NC : cuspide non coronaire. Tableau réalisé d’après 

Sievers et al. [67]. 
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La bicuspidie aortique est une maladie héréditaire liée à la mutation de plusieurs gènes, 

particulièrement NOTCH1. Une étude a montré le rôle important de Notch1 dans la 

valvulogenèse. En effet, la surexpression transitoire de Notch1 provoque un épaississement des 

valves cardiaques chez l'embryon du poisson-zèbre, tandis que l'inhibition de cette voie de 

signalisation interrompt la valvulogenèse suite à la diminution de la transition endothélio-

mésenchymateuse nécessaire à la formation de la valve (Figure I-16) [68]. Dans une autre étude, 

Garg et collaborateurs ont identifié une mutation autosomique dominante de NOTCH1 par une 

analyse de liaison génétique (Genetic linkage analysis) des valves aortiques bicuspides 

calcifiées dans des familles non syndromiques [69]. D’autres mutations de NOTCH1 ont été 

identifiées, non seulement dans des cas de valves aortiques bicuspides familiales, mais aussi 

dans 4 % des cas sporadiques [70].  

En plus de NOTCH1, d’autres gènes sont impliqués dans le développement de la 

bicuspidie notamment les mutations des gènes de l’oxyde nitrique synthase endothélial (eNOS), 

du facteur de transcription GATA5 et de la FIBRILINE1. L’eNOS participe au développement 

de la valve et des vaisseaux, mais son expression est faible chez les patients atteints de 

bicuspidie aortique [71]. Le facteur de transcription GATA-5 régule également le 

développement de la valve aortique, comme le montre sa délétion chez la souris qui entraine la 

formation de valves aortiques bicuspides [72].  
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Figure I-16 :  La voie de signalisation Notch dans le développement de la valve aortique. 

A : Notch est essentiel à transition endothélio-mésenchymateuse (EMT) (flèches bleues). La perte de 

fonction de Notch (NOTCH LOF) inhibe l’EMT chez les souris LOF. B : Notch contrôle le remodelage 

des valves cardiaques en régulant l'apoptose et la prolifération. Dans les cellules endocardiques de la 

valve (VECs), il favorise l'expression du facteur de nécrose tumorale (Tnfα) qui induit ensuite l'apoptose 

des cellules interstitielles valvulaires (VICs) et en parallèle, il active l'expression de Hbegf, qui inhibe 

ensuite la prolifération. Le dysfonctionnement de NOTCH entraîne une diminution de l'expression de 

Tnfα et de Hbegf, ce qui conduit à l'épaississement des feuillets valvulaires et à la bicuspidie aortique. 

Figure modifiée d’après Wang et al. [13]. 

b) Facteurs génétiques 

Plusieurs facteurs génétiques sont impliqués dans la pathogénicité de la SA. Ces facteurs 

sont les gènes qui régulent le développement de la valve et causent les malformations, ainsi que 

les gènes qui participent à la structure et la fonction de la valve aortique. 

C’est le cas du gène NOTCH1 précédemment cité dont la mutation conduit à la 

bicuspidie. Les mutations de NOTCH1 sont des facteurs de risque de la SA, de même que les 

mutations des gènes de la MEC tels que le COLLAGENE1A1 et l’ELASTINE [73]. Notamment 
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une mutation du gène ELASTINE à l’origine du syndrome de Williams est un facteur prédictif 

de la SA [74]. Les syndromes de Ehlers–Danlos et l’ostéogenèse imparfaite causés entre autres 

par des mutations sur le gène COLLAGENE1A1 sont également des facteurs de risque de la SA 

[75], [76]. 

Les mutations des gènes du métabolisme des lipides et du calcium sont aussi prédictives 

de la SA. Le gène de la lipoprotéine (a) (LPA) serait un facteur de risque de la SA. En effet, des 

études d'association pangénomique (GWAS, genome-wide association study) ont démontré 

qu’une mutation génétique sur le locus de LPA, qui se traduit par une augmentation du niveau 

d’expression de la Lp(a), est impliquée dans la SA. De même, le gène codant la palmdelphin 

(PALMD), qui favorise la différenciation des myoblastes et la régénération musculaire [77], a 

été identifié par une étude d'association pantranscriptomique (TWAS, transcriptome-wide 

association study) comme étant un gène important dans la SA. En effet, la baisse des niveaux 

d’expression de l’acide ribonucléique messager (ARNm) de PALMD dans la valve aortique est 

associée au risque de développer une SA [78]. Par ailleurs, dans une étude utilisant les deux 

précédentes techniques (GWAS et TWAS) ; Thériault et collaborateurs ont identifié d’autres 

gènes impliqués dans la SA : interleukine 6 (IL-6), phosphatase alcaline (ALPL, alkaline 

phosphatase) et neuron navigator 1 (NAV1). Ces gènes participent également au processus de 

minéralisation de la valve aortique qui sera abordé plus tard. 

En plus de l’implication de certains gènes dans la physiopathologie de la SA, les facteurs 

épigénétiques sont également impliqués dans le développement de la SA tels que les ARN non 

codant (ncRNA, non-coding RiboNuclic Acid) et la méthylation de l’acide désoxyribonucléique 

(ADN). 

Plusieurs ncRNA participeraient à la régulation de la SA parmi lesquels les micro ARN 

(miRNA) qui sont des ncRNA de 18 à 25 nucléotides et les longs ARN non codants (lncRNA, 

long non-coding RiboNuclic Acid) qui ont plus de 200 nucléotides. Ils participent à plusieurs 

processus cellulaires dont le développement cellulaire, la prolifération, le métabolisme 

lipidique et l’angiogenèse [79]. Les ncRNA régulent l’expression post transcriptionnelle des 

gènes soit en réprimant la traduction par fixation sur l’extrémité 3’-UTR, soit en dégradant le 

transcrit. Une étude a démontré que le lncRNA HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) joue 

un rôle dans la calcification de la valve aortique [80]. 
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Les miRNA peuvent activer des voies pro-inflammatoires et certains sont des 

stimulateurs ou inhibiteurs de la calcification des cellules interstitielles valvulaires humaines, 

deux processus clés de la SA qui seront abordés plus tard [81]. Zhang et collaborateurs ont 

démontré qu'en réponse à la BMP-2, le miRNA-30b régule négativement la calcification 

précoce des VICs en supprimant Runx2 (runt-related transcription factor 2), le SMAD1 et la 

caspase-3 [82]. De même, le miRNA-204 réprime la calcification en inhibant l’expression de 

Runx2 ; ce qui empêche la différenciation ostéoblastique des VICs. De plus, le miRNA-638 et 

le miRNA-138 empêchent la calcification des VICs en inhibant leur différenciation en 

ostéoblastes [83], [84]. Le miRNA-14, pour sa part, inhibe la formation des nodules de 

calcification, l'activité de l’ALP, l'expression de Runx2 et de BMP-2 induite par le TGF-β1 

dans les VICs porcines [85]. Toutefois, le miRNA-29b serait un promoteur de la calcification 

valvulaire via les voies TGF-β3/SMAD3 et Wnt3/β-caténine [86]. De même que le miRNA-

214 qui accélère la réaction inflammatoire par la voie de signalisation MyD88/ nuclear factor-

kappa B (NF-κB) [87].  

L’autre mécanisme épigénétique, qui jouerait un rôle dans la différenciation 

ostéogénique des VICs aortiques et donc la SA, est l’altération de la méthylation de l'ADN. 

Hadji et collaborateurs ont démontré que l’altération de la méthylation de l'ADN du promoteur 

du lncRNA H19 dans la SA est associée à une surexpression de ce lncRNA. Cette surexpression 

favorise la minéralisation en réduisant l’expression de Notch [88]. De plus, l’hypométhylation 

de la 5-lipoxygénase est associée à la SA. Cette dernière est impliquée dans la synthèse des 

leucotriènes qui favorisent l'inflammation. Les VICs humaines des valves calcifiées présentent 

une hypométhylation sur le site du promoteur de la 5-lipoxygénase et, par conséquent, une 

augmentation de l'expression de son ARNm. Ce qui contribuerait à l'inflammation [89]. 

c) Autres facteurs de risques 

En plus des facteurs génétiques, plusieurs facteurs de risque sont liés au développement 

de la SA : le genre masculin, le vieillissement, le tabagisme, l'hypertension artérielle, 

l’hypercholestérolémie, la dyslipidémie et le diabète mellitus [52]. A ces facteurs s’ajoute le 

taux plasmatique élevé de triglycéride, de calcium ou de créatine [52].  
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Le vieillissement, l’un facteur de risque connu de la SA, est associé à une diminution de 

la biodisponibilité du monoxyde d’azote qui entraine une augmentation des espèces réactives 

de l'oxygène (ROS). Il est également associé à une diminution de la prolifération des VECs en 

plus d'une perméabilité accrue de la paroi des cellules endothéliales. Les VECs changent de 

taille et de forme avec le vieillissement et expriment des profils moléculaires distincts [90].  

Aggarwal et collaborateurs ont montré que le genre masculin est positivement corrélé à 

une incidence plus élevée de la SA et des niveaux de calcification plus élevés comparé au genre 

féminin [91]. L'analyse transcriptomique des VICs porcines a également révélé des différences 

entre les mâles et les femelles. En effet, les VICs issues des mâles présentent plus 

d’inflammation, de dépôt de lipides et une plus forte expression de facteurs angiogéniques ainsi 

qu’un taux de prolifération et d’apoptose cellulaire plus importante comparé à celles issues des 

femelles [92]. Le développement de la maladie semble différent selon le sexe. Ainsi, pour une 

même sévérité de SA, celle-ci se caractérise chez la femme par une fibrose importante et une 

faible calcification et inversement chez l’homme par une importante calcification et moins de 

fibrose (Figure I-17) [93], [94].  

L’hypertension, quant à elle, entraine une hémodynamique anormale à l’origine de la 

pathologie. Certains mécanismes liés aux facteurs de risque seront discutés plus en détail dans 

la partie physiopathologie de la valve notamment celui concernant le métabolisme des lipides.  

 

Figure I-17 : Développement de la SA chez la femme et l’homme. 

Les femmes présentent une SA avec une prévalence de la fibrose et les hommes une SA avec la 

prévalence de la calcification. SA : sténose aortique. Figure modifiée d’après Summerhill et al. [94]. 
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3. Symptômes, diagnostic, et traitements  

a) Symptômes et diagnostic 

La sténose aortique est souvent asymptomatique au cours des premiers stades. Les 

symptômes ne se manifestent que lorsque les patients atteignent le stade sévère de la pathologie. 

Les symptômes fréquents de la SA sont une dyspnée, une angine de poitrine ou angor et une 

syncope. 

L’échographie est la technique par excellence pour évaluer le dysfonctionnement de la 

valve aortique et ses conséquences sur le ventricule gauche. L’IRM peut fournir des 

informations complémentaires ; notamment sur la fibrose du myocarde. L’échocardiographie 

transthoracique apporte des informations sur l’anatomie de la valve et les paramètres du flux 

sanguin ainsi que la présence de la calcification. Très souvent une échocardiographie est 

prescrite à la suite des murmures systolique et/ou d’autres symptômes lors de l’auscultation. 

Chez certains patients, la SA peut être diagnostiquée lors d’une échographie prescrite pour une 

autre pathologie. La majorité des patients diagnostiqués sont asymptomatiques et sont suivis 

jusqu’au remplacement de la valve. Cependant, une faible proportion des patients est 

diagnostiquée tardivement avec l’apparition des complications telles que les symptômes de 

l’insuffisance cardiaque.  

L’échocardiographie Doppler est utilisée pour déterminer la sévérité de la pathologie en 

mesurant les vélocités du flux sanguin, les gradients de pression transvalvulaires (ΔP), l’aire 

valvulaire aortique (AVA) ainsi que l’AVA indexée à la surface corporelle. D’autres techniques 

telles que l’échocardiographie transoesophagienne, le cathétérisme cardiaque, l’angiographie 

coronarienne, la tomodensitométrie et l’IRM peuvent être utilisées en complément pour 

confirmer le diagnostic. Ainsi, la SA intervient lorsque la surface valvulaire est inférieure à 1,5 

cm2 et une SA sévère lorsque cette surface est inférieure à 1 cm2 au lieu de 3 à 4 cm2 pour une 

valve normale, ainsi qu’un gradient de pression moyen supérieur à 40 mmHg (Tableau 3) [95]. 

Selon la sévérité de la pathologie, les patients peuvent être classés dans l’un des quatre stades 

de la SA suivants :  
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− Stade A : risque de SA, caractérisé par une sclérose aortique ou une bicuspidie 

− Stade B : caractérisé par une progression légère à modérée de la SA 

− Stade C : SA sévère asymptomatique 

− Stade D : SA sévère symptomatique.  

Critères de 

sévérité 
Sclérose aortique Légère Modérée Sévère 

Vmax (m/s) < 2 2 – 3 3 – 4 ≥ 4 

ΔPmoy (mmHg) < 10 10 – 19 20 – 39 ≥ 40 

AVA (cm2) > 2,0 1,6 – 2,0 1,1 – 1,5 ≤ 1,0 

AVA indexée > 1,2 1,0 – 1,2 0,7 – 0,9 ≤ 0,6 

Tableau 3 : Stades de la sténose aortique 

Vmax : vélocité transvalvulaire maximale, ΔPmoy : gradient de pression transvalvulaire moyen, AVA : 

aire valvulaire aortique, AVA indexée : AVA indexée à la surface corporelle. Tableau modifiée d’après 

Lindman et al. [52].  

Pour identifier la présence et le stade de la SA, l’évaluation des différents paramètres 

est nécessaire. Aux principaux paramètres cités ci-dessus s’ajoutent l'état fonctionnel, le 

volume systolique, l'indice de vélocité Doppler (VEi), le degré de calcification valvulaire, la 

fonction du ventriculaire gauche, la présence ou non d'hypertrophie du ventriculaire gauche. 

Selon les dernières recommandations de la société européenne de cardiologie et l’association 

européenne pour la chirurgie cardiothoracique de 2021, quatre catégories de SA sévères 

peuvent être définies en se basant sur les résultats des investigations précédentes [96] : 

− Sténose aortique à gradient élevé [ΔP ≥ 40 mmHg, Vmax ≥ 4,0 m/s, AVA ≤ 1 cm2 (ou 

≤ 0,6 cm2/m2)]. 

− Sténose aortique à faible débit et à faible gradient avec fraction d'éjection (FEVG) 

réduite (ΔP < 40 mmHg, AVA ≤ 1 cm2, FEVG < 50%, VEi ≤ 35 mL/m2).  

− Sténose aortique à faible débit et à faible gradient avec fraction d'éjection préservée (ΔP 

< 40 mmHg, AVA ≤ 1 cm2, FEVG ≥ 50%, VEi ≤ 35 mL/m2).  

− Sténose aortique à flux normal et à faible gradient avec fraction d'éjection préservée (ΔP 

< 40 mmHg, AVA ≤ 1 cm2, FEVG ≥ 50%, VEi > 35 mL/m2).  
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b) Traitements 

Actuellement, il n’existe aucun traitement médicamenteux de la SA. Le seul traitement 

disponible est le remplacement de la valve aortique (RVA) par une prothèse mécanique ou une 

bioprothèse (Figure I-18). Le RVA se fait soit par thoracotomie, soit par voie percutanée 

(TAVI, Transcatheter Aortic Valve Implantation). En absence de remplacement de la valve, le 

taux de mortalité est de 37% un an après l’apparition des symptômes [97]. Etant une maladie 

qui touche majoritairement les personnes âgées présentant d’autres comorbidités en plus de la 

SA ; le TAVI s’est avéré être un traitement de choix pour les patients avec des contre-

indications à la chirurgie.  

 

Figure I-18 : Modèles de prothèse de valve aortique. 

Figure modifiée d’après Freitas-Ferraz et al. et Kwon et al. [98], [99] 

Plusieurs molécules thérapeutiques ciblant les voies de signalisation et les acteurs 

impliqués dans la physiopathologie de la SA font ou ont fait l’objet d’essais cliniques. Certaines 

sont déjà utilisées dans le traitement d’autres pathologies notamment pour le traitement des 

atteintes vasculaires dont l’athérosclérose. Ces molécules ont donné des résultats satisfaisants 

en préclinique, cependant ceux obtenus en clinique ne sont pas concluants. L’un des exemples 

est l’utilisation des statines dans le traitement de la SA. Les statines représentent un groupe de 

médicaments utilisé pour le traitement de l’hypercholestérolémie dans les maladies 

cardiovasculaires. Ce sont des inhibiteurs de l’Hydroxyméthylglutaryl-Coenzyme A réductase 
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(HMG-CoA réductase), une enzyme du métabolisme du cholestérol. D’après l’hypothèse 

émise, les statines ralentiraient la progression de la SA en diminuant le taux des lipides. Ces 

derniers jouent un rôle important dans la physiopathologie de la SA. Bien que les statines soient 

un traitement efficace pour les patients avec des plaques d’athéromes, elles ne peuvent pas 

ralentir la progression de la pathologie [100]–[102]. Les investigations sur des potentiels 

médicaments inhibant différentes voies de signalisation sont en cours : les voies de signalisation 

BMP/TGF-β, Wnt/β-caténine, eNOS, Notch, RANKL et le système rénine-angiotensine.  

 

4. Physiopathologie 

Longtemps considéré comme un processus passif et une pathologie dégénérative de la 

valve, la SA est en réalité une pathologie active caractérisée par une inflammation qui conduit 

à un épaississement fibreux des feuillets de la valve aortique et au final à une calcification de 

la valve. Le remodelage fibreux et la minéralisation empêchent la diffusion passive des 

nutriments et de l’oxygène à travers la valve d’où la mise en place d’une néoangiogenèse. Ainsi, 

les processus physiopathologiques de la SA sont l’inflammation, la fibrose ou sclérose et la 

calcification aboutissant à la sténose de la valve (Figure I-19). 

Le point de départ de la SA est une lésion endothéliale entrainant une activation de 

l’endothélium valvulaire via la surexpression des molécules d’adhésion. Elle est suivie du 

recrutement des cellules immunitaires, du dépôt de lipides et de la mise en place d’une réaction 

inflammatoire. Ensuite, une fibrose caractérisée par un remodelage de la matrice extracellulaire 

a lieu et elle aboutit à une valve aortique sclérosée [7], [103]. C’est le stade précoce de la 

maladie qui est souvent asymptomatique. De plus, l’initiation de la pathologie implique 

l’activation des VICs.  

Le stade final de la pathologie, appelé la SA calcifiée, se caractérise par des larges 

nodules calcifiés à la surface du feuillet qui font saillie dans le sinus de Valsalva gênant ainsi 

la motilité du feuillet [9]. Les lésions et la calcification interviennent préférentiellement au 

niveau de la couche fibrosa du feuillet valvulaire [2]. En outre, les voies de signalisation 

impliquées dans la valvulogenèse et l’ostéogenèse, telles que Wnt, TGF-β1, BMP et Notch sont 

également impliquées dans l'apparition de la SA. Les différents processus et acteurs de la 
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physiopathologie de la SA étant étroitement liés, nous avons décidé de les présenter en fonction 

des principaux processus de la pathologie.  

a) Lésion endothéliale  

L’élément déclencheur de la SA est une lésion endothéliale telle qu’observée dans 

l’athérosclérose. Cette lésion résulte de l’exposition aux différents facteurs de risque tels que 

l’étirement cyclique de la valve et les forces hémodynamiques extrêmes comme la diminution 

des forces de cisaillement. En condition physiologique, les forces de cisaillement du flux 

sanguin contribuent à l’homéostasie valvulaire. Cependant, une modification de ces forces 

entraine une lésion endothéliale et la surexpression de la VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion 

Molecule), l’ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule) et la sélectine endothéliale (E-

selectine) [104], [105]. Ceci permet l’infiltration des lipides, particulièrement les lipoprotéines 

de basse densité (LDL, Low Density Lipoprotein) et la lipoprotéine (a), ainsi que le recrutement 

des cellules inflammatoires dans le feuillet valvulaire (Figure I-20). Par la suite, des foyers de 

lésion sous-endothéliaux (sous forme de plaque) sont mis en place avec différents acteurs 

cellulaires qui interagissent. De plus, les VECs produisent des ROS qui oxydent les LDL [58]. 

L’expansion de ce processus inflammatoire aboutit à une activation des VICs. Le remodelage 

de la matrice extracellulaire qui en résulte, en plus de la rigidification des feuillets et le 

dysfonctionnement valvulaire, provoque un stress mécanique supplémentaire qui entretient la 

boucle auto-entretenue du dysfonctionnement endothélial [58]. 
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Figure I-19 : Etapes de la progression de la SA et les mécanismes sous-jacents.  

                RAS : système rénine-angiotensine. Figure modifiée d’après Kostyunin et al. [106].  
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b) Inflammation de la valve aortique 

La SA peut être considérée comme une maladie inflammatoire tout comme 

l’athérosclérose. Cette inflammation est le plus souvent stérile. C’est la principale réponse de 

l'immunité innée qui survient après une lésion de l’endothélium entrainant l’activation de ses 

cellules et le dépôt de lipides. Plusieurs études ont démontré une corrélation significative entre 

le degré de l’inflammation de la valve aortique et le développement de la calcification. Dans 

ces études, les patients atteints de SA sévère présentaient une forte réaction inflammatoire et 

une calcification [107]–[109]. 

(1) Infiltration des cellules immunitaires et les cytokines 

Une valve aortique normale contient très peu de cellules immunitaires qui se limitent 

aux macrophages et aux mastocytes. Des études ont démontré que l’augmentation de la densité 

de leucocytes dans une valve calcifiée est corrélée à la sévérité de la sténose et la dégradation 

des paramètres hémodynamiques donc une progression rapide de la maladie [110], [111]. 

D’autres études ont démontré que les régions calcifiées sont riches en lymphocytes, 

macrophages et cellules de type ostéoblaste. Par conséquent, l’inflammation participe au 

processus de la fibrose et de la minéralisation [111]. Une fois dans la valve, les cellules 

inflammatoires (particulièrement les macrophages) produisent un cocktail cytokinique (IL-1β, 

IL-6, IL-8), les facteurs de croissance ostéogéniques, le facteur de nécrose tumorale α (TNF-

α), l'IGF-1 (Insulin Growth factor) et le TGF-β. Ces derniers sont responsables de la 

transdifférenciation cellulaire (Figure I-20). Elles produisent également des enzymes 

protéolytiques (collagénase-1/MMP-1, collagénase-3/MMP-13, gélatinase A/MMP-2 et 

gélatinase B/MMP-9) et des cystéines endoprotéases (cathepsines K et S) responsables, cette 

fois, du remodelage de la matrice extracellulaire (Figure I-20).  

L’analyse des échantillons humains des valves de patients atteints de SA a permis la 

caractérisation des cellules immunitaires infiltrantes. Wu et collaborateurs ont étudié les 

populations lymphocytaires chez les patients atteints d’une SA sévère. Ils ont montré que les 

lymphocyte T CD8+/CD28- étaient présents à proximité des nodules calcifiés de la valve 

aortique. De même, ils jouent un rôle crucial dans la SA, comme le montre la corrélation entre 

le degré d'expansion clonale et la sévérité de la calcification valvulaire [112]. Une autre équipe 

a montré des agrégats de lymphocytes infiltrants contenant des lymphocytes T CD4+ et CD8+, 

avec une prépondérance des cellules T CD4 dans les valves des patients atteints de SA bicuspide 
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et tricuspide [113]. De plus, le niveau d'activation des lymphocytes T circulants est fortement 

corrélé au degré de calcification de la valve indiquant que le niveau d’activation du système 

immunitaire est lié à la sévérité de SA calcifiée [113].  

Les cytokines jouent également un rôle important dans le développement de la SA. C’est 

le cas de l'IL-6 qui est une cytokine sécrétée par différents types cellulaires tels que les 

macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Elle est surexprimée dans les VICs 

humaines des valves calcifiées [114]. Une étude de El Husseini et collaborateurs a démontré 

que les VICs traitées avec IL-6 surexprimaient les marqueurs ostéogéniques (Runx2, 

Ostéopontine, BMP-2), le TGF-β1 ainsi que  le collagène IA1 et présentaient plus de 

calcification [114]. L’IL-1β participe également au processus de calcification de la valve. Son 

expression augmente dans les valves aortiques sténosées [65]. L’IL-1β augmente l’expression 

des MMPs qui, à leur tour, exacerbent le processus de sténose valvulaire et activent la voie NF-

κB. Ce qui conduit à la synthèse de plusieurs cytokines telles que l’IL-6, l’IL-8 et la chémokine 

MCP-1(monocyte chemoattractant protein-1). Ces cytokines participent au processus 

pathologique de la SA [58]. L'IL-18, l'une des principales cytokines pro-inflammatoire, est aussi 

exprimée dans les valves aortiques sténosées et est positivement corrélée à la sévérité clinique 

de la SA [115]. En effet, L'IL-18 augmente significativement l'expression génique et protéique 

de α-SMA. De plus, le traitement des VICs par IL-18 favorise l’expression des ARNm de 

l'ostéopontine et de Runx2 ainsi que l'activité de l’ALP en présence d’un milieu ostéogénique 

[115]. Contrairement aux précédentes cytokines, l'IL-37 est une cytokine anti-inflammatoire de 

la famille de l’IL-1. Elle inhibe les processus ostéogéniques en réduisant l'expression de la 

BMP-2 et l’ALP. Cette dernière est peu exprimée dans la SA, par conséquent la forte expression 

de BMP-2 peut favoriser la calcification des VICs par l'expression de l'ALP. Ceci entraîne par 

la suite un épaississement valvulaire aortique [116]. Ces observations confirment l’effet 

protecteur d’IL-37 sur la calcification de la valve. 

Le TGF-β1 est connu pour stimuler la fibrose et la minéralisation de la valve dans la 

SA. Il participe entre autres à la différenciation myofibroblastique dépendante de SMAD [117], 

[118] et à la minéralisation dépendante de l'apoptose [119]. Plusieurs études ont démontré que 

le TGF-β1 contribue à la transition endothélio-mésenchymateuse des VECs en augmentant leur 

expression d’α-SMA [120], [121]. En outre, le TGF-β1 stimule la contraction de la matrice 

extracellulaire par les VICs porcines cultivées dans une matrice de collagène en 3 dimensions 

[118]. Le TGF-β1 peut également activer la MAPK (Mitogen-activated protein kinases) qui 
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favorise la synthèse du collagène, la formation de nodules, le stress oxydatif et la sénescence 

cellulaire [122]. L’effet pro-calcifiant du TGF-β1, suite à l’activation de SMAD2/3 dans les 

VICs porcines et humaines des valves calcifiées, entraine une liaison accrue des LDL aux 

chaînes de glycosaminoglycanes. Ce qui entraine le dépôt TGF-β1 dans la MEC [123]. 

L’activité de l’ALP et la formation de nodules calcifiés dans les VICs porcines sont également 

médiées par la voie non canonique du TGF-β1 [124]. L’activation du récepteur du TGF-β1 

induit également l'expression de la cadhérine-11 qui permet la formation de nodules en se liant 

à l'α-SMA [125]. Enfin, les patients atteints de SA ont un taux sanguin de TGF-β1 trois fois 

plus élevé que les témoins sains [126]. D'autres membres de la superfamille des TGF-β peuvent 

aussi induire la calcification. En effet, le traitement des VICs humaines saines par TGF-β1/β3, 

BMP-2/4/7 entraine une augmentation de l'activité de l’ALP et de l'expression de l'ostéocalcine 

[127]. 

D’autres molécules du processus inflammatoire participent à la physiopathologie de la 

SA telles que la cyclo-oxygénase 2 (COX-2). C’est une enzyme qui joue un rôle crucial dans la 

synthèse des leucotriènes et des prostaglandines. Elle participe également à l’ostéogenèse 

notamment celle via la mécanotransduction [128]. La HMGB1 (high–mobility group box 1), 

une protéine constitutive de la chromatine, est également impliquée dans la SA. C’est un liguant 

du récepteur TLR4 (Toll-like 4) qui joue un rôle important dans l’inflammation et l’initiation 

de la réponse antigène spécifique de l’immunité adaptative. Chez les VICs humaines, la 

HMGB1 subit une translocation du noyau vers le cytoplasme puis vers l'espace extracellulaire 

où elle exerce son effet inflammatoire [129]. Ce processus est dépendant de l'ostéopontine, un 

marqueur connu de la calcification. L'expression de l'ostéopontine est accrue dans les valves 

humaines calcifiées, de même que la quantité de HMGB1 dans le milieu extracellulaire et dans 

certaines VECs [129].  
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Figure I-20 : Processus moléculaires de la SA  

ACE : enzyme de conversion de l'angiotensine, AngI/II : angiotensine I/II, AT1R : récepteurs de l'AngII 

de type 1, ATX : autotaxine, ChM-1 : chondromoduline-1, EDP : produits de dégradation de l'élastine, 

ERC : complexe récepteur de l'élastine, FZD : récepteur frizzled, LLC : large latent complex, LPA : 

acide lysophosphatidique, LPAR1 : récepteur de LPA 1, LPC : lysophosphatidylcholine, Lp(a) : 

lipoprotéine(a), Lrp5 : low-density lipoprotein receptor-related protein 5, OPG : ostéoprotégérine, 

oxPLs : phospholipides oxydés. Certains mécanismes sur cette figure n’ont pas été abordés dans ce 

travail. Voir la liste des abréviations pour celles non indiquées. Figure modifiée d’après Kostyunin et 

al. [106]. 
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(2) Dépôt de lipides et stress oxydatif 

La SA est caractérisée par un dépôt de lipides dans la MEC de la valve consécutive 

d’une lésion endothéliale. Ce dépôt de lipides participe au remodelage de la valve et à sa 

minéralisation. Parmi les éléments du métabolisme lipidique impliqués dans la 

physiopathologie de la SA, nous avons notamment la sphingosine-1-phosphate (S1P) qui est un 

lipide médiateur de la signalisation cellulaire. L'administration concomitante de S1P et de 

lipopolysaccharides (LPS) induit une réponse pro-inflammatoire synergique, notamment en 

augmentant l’expression de l’IL-6/8, la COX-2 et l’ICAM-1 chez les VICs [130]. La S1P et les 

LPS se fixent sur les récepteurs 1/3 de la S1P et des TLR4 respectivement puis ils activent les 

voies de signalisation de MAPK p38,  protéine kinase C (PKC) et NF-κB [130]. En outre, la 

stimulation des VICs par les LPS seuls active la voie de signalisation du NF-κB. Cette activation 

entraine la sécrétion de l’IL-6 et l’IL- 8 ainsi que l’augmentation de l'expression de BMP-2 et 

de Runx2 [131].  

La phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (Lp-PLA2, lipoprotein-associated 

phospholipase A2) est également fortement exprimée dans la valve aortique calcifiée. In vitro, 

la lysophosphatidylcholine, produit de l'activation de la Lp-PLA2, augmente l'expression de 

l'ostéopontine, de l'ALP et de l’autotaxine. Elle induit la calcification avec l’implication de 

l'enzyme autotaxine ainsi que l'apoptose par une voie dépendante de la protéine kinase A (PKA) 

[132]. De plus, l'expression de la phospholipase A2 des groupes IIE/V est associée à une 

expression accrue des marqueurs ostéogéniques dont BMP-2 ainsi que le degré de la réaction 

immunitaire [133]. Une autre enzyme du métabolisme lipidique impliquée dans la SA est 

l'autotaxine ou ectonucléotide pyrophosphatase/phosphodiestérase-1, comme mentionné ci-

dessus. C’est une glycoprotéine qui transforme la lysophosphatidylcholine en acide 

lysophosphatidique (Figure I-20). Les valves aortiques calcifiées humaines présentent des 

niveaux élevés d'autotaxine. Elle est également exprimée par les VICs. De plus, l’autotaxine est 

colocalisée avec les phospholipides oxydés et l'apolipoprotéine A. L’autotaxine et l’acide 

lysophosphatidique accélèrent la minéralisation de la valve aortique via la voie NF-κB/IL-

6/BMP [134]. 

Un autre mécanisme important dans le développement de la SA est le stress oxydatif. 

En effet, les ROS générées par le peroxyde d'hydrogène (H2O2) induisent une augmentation des 

dommages oxydatifs de l'ADN, une altération des enzymes de réparation de l'ADN et une 

diminution de l'expression de la superoxyde dismutase, de la catalase et d'autres antioxydants 
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ainsi que l'expression de Runx2 [135]. Ce mécanisme explique l'accumulation de ROS et le 

remodelage de la microstructure de la cuspide caractéristique de la sclérose de la valve aortique, 

la phase précoce de la SA.  

Par ailleurs, les LDL oxydées (ox-LDL) jouent un rôle central dans l’activation de 

l’inflammation dans la SA [136]. Les oxLDL participent à la dégénérescence et à la 

calcification des tissus en s’accumulant dans les valves calcifiées [137]. La stimulation par 

l'oxLDL des VICs humaines saines augmente l'expression des transporteurs du phosphate 

inorganique favorisant l'accumulation du phosphate de calcium pendant la minéralisation [138]. 

En outre, la réponse immunitaire innée peut être déclenchée par les ox-LDL via l’activation des 

TLRs exprimés par les VICs et du facteur de transcription NF-κB qui a pour effecteur la BMP-

2 et le Runx2 (Figure I-20) [139].  

a) Fibrose ou sclérose de la valve aortique  

Au niveau histologique, une valve sclérosée présente une distribution et une 

composition de la MEC altérées telles que la fragmentation des fibres d’élastine, l’augmentation 

des fibres de collagène, la désorganisation des faisceaux de collagène et l’augmentation de 

l'activité des enzymes du remodelage de la MEC [140], [141]. 

(3) Différenciation myofibroblastique des VICs  

En condition pathologique, la population des VICs s’active entrainant une proportion de 

plus de 30% des myofibroblastes et des VICs ostéoblastiques [7]. Les VICs quiescentes 

deviennent des VICs myofibroblastiques en réponse à des lésions pathologiques ou de stress 

hémodynamique/mécanique anormal. Ce qui entraîne l'apparition des VICs activées ou 

myoVICs, l’augmentation des cellules spumeuses (macrophages) et un certain nombre de 

chimiokines ainsi que des facteurs de croissance stimulant l'activation des VICs (Figure I-10).  

L'activation des VICs s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion et de la 

dégradation de la matrice extracellulaire, de l'expression des MMPs et TIMPs, de l’expression 

des marqueurs de myofibroblastes tels que α-SMA, vimentine et SMemb (embryonic non 

muscle myosin heavy chain), ainsi que l’augmentation de leurs prolifération et migration [142]. 

Ces processus sont des caractéristiques importantes de la réparation d’une lésion tissulaire et 
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peuvent être régulés par le FGF-2 et le NO. En outre, les myoVICs sécrètent également plus de 

cytokines, notamment le TGF-β qui a des fonctions autocrines importantes [29].  

Plusieurs facteurs physiques et moléculaires contrôlent l’activation des VICs. La densité 

cellulaire est un de ces facteurs. Une étude a démontré que la densité cellulaire affecte plusieurs 

protéines clés de l’activation des VICs notamment la β-caténine, la N-cadhérine, l'α-SMA, le 

TGF-β et les SMAD2/3 nucléaire [143]. Une autre étude a, quant à elle, démontré que la 

stimulation in vitro des VICs porcines en culture par le TGF-β1 accélèrent leur différenciation 

en myofibroblastes avec l’expression d’α-SMA organisé en faisceaux appelés fibres de stress. 

A cela s’ajoute l’augmentation du remodelage de la fibronectine[117]. Par ailleurs, 

l'ensemencement de VICs sur une matrice enrichie en héparine et/ou fibronectine conduit à la 

rétention du TGF-β dans la MEC et entraine leur activation. L'héparine seule induit l’expression 

d’α-SMA en se liant et en augmentant la synthèse de novo de TGF-β par les VICs, ce qui 

augmente leur activation [144]. En se fixant sur son récepteur TGF-βR1, le TGF-β1 active 

SMAD2/3 qui une fois dans le noyau induit la surexpression des marqueurs des cellules du 

muscle lisse : α-SMA et SM22α. Le TGF-β1 permet également la stabilisation et la 

translocation nucléaire de la β-caténine qui est importante dans la différenciation par la voie 

Wnt/β-caténine. Les voies de signalisation TGF-β1/SMAD et TGF-β1/β-caténine sont 

conjointement activées lors de l’activation des VICs [145]. Après leur activation, les myoVICs 

forment des nodules puis les cellules à l'intérieur du nodule subissent des changements 

dystrophiques et une apoptose, ce qui entraîne la libération de facteurs qui stimulent la 

nucléation des cristaux de calcium [127].  

(4) Remodelage de la matrice extracellulaire 

Les caractéristiques de la SA sont entre autres les altérations majeures qui se produisent 

dans l’organisation, la composition et les propriétés mécaniques de la MEC. Au final, le 

remodelage inadapté de la MEC se traduit par des feuillets sclérosés raides qui obstruent le flux 

et compromettent la fonction cardiaque. En condition pathologique, l’augmentation du 

remodelage est médiée par l’activité des MMPs (MMP-1, MMP-3 et MMP-9), leurs inhibiteurs 

(TIM-1 et TIM-2) et les cathepsines avec une synthèse importante ainsi qu’un dépôt 

désorganisé des nouvelles fibres (Figure I-21) [7].  
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Figure I-21 : Remodelage pathologique de la MEC valvulaire 

MEC : matrice extracellulaire, VICs : cellules interstitielles valvulaires. Figure modifiée d’après 

Kostyunin et al. [106]. 

Dans la SA, l’augmentation de la production de collagène conduisant à la fibrose 

valvulaire est suivie de l’augmentation de son renouvellement. Ce qui entraine une diminution 

du contenu en collagène I et III et un remodelage de la MEC. Ces phénomènes induisent des 

changements physiopathologiques de la structure, la fonction et le phénotype des VICs. Huston 

et collaborateurs ont démontré que la SA est associée à un remodelage micro architectural 

spécifique du collagène. La majorité des altérations des fibres de collagène est localisée dans la 

couche spongiosa, où le nombre de fibres de collagène ainsi que la largeur et la densité des 

fibres sont augmentées. À l’inverse, ces changements ne sont pas observés dans la couche 

fibrosa [140].  

De surcroit, la quantité des fibres d'élastine est réduite dans la couche ventricularis et 

les fibres sont désorganisées et fragmentées lors de la SA [5]. La surexpression des protéases 

telles que les MMP-2/9 et les cathepsines S/K/V/G seraient à l’origine de la perte et la 

fragmentation des fibres d'élastine (Figure I-20). En effet, la déficience en cathepsine S réduit 

la fragmentation de l'élastine et la calcification dans la valve aortique chez les souris knock-out 

pour l’apolipoprotéine E atteinte d'une maladie rénale chronique induite chirurgicalement [7]. 
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De plus, la dégradation de l'élastine dans la valve aortique entraînent une légère augmentation 

de la rigidité des feuillets [146].  

Au cours de la SA, les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes agissent en retenant 

l'eau, le TGF-β et les lipides. Ce qui attire les cellules inflammatoires et provoque la 

calcification [48]. Les petits protéoglycanes riches en leucine (versicane, décorine et biglycane) 

et l’acide hyaluronique sont abondants dans le contour immédiat des nodules calcifiés mais 

absents à l’intérieur. Ils jouent également un rôle dans la physiopathologie de la SA [147]. En 

outre, la quantité de protéoglycanes et d’acide hyaluronique augmentent dans les 3 feuillets 

avec l’âge et le développement de la pathologie [5], [147], [148]. Le biglycane et la décorine 

sont présents dans les régions de formation précoce de nodules calcifiés des valves aortiques 

humaines [147]. Ils peuvent ainsi contribuer à l’accélération de la pathologie en piégeant le 

TGF-β ou d'autres facteurs de croissance associés à la SA [7]. Par ailleurs, l’expression du 

biglycane est corrélée à la sévérité de sténose [149]. Elle est plus élevée dans VICs humaines 

issues des valves sténosées par rapport à celles des valves saines. Les oxLDL stimulent 

l'expression du biglycane dans les VICs humaines et ce dernier se fixe sur le TLR2, dont les 

effecteurs sont la BMP-2 et l'ALP (Figure 20). De plus, en se liant au TLR2, le biglycane induit 

la production de la protéine de transfert des phospholipides. C’est une protéine majeure 

impliquée dans le métabolisme lipoprotéique, l'inflammation et la rétention des lipides [150]. 

Ce processus montre le lien entre l’inflammation, le dépôt lipidique et calcification de la valve. 

Dans la physiopathologie de la SA, la périostine favorise le développement des 

marqueurs de la pathologie y compris l'angiogenèse et l'augmentation des MMPs. A l’inverse, 

elle prévient la pathologie en réprimant la calcification associée à l'ostéogenèse. Ces rôles 

contradictoires pourraient être expliqués par l’expression spatiale de la périostine dans la 

pathologie. D’une part, elle a une forte expression dans la couche ventricularis et la couche 

spongiosa où se produit l'angiogenèse [50]. D’autre part, son expression est faible dans la 

couche fibrosa où se produit la calcification [151]. Chez l'homme, l'expression de la périostine 

est plus faible dans les VICs provenant des valves calcifiées que celles des valves saines. De 

plus, la stimulation par des LPS des VICs cultivées sur du collagène diminue l’expression de la 

périostine [152].  

Dans les valves aortiques normales, l'expression de la ténascine-C se limite à la 

membrane basale. Alors que dans les valves sténosées, elle est présente dans toutes les couches 

de la valve ; notamment dans les nodules calcifiés. Les myoVICs sont la principale source de 
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ténascine-C dans les valves malades et l’expression de cette dernière est corrélée à la 

progression de la SA [51]. La ténascine-C est surexprimée dans les valves humaines calcifiées. 

De plus, l'expression de la MMP-2 et son activité protéase collagénolytique sont augmentées 

par l'ajout de ténascine-C à des VIC aortiques humaines ou ovines en culture [153]. 

Les MMPs et les TIMPs sont connus pour favoriser le remodelage de la matrice 

extracellulaire. Les niveaux d'expression et d'activité de MMP-3, MMP-9 et TIMP-1 sont 

accrus dans les valves aortiques humaines calcifiées [141]. De plus, le TNF-α et le MMP-1 sont 

également surexprimés dans les valves humaines sténosées [154]. La quantité de collagène et 

d’élastine de la valve aortique diminue généralement avec l'âge. Cette diminution est associée 

à l’augmentation des enzymes qui dégradent l'élastine et le collagène telles que les cathepsines 

et les MMPs. La surexpression des cathepsines (cathepsines S/K/V) et des MMPs (MMP-1, 

MMP-2, MMP-3, MMP-12) sont nécessaires au remodelage valvulaire et à la calcification dans 

la SA [155]. Les TIMPs seraient différentiellement exprimés au cours de la SA. Les TIMP-1/2 

sont surexprimés tandis que les TIMP-3/4 sont régulés à la baisse [155], [156].  

En plus des MMPs et des TIMPs, d’autres molécules régulent le remodelage de la MEC 

; notamment les protéases ADAMT (A Disintegrin And Metalloprotease with thrombospondin 

motifs) qui sont localisés dans les couches fibrosa et ventricularis. Ils sont entre autres 

impliqués dans la protéolyse de l’agrécane et le versicane. Les VICs issues des valves aortiques 

calcifiées expriment moins d’ADAMTS5 comparées à celles issues des valves saines. Cette 

régulation négative est plus importante du côté aortique de la valve. L’ADAMTS5 participe 

également à la transition myofibroblastique et ostéoblastique des VICs via l'augmentation de la 

matriline-2 (un substrat d'ADAMTS5) qui à son tour active la voie de la signalisation NF-κB 

pour induire la transition phénotypique des VICs [157].  

(5) Angiogenèse  

En condition physiologique, les feuillets valvulaires sont avascularisés et exempts de 

lymphocytes et monocytes infiltrants. Le développement de la SA, s’accompagne de la mise en 

place d’une néoangiogenèse (Figure I-20). Ce mécanisme commence dans la couche fribrosa 

du feuillet valvulaire et s’y développe majoritairement. L'épaississement des feuillets 

valvulaires et la fibrose au cours de la phase précoce de la SA s'accompagnent d’une hypoxie. 

Elle participe à la stabilisation de HIF-1α (hypoxia inducible factor-1 alpha) qui, à son tour, 

induit une adaptation métabolique en régulant le facteur de croissance de l’endothélium 
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vasculaire (VEGF Vascular Endothelial Growth Factor) à la hausse et la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins. Si d'une part, la néovascularisation restaure la normoxie. D'autre 

part, elle est responsable de l'activation des VICs et du remodelage de la MEC ainsi que la 

formation de nodules calcifiés. En effet, l’HIF-1α est surexprimé dans les nodules calcifiés des 

valves aortiques et les différentes voies de signalisation impliquées dans le remodelage de la 

MEC sont activées, notamment NF-κB et les MMP-2/9 [158]. L'hypoxie joue également un rôle 

important dans le remodelage de la MEC en régulant le métabolisme de l'élastine et du 

collagène [158].  

L’analyse histopathologique des valves aortiques humaines calcifiées a montré la 

présence des vaisseaux sanguins et qu’elles expriment le RANKL, le VEGF ainsi que les 

protéines de la matrice osseux telles que l'ostéopontine et l'ostéocalcine [159]. De plus, l'α-

SMA, Tie-2 et VEGFR-2 sont plus exprimées dans les cellules de la valve aortique humaine 

calcifiée que dans celles d’une valve normale. Leur coexpression augmentent ainsi le potentiel 

angiogénique de ces cellules [160], [161]. 

La chondromoduline-I (Chm-I) est une glycoprotéine présente principalement dans les 

tissus avasculaires comme l'œil et le cartilage [162]. Des études ont démontré qu’elle inhibe la 

prolifération des cellules endothéliales et la vasculogenèse [163], [164]. La Chm-I est exprimée 

dans les quatre valves cardiaques au cours du développement. Son expression persiste après la 

naissance dans la MEC valvulaire, où elle maintient l'homéostasie en empêchant l'angiogenèse. 

Néanmoins, son expression est diminuée dans les régions de néoangiogenèse dans la valve 

humaine malade [165]. In vitro, la Chm-I dérivé des VICs inhibe la migration des cellules 

endothéliales et l’angiogenèse en plus d’induire l'apoptose [165]. Dans la SA, l'angiogenèse 

pourrait favoriser et accélérer l'inflammation. En effet, les régions où l'expression de la Chm-I 

est réduite dans les valves malades sont associées à la présence des macrophages infiltrants 

[165].  

c) Minéralisation de la valve aortique  

La minéralisation de valve est un processus actif médié par les VICs. Elles acquièrent 

un phénotype ostéoblastique et pro-calcifiant en réponse à différents stimuli tels que des 

médiateurs de l’inflammation, une lésion endothéliale, une accumulation des LDL, des ROS, 

un niveau élevé de calcium/phosphate inorganique et des contraintes hémodynamiques [166]. 

La minéralisation de la valve commence au niveau de la couche fibrosa la plus soumise au 
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stress mécanique dans la zone charnière (hinge) du feuillet valvulaire. La calcification 

s’accompagne d'un dépôt anormal de collagène et d'une expansion de l’expression des 

protéoglycannes. Ceci conduit à la rigidification de la valve et au dépôt passif d'hydroxyapatite. 

En outre, des nodules calcifiés microscopiques peuvent être présents à proximité de la lésion 

endothéliale. A l'intérieur de ces nodules, les cellules subissent l’apoptose et les fibres de la 

MEC sont dégradées. Ils servent de substrat pour le dépôt de calcium et de phosphate [158]. 

(1) Différenciation ostéogénique des VICs 

L’un des acteurs majeurs de la minéralisation de la valve est la VIC ostéoblastique. A 

un stade de la progression de la pathologie, les VICs acquièrent un phénotype ostéoblastique 

favorisant la biominéralisation de la valve. Néanmoins, leur niveau d’expression des marqueurs 

ostéogéniques est moindre comparé à celui des ostéoblastes de l’os [167]. La différenciation 

ostéoblastique des VICs est similaire à l’ostéogénèse physiologique et elle est majoritairement 

régulée par Runx2 et BMPs. La différenciation des VICs en cellules de type ostéoblaste se 

traduit par l’expression des marqueurs ostéoblastiques tels que l’ALP, la BMP-2/4, 

l’ostéopontine, l’ostéocalcine et la sialoprotéine osseuse (Figure I-22) [127].  

 

Figure I-22 :Différenciation ostéogénique des VICs. 

Différenciation des VICs quiescentes en VICs ostéoblastiques via ou non les VICs myofibroblastiques. 

Différenciation des VECs en myoVICs puis obVICs. EMT : Transition endothélio-mésenchymateuse 

Figure réalisée avec BioRender. 
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Des études ont démontré que seule une sous population des VICs se différencie en 

obVICs et que cette spécificité serait d’origine embryonnaire [168]. En outre, d’autres types 

cellulaires participent à la population des obVICs comme les cellules progénitrices 

mésenchymateuses et les VECs. La valve aortique est riche en cellules progénitrices 

mésenchymateuses qui ont un fort potentiel ostéogénique. Ces cellules peuvent ainsi contribuer 

à la calcification de la valve [169]. Les VECs peuvent également se différencier en ostéoblastes 

via la transition endothélio-mésenchymateuse [170]. Elles perdent alors leur phénotype 

endothélial au profit d’un phénotype mésenchymateux ou myofibroblastique puis par la suite 

elles peuvent se différencier en ostéoblaste [170]. En plus des ostéoblastes, les ostéoclastes sont 

aussi présents dans la valve aortique calcifiée. Une étude a observé la présence des ostéoclastes 

dans environ 13% des valves aortiques de patients [171]. Ils résorbent les nodules calcifiés ce 

qui conduit à une progression lente de la SA [172], [173].  

Les expérimentations in vitro ont démontré que le milieu ostéogénique ou pro-calcifiant 

induit la surexpression des marqueurs ostéogéniques et la diminution de l'expression des 

marqueurs myofibroblastiques chez les VICs. En effet, cultiver les VICs dans un milieu 

ostéogénique entraîne une diminution de l’expression de l’α-SMA et induit l’expression de 

l’ALP dans toutes les populations des VICs. Cependant, seules les obVICs montrent une forte 

expression de l'ostéocalcine : un marqueur tardif de la calcification [167]. Ces observations 

suggèrent que les VICs peuvent se différencier en obVICs sans forcément passer par un 

phénotype myofibroblastique. Les VICs subissent également une différenciation ostéoblastique 

en présence de BMPs et de TGF-β [174]. 

(2) Mécanismes de minéralisation  

La mise en place de la minéralisation progressive de la valve se fait par deux 

mécanismes différents : la calcification dystrophique et la biominéralisation. L’analyse 

histologique des valves aortiques a montré que la majorité de la calcification de la valve est 

dystrophique. Cependant, des nodules cartilagineux et de l'os lamellaire mature ont également 

été décrits, signes d’une calcification active [171]. Dans une étude, Mohler et collaborateurs 

ont observé que 13% des valves aortiques humaines calcifiées présentaient un os laminaire avec 

des éléments de la moelle mature [171]. 
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La calcification dystrophique est un dépôt passif d’hydroxyapatite sur la MEC 

dégradée sans l’implication des ostéoblastes. Ce processus est majoritaire et secondaire à 

l’activation des VICs en myofibroblastes (Figure I-23). Les myoVICs sont l’acteur principal de 

la calcification dystrophique. Elles contractent la MEC et les cellules contenues dans la matrice 

désorganisée subissent l'apoptose. Ce qui entraine le dépôt de cristaux d’hydroxyapatite au 

niveau des sites de nucléation tels que les fragments des fibres clivées de collagène et d'élastine, 

la sialoprotéine osseuse, les cristaux de cholestérol et les corps apoptotiques. Les cristaux 

d’hydroxyapatite sont issus de la transition amorphe-cristalline du calcium et du phosphate 

dissous dans le sang qui précipitent dans la MEC endommagée [106], [175]. 

La biominéralisation ou l’ossification est un processus ostéogénique actif semblable à 

celui observé dans l’os (Figure I-23). Les obVICs sont à l’origine de cette minéralisation et 

sécrètent les éléments de la matrice osseuse tels que l’ostéocalcine, l’ostéopontine et la 

sialoprotéine osseuse ; ainsi que des vésicules extracellulaires riches en calcium et en 

ectonucléotidase [52], [166], [176]. Ces vésicules contiennent des ectonucléotidases (l’ALP, 

l’autotaxine et la 5’-nucléotidase) qui génèrent du phosphate inorganique à partir des 

nucléotides et pyrophosphates endogènes. De plus, la surface de ces vésicules contient 

l’annexine qui a une forte affinité pour le calcium. Ensemble, ils entrainent la formation des 

cristaux de phosphate de calcium qui interagissent avec la MEC. Ces vésicules servent aussi de 

site de nucléation. Au final, une ossification hétérotopique de la valve a lieu, c’est-à-dire, la 

formation d’un tissu de type osseux et cartilagineux [106].  

En culture, les premiers signes de la calcification sont traduits par l’augmentation de 

l'activité de l'ALP et l'activation de facteurs ostéogéniques Runx2 et BMP-2 [153]. Le signe 

tardif de la calcification est la détection du calcium par la coloration au rouge alizarine ou au 

Von Kossa.  
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Figure I-23 : Les deux mécanismes de la minéralisation de la valve. 

Gauche : calcification dystrophique avec l’implication des VICs myofibroblastiques. Droite : 

biominéralisation avec la participation des VICs ostéoblastiques. Figure modifiée d’après Kostyunin et 

al. [106]. 

(3) Acteurs de la minéralisation  

La minéralisation de la valve aortique est régulée par plusieurs voies de signalisation. 

Comme évoqué précédemment, ces processus sont ceux observés au cours du développement 

de la valve et de l’ostéogénèse [22]. 

La BMP est l’un des principaux régulateurs de la minéralisation de la valve. Elle active 

deux voies de signalisation. L’une canonique avec les SMADs où SMAD1 active l'expression 

de l'ostéopontine et l’autre non canonique dans laquelle ERK active l'expression de Runx2. En 

effet, la phosphorylation de ERK après la stimulation par le LPS est plus importante et plus 

soutenue dans les VICs humaines issues des valves aortiques calcifiées [177]. En outre, l’étude 

de la voie de signalisation de BMP-2 a montré qu’elle peut activer parallèlement la voie 

ostéogénique médiée par le facteur de transcription Msx2 qui induit les voies Wnt et la voie 
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chondro-ostéogénique impliquant le facteur de transcription Runx2 [178], [179]. Par ailleurs, 

la BMP-2 est présente dans les lésions de la valve aortique humaine. Elle stimule la formation 

des nodules calcifiés par les VICs in vitro et son expression et celle de la sialoprotéine osseuse 

sont augmentées dans les valves humaines sténosées [180]. De plus, plusieurs études ont montré 

que les BMP-2/4 sont exclusivement exprimées dans les régions calcifiées des valves aortiques 

sténosées [171], [177], [180].  

A la BMP-2, s’ajoutent d’autres voies de signalisation impliquées dans la calcification 

de la valve. Albanese et collaborateurs ont démontré que le dépôt d'hydroxyapatite dans la 

calcification des valves cardiaques est médié par la voie de signalisation Wnt non canonique. 

Le marquage de Wnt5b/11 est corrélé à la présence de la calcification, de la fibrose et des 

microvaisseaux dans la valve aortique humaine calcifié [181]. De plus, dans la valve aortique 

humaine malade, l'expression de Msx2 est plus importante dans les régions calcifiées ; ce qui 

est associé à une augmentation de la signalisation Wnt et à la prolifération cellulaire [182]. 

Le Sox9 est un autre facteur de transcription qui participe à la calcification de la valve 

aortique. Peacok et collaborateurs ont démontré que le knockdown spécifique de Sox9 dans la 

valve in vivo entraine une calcification ectopique et la diminution de son expression nucléaire 

précède le début de la calcification dans les VICs [183]. En outre, l’inhibition de la β-caténine 

augmente l’expression nucléaire de Sox9 dans les VICs ainsi que ses gènes effecteurs de la 

MEC : Agrécane, Collagène IIa1 et Collagène Xa1. Ce mécanisme est associé à la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine et traduit une différenciation chondrogénique [184].  

L’Osterix ou facteur de transcription Sp7 est impliqué dans la formation osseuse, la 

différenciation des ostéoblastes et l'expression de l'ostéocalcine. Il régule également la 

calcification de la valve. L’Osterix est un effecteur en aval de Runx2. L'expression de Runx2 

et Osterix est augmentée dans les VICs humaines entourant les régions calcifiées [185]. De 

plus, la surexpression de ses gènes cibles (Runx2, collagène X et ostéocalcine) a été observée 

dans la SA [186]. Par conséquent, la surexpression d'Osterix, de Runx2 et des protéines de la 

matrice osseuse confirme la présence d'un processus de biominéralisation dans la SA.  

Cependant, d’autres facteurs ont un effet protecteur contre la minéralisation de la valve. 

Il s’agit de la voie de signalisation Notch ; notamment Notch 1 via les effecteurs de Sox9 [187]. 

Des études in vitro ont montré que Notch1 inhibe l'activation de Runx2 [188]. Néanmoins, un 

effet inverse de Notch a été observé chez les VICs issues des valves malades. En effet, 
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l’activation de Notch augmenterait la réponse pro-ostéogénique [189]. Par ailleurs, le facteur 

de transcription TWIST est exprimé dans les progéniteurs des ostéoblastes. Il favorise la 

chondrogenèse et inhibe la différenciation ostéoblastique de ces cellules en répriment 

l’expression du facteur ostéogénique Runx2. L’expression de TWIST est réduite dans les VICs 

humaines calcifiées par rapport aux cellules saines. La surexpression de TWIST dans les VICs 

diminue l'expression des marqueurs ostéogéniques Runx2, ostéocalcine, ostéopontine et ALP 

[190].  

Bien qu’étant le principal acteur cellulaire de la physiopathologie de la SA, les VICs ne 

sont pas les seules à être impliquées dans le développement de la maladie. Les VECs jouent 

également un rôle important dans la pathologie. Des récentes études ont montré le rôle 

protecteur des VECs dans la minéralisation de la valve aortique. Les VECs préviennent la 

formation de nodules calcifiés par les VICs porcines in vitro et des perturbations de la 

communication entre les VECs et les VICs favorisent l'apparition de la calcification [36], [37], 

[191], [192]. Les VECs sécrètent des facteurs paracrines protecteurs (NO, TGF-β,…) qui ont 

pour cibles Notch1 et Sox9 dans les VICs et potentiellement dans les VECs elles-mêmes [36], 

[191]. De plus, les VECs empêchent l'activation des VICs in vitro et les VICs à leur tour 

empêchent la transition endothélio-mésenchymateuse des VECs. Ceci suggère l’implication 

d’une communication entre les VICs et les VECs dans la physiopathologie de la SA [192]. En 

coculture, dans un milieu ostéogénique, les VECs empêchent la calcification des VICs porcines 

en inhibant la différenciation myofibroblastique et ostéoblastique des VICs ; ainsi que le dépôt 

de calcium via la synthèse du NO [37]. Dans ces conditions, une expression différentielle de la 

NO synthase est également observée. Les VECs qui sont du côté ventriculaire, où la 

calcification est peu présente, expriment plus de NO synthase que celles du côté aortique [37]. 

Les VECs inhibent également l’activation myofibroblastique des VICs porcines TGF-β1 

dépendante en culture sur une matrice dure. Une fois de plus, le NO est impliqué dans cet effet 

des VECs sur les VICs [193]. Par ailleurs, White et collaborateurs ont démontré que les forces 

de cisaillement activent Notch dans les VECs. Ce dernier régule positivement la protéine Gla 

qui est fortement exprimée dans la valve et inhibe la calcification en séquestrant la BMP [194].  

Cependant, d’autres études ont démontré l’effet contraire des VECs dans la 

physiopathologie de la SA. En effet, elles induiraient la calcification en activant les VICs. Lors 

que les VECs sont en coculture avec les VICs porcines dans un milieu ostéogénique, elles 

activent le remodelage pathologique et la calcification via une signalisation paracrine et la 
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transition endothélio-mésenchymateuse [195]. Le milieu conditionné des VECs traitées avec 

l’hormone parathyroïdienne entraine la surexpression des molécules ostéogéniques : BMP-2/4, 

ostéocalcine et TGF-β1 ainsi que la sous expression du collagène I/III [196]. De même, le 

milieu conditionné des VECs soumises à une oscillation maximale du flux active la calcification 

des VICs [197]. De ce fait, le dysfonctionnement des VECs favorise la SA.  

 

5. Sténose aortique radio-induite  

a) Radiothérapie thoracique  

La radiothérapie est une méthode de traitement locorégional qui utilise l’action 

biologique des rayonnements ionisants. Elle consiste à délivrer des rayonnements ionisants, 

généralement des rayons X, sur les cellules cancéreuses pour les détruire. L’irradiation altère 

l’ADN des cellules en les fragmentant ce qui les empêche de se diviser et entraine leur mort. 

La radiothérapie est largement utilisée seule ou avec d’autres méthodes telles que la chirurgie 

ou la chimiothérapie.  

La radiothérapie thoracique ou médiastinale est une méthode qui cible le thorax. Elle est 

utilisée pour traiter différents cancers tels que le lymphome de Hodgkin, le cancer du sein, du 

poumon et de l’œsophage. Par exemple, le traitement du lymphome de Hodgkin à un stade 

précoce par une chimiothérapie associée à une radiothérapie améliore le contrôle de la tumeur 

et la survie des patients [198]. Aussi, le traitement du cancer du sein précoce par radiothérapie 

après une chirurgie mammaire conservatrice réduit la récidive locale et la mortalité [199].  

A la suite d’une radiothérapie thoracique, les patients peuvent développer des 

complications cardiaques telles que la péricardite (aigüe ou chronique), des cardiomyopathies, 

des coronaropathies (athérosclérose), des troubles de conduction et des valvulopathies [200], 

[201]. La dose reçue au niveau du cœur est un facteur de risque majeur pour le développement 

de valvulopathie. L’étude des patients traités par chimiothérapie et radiothérapie a montré que, 

en plus de la dose reçue par le cœur, les effets combinés des volumes pulmonaire et cardiaque 

étaient corrélés à la survenue des valvulopathies. Un volume de l'oreillette gauche dépassant 25 

Gy et un volume du ventricule gauche dépassant 30 Gy induisent un dysfonctionnement des 

valves mitrale et aortique [202]. 
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b) Valvulopathies radio-induites 

La radiothérapie est un des facteurs de risque de la sténose aortique. Les patients ayant 

subis une radiothérapie pour le traitement du cancer du sein et le lymphome d’Hodgkin peuvent 

développer une telle sténose. Le risque de développer la pathologie est lié à la dose reçue, le 

délai depuis l’exposition et l’utilisation concomitant de la chimiothérapie [199]. Les dommages 

valvulaires radio-induits sont caractérisés par une fibrose et une calcification de la valve [199]. 

De plus, Le cœur gauche est le plus touché par les conséquences de l’irradiation en particulier 

la valve aortique. 

La période de latence entre la radiothérapie et le développement de la pathologie est de 

10 à 20 ans. Le temps moyen de l’apparition d’une valvulopathie asymptomatique est de 11,5 

ans contre 16,5 ans pour une valvulopathie symptomatique [203]. La durée moyenne entre les 

phases asymptomatique et symptomatique est de 5 ans [200]. La sévérité des dysfonctions 

valvulaires augmente avec le temps [204]. Cutter et collaborateurs ont montré que le risque de 

développer une valvulopathie augmente avec la dose d’irradiation pour le traitement du 

lymphome de Hodgkin. Ce risque augmente d'un facteur de 1,4 et 11,8 pour des doses de 30 

Gy et 40 Gy, respectivement [204]. Une autre étude a confirmé que les doses supérieures à 30 

Gy augmentent significativement l’incidence des valvulopathies [204]. Les patients atteints 

d’une valvulopathie radio-induite ont 9,8 fois plus de risque de subir une chirurgie que les 

patients sans antécédents de radiothérapie [205]. Une étude, sur une cohorte de patients atteints 

de SA et ayant subi un remplacement valvulaire, a démontré que les patients ayant 

précédemment reçu une radiothérapie présentaient une mortalité plus importante que le groupe 

contrôle. Ces observations soulignent l’impact négatif de l’irradiation même après le traitement 

de la maladie [206]. 

Les données sur l’incidence et la prévalence des valvulopathies, plus particulièrement 

la SA radio-induite, varient selon les études. Cette proportion varie entre 2 et 37% des patients 

ayant subi une radiothérapie thoracique pour le traitement de lymphome de Hodgkin [204]. 

Dans le cas du cancer du sein, la prévalence des valvulopathies chez les patientes ayant subi 

une radiothérapie varie entre 0,5 et 4,2% [207], [208]. En outre, Hull et collaborateurs ont 

rapporté que l’incidence de la SA est de 1, 4 et 6% ; respectivement à 5, 10 et 20 ans après 

l’irradiation chez ces patientes [209]. 
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c) Mécanismes de la sténose radio-induite 

La sténose aortique radio-induite est un mécanisme complexe et multifactoriel. Comme 

la SA classique, elle débute par une lésion des cellules endothéliales suite à l’irradiation qui 

active une inflammation aigue et l’agrégation plaquettaire ; en plus de la production des espèces 

réactives de l’oxygène. Par la suite, nous observons un recrutement des cellules inflammatoires 

qui secrètent différentes cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 et TNFα) entrainant des dommages 

tissulaires, un épaississement des feuillets et une fibrose accompagnée ou non d’une 

calcification [210]. 

 Le stress oxydatif est un acteur important qui participe à la lésion de cellules 

endothéliales. Ce processus est médié par la radiolyse des molécules d’eau en espèces réactives 

de l’oxygène : superoxyde, radical hydroxyle, peroxyde d’hydrogène [210]. Ces dernières 

interagissent avec l’ADN, les protéines et les lipides. La production des oxLDL est alors 

observée et elles sont impliquées dans la physiopathologie de la SA comme décrite 

précédemment. De plus, l’irradiation entraine une forte production des oxydes nitriques 

synthétases qui catalysent la synthèse du NO. Ce dernier réagit avec l’oxygène pour former les 

espèces réactives de l’azote (RNS, reactive notrogen species) [210]. Les ROS et les RNS 

participent à plusieurs processus physiologiques. Par exemple, les ROS activent les mécanismes 

de prolifération, hypertrophie et fibrose [210]. L’irradiation est également connue pour activer 

des facteurs de croissance fibrotiques tel que le TGF-β1 qui active les fibroblastes en 

myofibroblastes et stimule la synthèse du collagène [211]. 

L’étude des valves de patients atteints de SA radio-induite a mis en lumière une partie 

des processus physiopathologiques. Chez les patientes ayant subi une radiothérapie pour le 

cancer du sein ou le lymphome de Hodgkin, l’analyse histologique de leurs valves aortiques 

sténosées a montré des conséquences différentes selon la pathologie. La densité cellulaire est 

réduite avec une forte expression du collagène chez les patients traités pour le lymphome de 

Hodgkin. Ces patients présentent une sténose aortique fibrosée prématurée de la valve aortique, 

contrairement aux patientes traitées pour le cancer du sein qui présentent une sténose calcifiante 

dégénérative [212].  

Des études ont également évalué les mécanismes par lesquelles l’irradiation des cellules 

interstitielles de la valve pourrait induire la SA. Nadlonek et collaborateurs ont démontré que 

l’irradiation des VICs, au césium-137 à 10 Gy, induisait une forte expression des marqueurs 
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ostéogéniques comme la BMP-2, l’ostéopontine, l’ALP et le Runx2 [213]. Une autre étude a 

démontré que l’irradiation des VICs en culture entraine une perte du phénotype 

myofibroblastique au profit d’un phénotype ostéogénique favorisant la minéralisation. De plus, 

l’irradiation altère l’homéostasie de la MEC [214]. 

C. LE CANAL TRPM4 

1. Les Canaux TRP  

a) Généralités et structures 

Les canaux ioniques sont des protéines transmembranaires qui forment des pores à 

travers la membrane plasmique et qui permettent un flux ionique selon le gradient 

électrochimique. Ce sont des transporteurs passifs ne nécessitant pas d’apport énergétique.  

Le canal TRPM4 est un membre de la superfamille des canaux cationiques non-sélectifs 

TRP (Transient Receptor Potential). Les canaux TRP sont présents dans différents tissus de 

l’organisme où ils jouent plusieurs rôles. Ils participent entre autres au maintien de 

l’homéostasie calcique soit en permettant le passage du calcium, soit en modifiant sa force 

électromotrice. Les canaux TRP sont perméables aux ions monovalents et divalents dont le 

calcium, à l’exception du canal TRPM4 et son homologue TRPM5 qui eux sont imperméables 

à cet ion. Inversement, les canaux TRPV5 et TRPV6 sont exclusivement perméables au 

calcium. 

 

Figure I-24 : Structure de base des canaux TRP. 
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Les gènes TRP ont été suspectés pour la première fois en 1969 chez la mouche 

drosophile Drosophila melanogaster. L’étude de son système visuel a permis l’identification 

d’une drosophile mutante avec une déficience visuelle. Elle présentait une réponse transitoire 

sur l’électrorétinogramme à un stimulus lumineux au lieu d’une réponse soutenue enregistrée 

chez la drosophile sauvage. Ceci est à l’origine du nom « transient receptor potential » [215]. 

Ce n’est qu’en 1989 que Montel et Rubin identifièrent le gène Trp pour la première fois [216]. 

Par homologie de séquence, des gènes TRP ont ensuite été identifiés chez l’Homme. Les gènes 

TRP humains sont de taille allant de 11,4 à 911 kb avec un nombre variable d’exons (11 à 39) 

[217]. Les canaux TRP ont une structure commune de quatre sous-unités constituées de six 

segments transmembranaires (S1-S6). Ces dernières s’associent en homo ou hétéro tétramère. 

Les domaines N-terminal et C-terminal sont intracellulaires (Figure I-24). 

  

Figure I-25 : Arbre phylogénétique des canaux de la superfamille de TRP. 

                   D’après Gees et al. [218]. 
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Les canaux TRP comprennent 28 membres répartis en 6 familles en fonction de leur 

homologie de structure chez les mammifères (Figure I-25). Nous avons les familles suivantes : 

TRPC pour Canonical (7 membres : TRPC1 à TRPC7), TRPV pour Vanilloid (6 membres : 

TRPV1 à TRPV6), TRPM pour Melastatin (8 membres : TRPM1 à TRPM8), TRPP pour 

Polycystin (3 membres : TRPP2 ,3,5), TRPML pour Mucolipin (3 membres : TRPML1 à 

TRPML3) et TRPA pour Akryrin (1 membre). A ces familles s’ajoute la famille TRPN, pour 

No-mechano-potential (NOMPC-like) qui n’est pas présente chez les mammifères [219]. 

b) Les canaux TRP dans le cœur  

Les canaux TRP sont différentiellement exprimés dans les différentes régions et types 

cellulaires cardiaques où ils exercent plusieurs fonctions notamment dans le développement, 

l’activité électrique et la contraction du cœur. 

Différents canaux TRPC sont exprimés dans le nœud sinusal, les oreillettes, les cellules 

des fibres de Purkinje et les fibroblastes cardiaques [220]. Le canal TRPC1 participe au 

remodelage hypertrophique du ventricule chez le rat. Le canal TRPC3 quant à lui, participe à 

l’activité pacemaker et à la contraction du cœur. En fin, le canal TRPC6 participe au remodelage 

hypertrophique et la cicatrisation [220].  

Concernant les canaux TRPV, ils sont exprimés dans les ventricules, les oreillettes et 

les fibroblastes cardiaques à l’exception des canaux TRPV3 et TRPV5. Le canal TRPV1 est 

connu pour participer à la contraction cardiaque. Tandis que le canal TRPV2 est impliqué dans 

l’activité contractile du cœur. Et puis le canal TRPV4 joue lui un rôle dans la production des 

ROS ainsi que la contraction médiée par l’hypotonie et la valvulogenèse [220].  

Quant aux canaux TRPM, ils sont exprimés dans les ventricules, les oreillettes, le nœud 

sinusal, les fibres de Purkinje et les fibroblastes cardiaques. Le canal TRPM2, pour sa part, 

régule la fonction mitochondriale des cardiomyocytes. Les canaux TRPM4 et TRPM7 

participent à l’activité pacemaker du cœur et le développement embryonnaire du ventricule. De 

plus, le canal TRPM4 participe aussi à la modulation du potentiel d’action (PA) comme nous 

le détaillerons plus tard. Pour ce qui est du canal TRPM7, il participe également à la 

prolifération des fibroblastes.  

 



56 

 

En outre, la présence des canaux TRPP1 et TRPP3 a été montrée dans les ventricules où 

le TRPP1 participe aux variations transitoires du calcium et à l’homéostasie calcique. Puis le 

canal TRPP2 est impliqué dans le développement de la valve bien que son expression n’ait pas 

été rapportée dans le cœur adulte [220]. Alors que, le canal TRPA1 a été identifié dans les 

ventricules des souris et les fibroblastes cardiaques humains. Il est impliqué dans la contraction 

et la relaxation du ventricule [220]. 

Par ailleurs, les canaux mécanosensibles TRPP2 et TRPV4 sont impliqués dans le 

développement de la valve. En réponse aux flux oscillatoires, Ces canaux génèrent une réponse 

calcique dans les cellules endocardiques qui participent à la morphogenèse de la valve. En effet, 

l’absence de TRPP2 ou TRPV4 entraine des malformations de la valve [221]. De plus, une 

récente étude a montré que les VICs porcines expriment un canal TRPV4 fonctionnel. Il joue 

un rôle dans la prolifération des VICs et leur activation en VICs myofibroblastiques. [222].  

Les mécanismes de sous ou surexpression des canaux TRP sont impliqués dans 

différents processus pathologiques cardiaques tels que les troubles de conduction, 

l’hypertrophie, la fibrose et l’insuffisance cardiaque [220]. Par exemple, les canaux TRPC1/3 

et TRPM7 sont surexprimés chez les patients atteints de fibrillation atriale [223]–[226]. 

L’expression protéique des canaux TRPC3/4/6, TRPM4 et le transcrit de TRPM3 augmentent 

dans l’hypertrophie cardiaque [220], [227]–[231]. La délétion simultanée des gènes Trpc3 et 

Trpc6 protège du remodelage induit par l’hypertension montrant leur implication dans la 

pathologie [232]. Le canal TRPC3 participe au remodelage hypertrophique pathologique via 

l’influx calcique et en régulant les canaux calciques voltage-dépendants de type L (Cav1.2). Il 

participe aussi à la production des ROS [227], [233], [234]. Enfin, l’influx de calcium à travers 

les canaux TRPA1, TRPC3/6 et TRPV4 participe à la différenciation des fibroblastes 

ventriculaires. Alors que les canaux TRPC3, TRPM7 et TRPV4 participent à la prolifération et 

la différenciation des fibroblastes atriaux [220]. 

2. Caractéristiques du canal TRPM4 

Le canal TRPM4 est un canal cationique non sélectif activé par le calcium. Il est 

perméable aux cations monovalents avec la séquence de perméabilité suivante : Na+ > K+ >> 

Cs+ > Li+. La conductance unitaire du canal TRPM4 est d’environ 25 pS [235], [236]. 

L’expression du canal TRPM4 est assez ubiquitaire. Parmi les tissus avec la plus forte 

expression nous trouvons le cœur et le rein [236].  
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Le canal TRPM4 participe à plusieurs fonctions en régulant le potentiel de membrane 

et l’homéostasie calcique dans les cellules excitables et non excitables. Son rôle principal serait 

la régulation de l’influx calcique [236], [237]. Dans les cellules non excitables, le canal TRPM4 

contrôle cet influx par son action dépolarisante qui modifie le gradient électrochimique du 

calcium et active les canaux voltage-dépendants. Tandis que dans les cellules excitables comme 

les neurones et les cardiomyocytes, le canal TRPM4 module la fréquence et/ou la durée du 

potentiel d’action [236]. 

Le gène TRPM4 fut cloné pour la première fois chez l’homme par Launay et 

collaborateurs en 2002 [236]. Il est constitué de 25 exons qui s’étendent sur 54 kb chez 

l’Homme et 31 kb chez la souris. La région transmembranaire est codée par les exons 15 à 20. 

Le gène TRPM4 est localisé sur le chromosome 19 et code une protéine de 1214 acides aminés 

pour un poids moléculaire de 137 kDa chez l’Homme (Figure I-26) [236]. Alors qu’il est 

localisé sur le chromosome 7 chez la souris codant une protéine de 1213 acides aminés [238] 

et sur le chromosome 1 chez le rat codant une protéine de 1203 acides aminés [239]. Plusieurs 

variants de ce gène existent suite à l’épissage alternatif. Chez l’Homme, il a été rapporté une 

isoforme longue hTRPM4b et une isoforme courte hTRPM4a qui possède 174 acides aminés 

en moins en N-terminal. Chez le rat, l’isoforme rTRPM4a est non fonctionnelle. Elle ne possède 

pas la partie N-terminale de l’isoforme rTRPM4b qui est l’orthologue de l’isoforme humain 

TRPM4b [239]. Il est maintenant admis que c’est l’isoforme TRPM4b qui est fonctionnelle. 

Ainsi, dans l’ensemble de la thèse, « TRPM4 » se réfèrera à cette isoforme. Le poids 

moléculaire d’un homotétramère du canal TRPM4 est d’environ 500 kDa pour une taille de 

150x100x100 Å [240].  
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Figure I-26 : Séquence des acides aminés de la protéine TRPM4 humaine  

En haut, représentation du canal TRPM4. ATU : domaine N-terminal, TM : domaine transmembranaire, 

CC : domaine C-terminal. D’après Launay et al. [236]. 

3. Structure du canal TRPM4 

L’évolution des techniques de microscopie électronique, en particulier le 

cryomicroscopie électronique, a permis de déterminer avec précision la structure du canal 

TRPM4. Ce dernier possède une structure générale commune à tous les TRP, en plus des 

structures qui lui sont propres. Il possède six domaines transmembranaires formés par des hélice 

α hydrophobes (Figure I-27). 
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Figure I-27 : Structure du canal TRPM4 humain  

Canal hTRPM4 tétramérique où chaque sous-unité est colorée différemment. A : vue latérale, B : vue 

supérieure. C : Modèle atomique de hTRPM4 tétramérique. D : monomère hTRPM4b. E : vue 

inférieure. F : Représentation schématique des principaux composants de hTPPM4b. D’après Autzen et 

al. [241]. 

Le domaine N-terminal comprend quatre régions d’homologie des TRPM (MHRs). Ce 

sont des régions conservées dans la sous famille de TRPM. Le domaine N-terminal participe à 

la régulation du canal par l’ATP et le decavanate [240]. Le domaine C-terminal comprend une 

hélice faisant le pont entre le domaine TRP et le domaine conservé coiled-coil (25 acides 

aminés). Le domaine TRP est formé par deux hélices : une longue reliée au domaine S6 et une 

courte reliée au domaine C-terminal (Figure I-27). Il se lie à la boucle S4-S5 par des liaisons 

hydrogènes et peut interagir avec le domaine N-terminal via une liaison polaire. Il participe à 

l’activation du canal et à sa modulation allostérique. En outre, En le domaine nucleotide binding 

site en N-terminal et le domaine le coiled coil en C-terminal participent à l’assemblage du canal 

en tétramère [240]. 

Le pore du canal contient une longue boucle, entre les domaines S5 et S6, formée des 

66 résidus d’acides aminés 951 à 1,016. Il comprend une partie hydrophile correspondant à 

l’hélice α du pore suivie par une région hydrophobe contenant le domaine 981EDMDVA986 qui 
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est le filtre de sélectivité du canal (Figure I-28) [242], [243]. De plus, la présence de 2 arginines 

chargés positivement (Arg892 et Arg905) dans le domaine S4 et la boucle S4-S5 contribue à la 

sensibilité du canal au voltage [244]. 

 

Figure I-28 : Pore du canal TRPM4 

A : pore du canal entre deux monomères opposés représentés par des rubans colorés en jaune et bleu. 

B : vue rapprochée de l'hélice et de la boucle du pore. Le filtre de sélectivité putatif est en orange. 

D’après Autzen et al. [244]. 

4. Régulation du canal TRPM4 

a)  Régulation physiologique 

➢ Le voltage 

Le canal TRPM4 est un canal voltage-dépendant plus actif dans des potentiels positifs. 

Il est donc activé par la dépolarisation de la membrane [235]. En outre, le canal TRPM4 est 

activé par la chaleur (heat-activated channel). A un voltage de +25 mV, le canal TRPM4 a un 

Q10 de 8,5 entre 15 °C et 25 °C. L’augmentation de la température déplace la courbe de la 

probabilité d’ouverture du canal vers des potentiels négatifs [245]. 

➢ Calcium et calmoduline 

Le canal TRPM4 est activé par le calcium intracellulaire avec une concentration de 

demi-efficacité (EC50) entre 0,5 et 1 µM [236], [246]. Cette sensibilité au calcium est modulée 

par les phosphoinositides membranaires, la calmoduline et l’ATP [237]. Les quatre sites de 
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fixation du calcium sont localisés près de l’hélice S3 transmembranaires (Glu828, Gln831, 

Asn865, and Asp868) [241], [247], [248]. Le canal TRPM4 possède aussi cinq sites de liaison 

à la calmoduline (deux en N-terminal et trois en C-terminal) [237]. La sensibilité du canal au 

calcium est également modulée par la phosphorylation par la PKC (Figure I-29). La 

phosphorylation de la Ser1152 et la Ser1145 augmente cette sensibilité et contribue donc à 

l’activation du canal [237].  

➢ Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2)   

Le PIP2 module l’activation du canal TRPM4 en augmentant sa sensibilité au calcium 

et en déplaçant les potentiels d’activation du canal vers des valeurs plus négatives, avec une 

EC50 entre 5,1 et 5,8 µM [246], [249]. Il existe plusieurs sites de fixation du PIP2 sur le canal 

TRPM4 dont deux sur la première région d'homologie putatif de pleckstrin situé à l'extrémité 

C-terminale et sur la région pré-S1 du domaine N-terminal [246], [250].  

➢ Peroxyde d'hydrogène (H2O2) 

Le canal TRPM4 est modulé par le H2O2. Sa cible sur le canal serait la Cys1093 qui, 

après réduction, augmenterait la fixation de la calmoduline diminuant ainsi la désensibilisation 

du canal [251]. L’effet du H2O2 sur la désensibilisation du canal TRPM4 est observé dès une 

concentration de 50µM dans les cellules HEK surexprimant le canal [251]. L’activation du 

canal induite par H2O2 a également été décrite dans les cellules endothéliales de la veine 

ombilicale humaine [252]. En plus de son effet sur l’activation du canal, l’application d’une 

concentration de 200µM de H2O2 augmente l’expression protéique TRPM4 dans ces cellules 

[253].  

➢ Tissue plasminogène activator (tPA) 

Le tPA active les canaux SUR1-TRPM4 dans les cellules endothéliales cérébrales 

murines. Cette activation est dépendante du calcium, du canal TRPC3 et de la plasmine [254]. 

En outre, le tPA induit une expression de novo des canaux SUR1-TRPM4 en réponse à 

l’activation du NFκ-B (Figure I-30) [254]. 

➢ Les nucléotides intracellulaires : 

Dans les cellules HEK transfectées avec le gène TRPM4, il a été montré que l’activité 

du canal est inhibée par les nucléotides intracellulaires suivants : l’ATP (IC50 = 2µM), l’ADP 
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(IC50 = 2,2µM), l’AMP et l’AMP-PNP (IC50 de 2-19 µM). L’activité du canal est également 

inhibée par une forte concentration d’adénosine (IC50 = 630 µM). Alors que la GTP, l’UTP et 

la CTP n’ont aucun effet [255]. Les résultats similaires ont été observés sur des canaux natifs 

dans différents types cellulaires : les cardiomyocytes ventriculaires dédifférenciées de rat [256], 

les cardiomyocytes d’atrium droit humain [257], les cardiomyocytes du ventricule gauche de 

rat spontanément hypertendu [231] et les cellules du nœud sino atrial murin [258]. Par ailleurs, 

l’effet de l’ATP est dépendant du magnésium (MgATP) [255]. Le MgATP joue un rôle 

important en maintenant la sensibilité du canal au calcium [237]. L’activation du canal TRPM4 

par le MgATP serait dû soit à sa fixation directe sur le canal, soit à la genèse des substrats pour 

les phosphatidylinositol-4 kinases qui restaurent la quantité de PIP2 membranaire nécessaire à 

l’activation du canal (Figure I-29) [246], [249].  

➢ Monoxyde d’azote  

Le monoxyde d’azote inhibe un courant cationique non sélectif semblable à celui de 

TRPM4 dans les cellules endothéliales macrovasculaires à une concentration de 10 à 30 µM 

[259]. Cette inhibition est voltage-dépendante. Néanmoins, le NO n’agit pas directement sur le 

canal TRPM4. Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, l’inhibition du canal par le NO 

est médiée par l'intermédiaire du substrat de la protéine G (PKG). Cette inhibition est associé à 

celle du récepteur de l’inositol 1,4,5-trisphosphate qui diminue la libération de calcium et par 

conséquent l’activité de TRPM4 [260]. 

 

Figure I-29 : Sites de fixation des modulateurs et quelques mutations connues du canal TRPM4. 

 D’après Guinamard et al. [261]  
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b) Pharmacologie   

➢ BTP2  

Le BTP2 (3,5-bis(trifluorométhyl)pyrazole) ou YM-58483 augmente l’activité du canal 

TRPM4 (Figure I-30). Il augmente le courant natif TRPM4 des cellules de Jurkat (lignée 

immortalisée de lymphocyte T CD4 humain) de façon dose dépendante avec une IC50 de 8 nM 

[262]. Cependant, le BTP2 est un inhibiteur des SOC (store-operated channel) tels que ORAI, 

TRPC3 et TRPC5 à une concentration entre 0,5 et 4 µM [263].   

➢ Diazoxide  

Le diazoxide est un traitement de l'hypoglycémie du fait de son activation des canaux 

potassiques KATP [264]. Le canal TRPM4 peut former des canaux hétéromères avec SUR1, une 

sous-unité des canaux KATP. Ce qui explique l’effet du diazoxide sur les canaux TRPM4-SUR1 

(Figure I-30). Il augmente considérablement les courants TRPM4-SUR1 (environ 15 fois) dans 

les cellules COS-7. Cependant, le diazoxide n'a aucun effet sur la forme homotetramère du 

canal TRPM4 [265].  

➢ Decavanate  

Le decavanate est la forme décamère du vanadate (Figure I-31). Il interfère avec le site 

de fixation de l’ATP sur ses transporteurs protéiques. Le decavanate module l’activité du canal 

TRPM4 en inhibant la fermeture du canal voltage-dépendant avec une EC50 de 1,9 µM. Le site 

de fixation du decavanate se situe au niveau d’une séquence hautement chargée positivement 

1136RARDKR en C-terminal [267]. Le decavanate peut être utile pour différencier le canal 

TRPM4 du canal TRPM5 sur lequel il n’a aucun effet. 

 

Figure I-30 : Formules chimiques des molécules activant le canal TRPM4 

                    D’après Kovac et al. [263]. 
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➢ 9-phénanthrol  

Le 9-phenanthrol est l’inhibiteur du canal TRPM4 le plus utilisé actuellement pour 

étudier le rôle du canal (Figure I-31). L’effet du 9-phénanthrol sur le courant TRPM4 fut décrit 

pour la première fois en 2008 par Grand et collaborateurs [266]. Il inhibe le courant TRPM4 

surexprimé dans les cellules HEK avec une IC50 comprise entre 17 et 20 µM en configuration 

de patch clamp cellule entière et unitaire inside-out. Son effet est réversible et indépendant du 

voltage. De plus, le 9-phénanthrol n’a pas d’effet sur le canal TRPM5 [266].  

➢ Spermine  

La spermine est une polyamine (Figure I-31) qui inhibe le canal TRPM4 humain 

surexprimé dans les HEK avec une IC50 de 61 µM [255]. Elle bloque également les canaux 

TRPM4 et TRPM5 murins avec une IC50 de 35 et 37 µM [268]. La spermine se lierait aux 

résidus chargés positivement Glu981, Asp982, Asp984, Glu988, et Glu996 [255]. 

➢ Acide flufénamique  

L’acide flufénamique est un anti-inflammatoire non stéroïdien. Avant la découverte du 

9-phenathrol, il a été largement utilisé comme un bloqueur du canal TRPM4 en expérimentation 

(Figure I-31). L’acide flufénamique n'est pas sélectif du canal TRPM4. Son IC50 pour le canal 

TRPM4 est comprise entre 3 et 6 mM. Toutefois, il inhibe aussi les courants chlorures induits 

par le GABA ou dépendant du voltage à une IC50 comprise entre 4 et 20 mM [231], [268]. 

➢ Glibenclamide  

Le glibenclamide est un antidiabétique agissant sur le canaux potassique KATP. Il a 

également un effet inhibiteur sur le canal TRPM4 (Figure I-31) [258]. Cependant, il a un effet 

plus important sur le canal TRPM4-SUR1 avec une IC50 de 850 nM [265]. 

➢ CBA  

Le CBA (4-chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy) acetyl] amino] benzoic acid) est une 

nouvelle molécule utilisée comme inhibiteur du canal TRPM4 (Figure I-31). Le CBA aurait 

une bonne sélectivité et serait 15 fois plus efficace que le 9-phénanthrol avec une IC50 entre 1 

et 2 µM [269]. Deux autres composés ont été décrits comme des inhibiteurs efficaces du canal 

TRPM4 : le NBA (4-chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy) acetyl] amino] benzoic acid) et le LBA 
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(4-chloro-2-(2-(4-chloro-2-methylphenoxy) propanamido) benzoic acid) [269]. Comparés au 

CBA, le NBA et le LBA semblent être plus efficaces sur les canaux TRPM4 exprimés dans les 

cellules HEK. Les valeurs de leurs IC50 sont respectivement de 0,4 et 1,6 µM.  

Une étude a récemment comparé les effets du CBA, NBA et du 9-phénanthrol.; Le NBA 

est apparu comme le meilleur composé en réduisant l’activité des canaux TRPM4 humains et 

murins surexprimés de manière stable avec une efficacité similaire (valeurs IC50 entre 0,1 et 0,2 

mM) lors d'une application extra- et intracellulaire [270].  

 

Figure I-31 : Formules chimiques des molécules inhibant le canal TRPM4 

                    D’après Kovac et al. [263]. 

5. Rôles du canal TRPM4 dans le cœur  

Le canal TRPM4 est fortement exprimé dans les tissus cardiaques mais n’a pas une 

répartition uniforme. Ainsi dans l’ordre décroissant du niveau d’expression, le canal TRPM4 

est exprimé dans les fibres de Purkinje, le nœud sinusal, les oreillettes et les ventricules. De 

plus, une récente étude a montré l’expression du canal dans les cellules interstitielles valvulaires 

[271]. 
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a) Rôle physiologique  

➢ Nœud sinusal 

L’expression protéique et celle du transcrit du canal TRPM4 ont été détectées dans le 

nœud sinusal chez la souris, le rat ainsi que le lapin. Par ailleurs, le canal TRPM4 fonctionnel 

a été enregistré chez la souris [258], [272], [273]. Hof et collaborateurs ont démontré 

l’implication du canal dans l’automatise cardiaque. En effet, l’activité spontanée d’oreillettes 

droites isolées de souris sauvages est diminuée par le 9-phénanthrol (inhibiteur du canal 

TRPM4) alors que cette molécule n’a aucun effet sur les oreillettes de souris Trpm4 knock-out 

(KO). De plus, le 9-phénanthrol diminue la pente de dépolarisation diastolique sans affecter les 

autres paramètres du potentiel d’action du nœud sinusal chez le lapin [272]. 

➢ Fibres de Purkinje 

Le canal TRPM4 est fortement exprimé dans les cellules des fibres de Purkinje 

humaines et bovines [274], [275]. L’implication du canal TRPM4 dans le PA des fibres de 

Purkinje a été exploré par Hof et collaborateurs. Ils ont démontré que le 9-phénanthrol diminue 

la durée du PA des fibres de Purkinje du lapin [276]. 

➢ Atrium 

La présence du canal TRPM4 fonctionnel a été montré dans les cardiomyocytes atriaux 

de rat, de souris et de l’homme [257], [277], [278]. L’inhibition du canal TRPM4 par le 9-

phénanthrol ou l’acide flufénamique réduit la durée du PA des cardiomyocytes atriaux issus des 

souris sauvages. Cependant, le 9-phénanthrol n’a aucun effet sur le PA atrial des souris Trpm4 

knock-out [278]. De plus, le PA atrial des souris Trpm4 knock-out est plus court que celui des 

souris sauvages [272], [278], [279]. Le canal TRPM4 est également impliqué dans la réponse 

aux stress de cisaillement des cellules de l’atrium de rat via l’activation du récepteur de 

l’inositol 1,4,5-trisphosphate et la libération du calcium [280]. En outre, il médie la croissance 

des fibroblastes atriaux murins. En effet, l’expression de la protéine et du courant TRPM4 ainsi 

que celle de l’α-SMA augmentent avec le temps et le développement de fibroblastes atriaux 

humains et murins en culture. Cette croissance est moins importante chez les fibroblastes de 

souris Trpm4 knock-out ou en présence du 9-phénanthrol chez les souris sauvages [281]. 
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➢ Ventricule  

Les résultats obtenus sur le rôle du canal TRPM4 dans l’activité électrique du ventricule 

sont contradictoires. Certaines études rapportent des courants TRPM4 observés sur les 

cardiomyocytes ventriculaires de rat en culture [256], [257]. De plus, il est présent dans le 

ventricule droit des patients pédiatriques présentant la tétralogie de Fallot et dans le ventricule 

de la souris [282], [283]. Toutefois, la participation du canal au PA des cellules ventriculaires 

est controversée puisque certaines études ne rapportent pas de différences entre le PA des 

cardiomyocytes ventriculaires issus des souris sauvages et Trpm4 knock-out [272], [278]. Alors 

que d’autres études montrent que cette durée est plus courte chez les souris Trpm4 knock-out 

[284].   

b) Rôle physiopathologique  

Le canal TRPM4 est impliqué dans plusieurs processus pathologiques tels que 

l’hypertrophie, les troubles de conduction et les lésions d’ischémie-reperfusion. 

➢ Troubles de conduction 

Des études ont identifié des mutations du gène Trpm4 liées à des pathologies cardiaques, 

particulièrement des troubles de conduction. Ce qui démontre le rôle important du canal 

TRPM4 dans l’activité électrique du cœur. Ces mutations conduisent à des gains ou pertes de 

fonction. La mutation de substitution du glutamate 7 par une lysine (E7K) conduit à un gain de 

fonction du canal en réduisant l’endocytose et en augmentant l’intensité des courants TRPM4 

[275]. Le mutant E7K autosomique dominant est responsable d’un bloc cardiaque progressif 

familial de type I. Un autre mutant gain de fonction A432T est présent dans les blocs 

atrioventriculaires congénitaux et infantiles. L’intensité du courant TRPM4 de ce mutant est 

faible par rapport à celle du canal TRPM4 sauvage [285]. Certains patients atteints du syndrome 

de Brugada présentent des mutations du canal TRPM4, soit des mutations gains de fonction 

(T878I, L1075P), soit des mutations pertes de fonction (P779R, K914X et G844D) [286], [287]. 

De plus, Hof et collaborateurs ont identifié quatre mutations du canal TRPM4 chez 2,2% d’une 

cohorte de patients atteints du syndrome QT long (Figure I-29) [288]. 
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➢ Remodelage et hypertrophie cardiaque 

Différentes études ont démontré l’implication du canal TRPM4 dans le remodelage et 

l’hypertrophie cardiaque [272], [289]–[291]. L’expression du transcrit et le courant du canal 

TRPM4 sont plus importants dans les cellules du ventricule hypertrophié des rats spontanément 

hypertendus comparé aux rats Wistar-Kyoto contrôles [231]. Le canal TRPM4 favorise 

également l'hypertrophie du ventricule gauche. Cette hypertrophie est induite par la surcharge 

de pression puisque celle-ci est observée chez les souris sauvages mais pas chez les souris 

Trpm4 knock-out [292]. 

A l’inverse, le canal TRPM4 a un effet protecteur sur l’hypertrophie induite par 

l’angiotensine II. Les souris Trpm4 knock-out développent une hypertrophie plus importante 

que les souris sauvages [293]. De même, l'hypertrophie du ventricule droit est plus importante 

chez les rats Trpm4 knock-out dans un modèle d’hypertension pulmonaire [283]. Le canal 

TRPM4 participe également au remodelage cardiaque après un entraînement d’endurance. En 

effet, une amélioration de la fonction cardiaque est observée en réponse à l’entraînement 

d'endurance chez les souris sauvages alors que les souris Trpm4 knock-out n’y répondent pas 

[291]. De plus, Demion et collaborateurs ont observé une hypertrophie excentrique du 

ventricule gauche chez les souris Trpm4 knock-out adultes comparées aux souris sauvages 

[272]. 

➢ Ischémie-reperfusion 

Des études ont démontré l’implication du canal TRPM4 dans les lésions d’ischémie-

reperfusion. L’inhibition du canal TRPM4 par le 9-phénanthrol réduit la fréquence des post-

dépolarisations précoces provoquées par l'hypoxie et la réoxygénation du ventricule droit isolé 

de souris [294]. Des résultats similaires ont été observés chez le rat où le 9-phénanthrol améliore 

la contraction du cœur pendant la reperfusion et réduit la zone de l’infarctus induite par ligature 

de coronaire [295]. En outre, le traitement des cellules H9c2 issues des cardiomyocytes du 

ventricule de rat par le 9-phénanthrol prévient les lésions causées par les ROS produites après 

exposition au H2O2 [296]. Ces résultats montrent un rôle délétère du canal TRPM4 lors du 

processus d’ischémie-reperfusion myocardique.  
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➢ Lésions endothéliales  

Certaines études ont démontré le rôle du canal TRPM4 dans les lésions des cellules 

endothéliales. Par exemple, les cellules endothéliales vasculaires surexpriment le canal TRPM4 

sous l'influence de divers facteurs de lésions endothéliales. L’activation du canal TRPM4 

entraine une dépolarisation de la membrane grâce à l’influx de sodium. L’augmentation de la 

concentration intracellulaire du sodium et du chlore augmente la pression osmotique, ce qui 

attire l’eau dans la cellule et provoque ainsi leur gonflement et éclatement [297]. 

En outre, l’expression du canal TRPM4 est fortement augmentée dans les cellules 

endothéliales des rats hypertendus suite à un régime riche en sel [253]. Son expression est 

également augmentée dans les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine en 

condition hypoxique et ischémique [298]. De plus, les ROS exogènes régulent à la hausse 

l’expression du canal entrainant l’apoptose des cellules endothéliales. L’utilisation du 9-

phénanthrol inhibe ce processus [253]. Enfin, le canal TRPM4 est aussi impliqué dans les 

lésions endothéliales vasculaires induites par les lipopolysaccharides (LPS). Comme évoqué 

précédemment, les LPS entrainent la mort via la production des ROS [299], [300]. 

6. TRPM4 et différenciation Cellulaire   

Peu d’études ont exploré le rôle du canal TRPM4 dans la différenciation des cellules 

cardiaques. Les résultats obtenus diffèrent selon les types cellulaires et les mécanismes étudiés. 

Guinamard et collaborateurs ont rapporté que l’activité du canal cationique non sélectif 

activé par le calcium (TRPM4-like) augmente avec le temps dans les cardiomyocytes du rat 

adulte en culture. Initialement absente dans les cellules fraichement isolées, l’activité du canal 

mesurée en patch clamp augmente avec la dédifférenciation de ces cellules [256]. Récemment, 

Simard et collaborateurs ont démontré que l’expression et l’activité du canal TRPM4 

augmentent dans les fibroblastes cardiaques humains et murins en culture. En parallèle, la taille 

des cellules et l’expression de l’α-SMA (un marqueur du phénotype myofibroblastique) 

augmentent également. L’inhibition du canal par le 9-phénantrol réduit la croissance cellulaire 

et l’expression de l’α-SMA de ces cellules. Ces résultats démontrent que le canal TRPM4 

participe à la transition des fibroblastes cardiaques en myofibroblastes. Cette observation a été 

l’un des points de départ de notre étude [281].  
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En dehors des cellules cardiaques, le canal TRPM4 régulerait aussi le phénotype de 

cellules endothéliales. L’inhibition du canal TRPM4 par un siRNA préserve le phénotype 

endothélial des cellules en inhibant leur différenciation en fibroblaste induite par le TGF-β 

[301]. Une étude transcriptomique de l’expression de gènes durant la différenciation des 

adipocytes 3T3-L1 a montré que l’expression génique des canaux TRP varie (à la hausse ou à 

la baisse) au cours de la différenciation des adipocytes. Quant au canal TRPM4, son expression 

diminue dans les adipocytes différentiés [302]. Une autre étude a montré l’implication du canal 

TRPM4 dans la différenciation des cellules souches du follicule dentaire (DFSCs) chez le rat. 

La suppression du canal avec des shRNA favorise la différenciation des DFSCs en ostéoblaste 

et inhibe leur différenciation en adipocytes. Par conséquent, le canal TRPM4 favoriserait le 

phénotype adipocytaire au lieu d’un phénotype ostéogénique [303].  

Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que le canal TRPM4 est impliqué dans 

certains processus de différenciation. Il peut soit promouvoir la différenciation soit la réprimer 

; voir même favoriser un phénotype particulier en inhibant un autre selon les types cellulaires. 
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PROBLEMATIQUE 
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II. PROBLEMATIQUE 

La sténose aortique est l’une de maladie cardiovasculaire la plus fréquente. Sa 

prévalence est en constante augmentation avec le vieillissement de la population. La SA peut 

se développer suite à différents facteurs de risque dont l’exposition aux rayonnements ionisants. 

En effet, la radiothérapie thoracique peut entraîner dans certains cas un remodelage cardiaque 

à long terme. Certains patients atteints de cancer qui sont traités par la radiothérapie thoracique 

développent un dysfonctionnement valvulaire à type de régurgitation ou de sténose. La valve 

aortique est la plus touchée par ce phénomène qui se manifeste essentiellement par une fibrose 

tardivement associée à une minéralisation. Bien que les processus impliqués dans la 

physiopathologie de la SA soient en partie connus, une zone d’ombre persiste sur les 

mécanismes cellulaires impliqués dans le développement du remodelage valvulaire radio-

induit. L’indentification des acteurs moléculaires et les processus sous-jacents permettrait de 

mieux comprendre sa mise en place et son développement afin de prévenir ou au moins 

d’atténuer le développement de cette sténose. 

La SA est un processus complexe qui fait intervenir différents acteurs cellulaires et 

moléculaires, en particulier les cellules endothéliales et interstitielles valvulaires qui subissent 

un remodelage durant la pathologie. C’est particulièrement le cas des VICs qui subissent une 

transition vers un phénotype myofibroblastique à l’origine d’une synthèse accrue de matrice 

extracellulaire et donc d’une fibrose. Des plus, les VICs peuvent par la suite dériver vers un 

phénotype ostéoblastique à l’origine de la calcification de la valve. 

Les études antérieures du laboratoire ont montré l’expression importante du canal 

TRPM4 dans le tissu cardiaque. Si son implication a d’abord été montrée dans l’activité 

électrique cardiaque et ses perturbations, le canal est également impliqué dans le remodelage 

morphologique du cœur tout particulièrement dans les phénomènes d’hypertrophie. 

L’expression du canal TRPM4 n’est pas restreinte aux cardiomyocytes puisqu’il est aussi 

présent au niveau des fibroblastes. De plus, son expression dans ce type cellulaire semble aussi 

participer au remodelage cardiaque. En effet notre équipe a montré l’implication du canal 

TRPM4 dans la transition des fibroblastes atriaux humains et murins vers un phénotype 

myofibroblastique [303]. 
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Sur la base de ces observations, nous avons émis l’hypothèse que le canal TRPM4 

pourrait être impliqué dans le remodelage de la valve aortique radio-induit puisque cette 

pathologie comprend une transition des VICs vers un phénotype myofibroblastique. Afin de 

tester cette hypothèse, nous avons combiné deux modèles animaux à notre disposition : d’une 

part un modèle murin de sténose aortique radio-induite développé au laboratoire et d’autre part 

un modèle de souris transgénique invalidées pour le gène Trpm4. 

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont fait l’objet d’un article en premier auteur 

publié qui vous sera présenté dans la partie résultat. Il évalue, in-vivo, l’effet de l’irradiation de 

la valve aortique chez la souris. Quelques résultats complémentaires obtenue in-vitro sur des 

cellules valvulaires humaines seront également présentés. 
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III. MATERIELS ET METHODES  

A. MATERIELS BIOLOGIQUES  

1. Ethique 

Notre étude a nécessité l’utilisation de souris et l’ensemble des expérimentations ont été 

réalisées dans le respect des règles en vigueur (directive 2010/63/EU de la commission 

européenne traitant des règles d’expérimentation animale). Cette étude a fait l’objet d’une 

autorisation du ministère de l’enseignement supérieur et de la recherche après validation par le 

comité d’éthique en expérimentation animale local. CEEA - 054 Comité d’éthique Normandie 

en matière d’expérimentation animale (CENOMEXA). APAFIS#23869-2020012911013146 

v6. 

2. Souris TRPM4 knock-out  

Nous avons utilisé des souris invalidées de façon globale pour le gène Trpm4 (souris 

Trpm4-/-) pour étudier l’implication du canal TRPM4 dans la SA radio-induite. L’ensemble des 

souris utilisées dans les expérimentions ont été produites et hébergées au Centre Universitaire 

de Ressources Biologiques de Caen (CURB).  

Les souris utilisées étaient issues de la souche C57BL/6J générée par Barbet et 

collaborateurs [304] ; elles nous ont été initialement fournies par le Dr Marie Demion. Les 

souris ont été obtenues par la délétion des exons 3 à 6 du gène Trpm4 à l’aide de la Cre 

recombinase. Ces souris Trpm4-/-sont viables et fertiles. Le phénotype cardiaque des souris 

Trpm4-/- montre : une hypertrophie excentrique du ventricule gauche, un ralentissement de la 

propagation électrique, des troubles de conduction (bloc atrioventriculaire 1er et 2ème degré, 

syndrome de long  QT) [272] et un PA atrial plus court que les souris sauvages (Trpm4+/+) 

[278]. Le phénotype général de ces souris ainsi que celui d’autres modèles de souris 

transgéniques Trpm4 sont donnés sur le tableau 4. 
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Caractéristiques du modèle animal Stratégie de délétion Conclusion de l’étude 

Mâles C57BL/6J TRPM4 KO âgées de 12 et 32 semaines Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase TRPM4 régule la conduction et l'activité électrique cellulaire 

[272] 

C57BL/6J TRPM4 KO âgées de 6 à 14 semaines Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase TRPM4 participe à la régulation du rythme cardiaque [273] 

C57BL/6J TRPM4 KO âgées de 4 à 6 semaines Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase TRPM4 participe à la genèse du PA atrial [278] 

Mâles C57BL/6J TRPM4 KO âgées de 2 mois Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase TRPM4 est impliqué dans le raccourcissement du PA atrial et 

les arythmies induits par l'aldostérone [279] 

Mâles 129SvJ TRPM4 KO âgés de 18 à 19 semaines Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase TRPM4 serait impliqué dans l'effet inotrope ventriculaire 

induit par la stimulation β-adrénergique [305] 

Mâles C57Bl/6N TRPM4 KO global et cardiomyocytes 

spécifiques âgés de 18 à 19 semaines 

Délétion de l'exon 15 et 16 au niveau cardiaque L'expression de TRPM4 est plus élevée chez les souris 

129SvJ que chez les souris C57Bl/6N [305] 

C57Bl6/N TRPM4 KO atteintes d’une insuffisance cardiaque 

ischémique sévère âgées de 21 semaines 

Recombinaison par Cre-loxP TRPM4 peut réduire la survie et la réserve cardiaque β-

adrénergique dans l'insuffisance cardiaque ischémique [306] 

129/SvJ TRPM4 KO Recombinaison par Cre-loxP TRPM4 serait un déterminant de l'effet inotrope ventriculaire 

induit par la stimulation β-adrénergique [284] 

Mâles 129SvJ TRPM4 KO âgées de 3 à 6 mois Recombinaison par Cre-loxP TRPM4 limite la libération de catécholamines et peut 

prévenir l'hypertension induite par le tonus sympathique [307] 

Mâles C57BL/6 N TRPM4 KO cardiaque spécifique âgées de 

3 à 6 mois 

Délétion de l'exon 15 et 16 au niveau cardiaque TRPM4 participe au développement de l'hypertrophie 

pathologique [293] 

Tableau 4 : Modèles de souris TRPM4 cardiaque 

                                                                                                         Tableau modifié d’après Kovacs et al. [263]  
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3. Génotypage des souris  

Toutes les souris incluses dans le protocole ont été testées afin de confirmer leurs 

génotype TRPM4 sauvage (Trpm4+/+) ou TRPM4 knock-out (Trpm4-/-). Le génotypage consiste 

à déterminer la présence ou non d’un gène cible. Nous avons extrait l’ADN génomique du bout 

de la queue des souris. Ils ont été placés dans une solution de tampon d’extraction puis incubés 

durant toute la nuit à 56 °C. Après l’incubation, l’ADN a été précipité avec de l’isopropanol 

puis purifié avec différents lavages à l’éthanol. Les échantillons d’ADN ont été amplifiés par 

PCR en utilisant les amorces du tableau 5. Puis après la migration, les amplicons ont été révélés 

avec l’appareil imageQuant LAS 4000. Chaque souris a été testée pour le génotype knock-out 

(Trpm4-/-) et sauvage (Trpm4+/+). Les deux amplicons ont un poids moléculaire d’environ 500 

pb. Nous avons réalisé l’expérimentation deux fois pour confirmer les résultats. 

Phénotypes Amorces : Séquences (5'➔3') 

Trpm4+/+ 
Forward CCAGGGCTCATTCCCCGCAAGGT 

Reverse ATTCACCTGCCTCTTCCTCCCG 

Trpm4-/- 
Forward AGCCCACTGTGTCCTATTTAG 

Reverse ATTCACCTGCCTCTTCCTCCCG 

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées en PCR. 

 

Figure III-1 : Génotypage des souris Trpm4-/- et Trpm4+/+. 

Gel de PCR des souris N°1 à 6 ; chaque souris est testée pour les deux génotypes qui présentent des 

bandes à 500 pb. Ctrl : contrôle négatif avec de l’eau.  
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4. Cellules interstitielles valvulaires humaines 

Nous avons utilisé des cellules interstitielles valvulaires humaines issues des patients 

ayant subi un remplacement de la valve aortique. Les VICs ont été collectées et dissociées par 

l’UMR S 1096 ENVI de l’Université de Rouen. Elles ont été cultivées dans des flasques T75 

traitées avec de la gélatine/fibronectine dans le milieu de culture DMEM, 10% de sérum de 

vœux fœtal et 1% d’antibiotique (Pénicilline/Streptomycine). Une fois à confluence les cellules 

ont été trypsinisées et réensemencées dans des boites de culture (35 mm de diamètre) pour les 

expérimentations de patch-clamp. Elles sont utilisées jusqu’à 15 jours dans ces conditions. 

 

B. IRRADIATION 

1. Modèle murin de la sténose aortique radio-induite 

Différents modèles animaux ont été mis au point pour étudier la sténose aortique. Ceux-

ci utilisent le porc, le lapin, le rat et la souris. La SA peut être induite par un régime alimentaire 

riche en cholestérol, une manipulation génétique ou des rayonnements ionisants [308]. 

Cependant, l’utilisation de modèle animal dans l’étude de la SA radio-induite est peu rependu. 

La majorité des études évaluant les effets secondaires cardiaques de la radiothérapie utilisent 

des modèles où le cœur entier est irradié et quelques-unes utilisent l’irradiation spécifique d’une 

portion du cœur. A notre connaissance, seule une étude récente rapporte l’irradiation spécifique 

de l’aorte, les valves aortique et mitrale [309]. Dans cette optique, notre laboratoire a développé 

un modèle de sténose radio-induite de souris où la valve aortique a été spécifiquement irradiée 

dans le but d’étudier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents de ce type particulier de 

SA. Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé ce modèle pour étudier l’implication du canal 

TRPM4 dans ce processus pathologique.   

2. Etapes de l’irradiation 

Nous avons utilisé un micro-irradiateur Pxi225CX couplé à une tomographie par rayon 

X (Precision X-ray Inc, North Brandford, CT) pour irradier la valve aortique des souris. 

L’irradiation de la valve a nécessité 4 étapes : l’acquisition des images cardiaques par 

tomographie RX (scanner), le recalage des images de tomographie RX sur un atlas-IRM, la 

planification et l’irradiation proprement dite. Les animaux ont été placés en décubitus dorsal 
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dans un berceau souris chauffé, après une induction de l’anesthésie à isoflurane 5% dans un 

mélange d'O2 et de N2O pendant 30 secondes puis maintenus à 1,5% isoflurane.  

➢ Tomographie au rayon X 

Dans un premier temps, nous avons réalisé une tomographie RX de l’animal en utilisant 

un filtre aluminium de 2 mm. L’irradiateur est placé en mode tomographie RX et à l’aide du 

logiciel Pilot X-rad 225 nous avons réalisé une acquisition d’images au niveau du thorax de 

l’animal (Figure III-2).  

 

Figure III-2 : Images de tomographie au rayon X d’un cœur de souris  

En haut à gauche : coupe transversale. En bas à gauche : coupe sagittale. En bas à droite : coupe 

coronale. 

➢ Recalage des images de tomographie RX sur l’atlas-IRM 

Par la suite, nous avons utilisé le logiciel 3D Slicer pour recaller manuellement les 

images obtenues par tomographie RX sur un atlas-IRM du cœur conçu au laboratoire (Figure 

III-3) dans trois plans : coronal, sagittal et transversal [310]. L’atlas-IRM contient les 

segmentations de l’aorte et de la valve aortique. Nous avons utilisé la trachée et la bifurcation 

des bronches principales comme repères anatomiques pour recaler les images parce que les 

deux structures sont visibles dans les deux types d’images (Figure III-3). A la fin du recalage, 

nous avons transféré les segmentations de l’aorte et de la valve aortique de l’atlas-IRM sur les 

images de tomographie RX (Figure III-4). 
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Figure III-3 : Recalage des images de tomographie RX sur l’atlas-IRM  

A : Atlas IRM avec la segmentation de l’aorte en bleu et la valve aortique en vert. En haut à gauche : 

coupe transversale. En bas à gauche : coupe sagittale. En bas à droite : coupe coronale. B : Recalage des 

images de tomographie RX sur l’atlas-IRM. En haut à gauche : coupe transversale. En bas à gauche : 

coupe sagittale. En bas à droite : coupe coronale. 

➢ Planification 

La planification de l’irradiation s’est faite avec le logiciel SmartPlan® (Precision X-ray 

Inc, North Brandford, CT). Cette planification débute par l’exportation des images 

précédemment acquises et des segmentations de l’aorte et de la valve aortique. Puis nous avons 

défini différentes structures sur les acquisitions (air, os, poumon, tissus mous) en fonction des 

unités Hounsfield CT2MD (Computed tomography to material density). L’étape suivante est la 
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délimitation. Nous avons placé la segmentation de la valve aortique au centre de l’intersection 

des deux faisceaux dans les différents plans. Quant à l’étape de la détermination du faisceau, 

elle permet de calculer la dose à délivrer sur la valve, le diamètre (≤ 2 mm) et les angles 

d’incidence du faisceau ainsi que le collimateur le plus adapté (Beam1 : 45°, Beam2 : 315°). 

Chaque faisceau délivre une dose de 5 Gy. Ensuite, le logiciel calcule la dose à délivrer en 

fonction des tissus traversés par le faisceau pour au final déposer 10 Gy sur la valve. Cette étape 

est suivie de la visualisation de la distribution des doses dans l’animal (Figure III-5). L’étape 

finale consiste à générer un fichier contenant les paramètres d’irradiation à savoir le collimateur, 

les angle du faisceau, la durée d’irradiation et les coordonnées de l’isocentre pour chaque 

faisceau. 

 

Figure III-4 : Images de tomographie RX avec la segmentation de l’aorte et de la valve. 

Segmentation de l’aorte en bleu et la valve aortique en vert. En haut à gauche : coupe transversale. En 

bas à gauche : coupe sagittale. En bas à droite : coupe coronale.  

➢ Irradiation 

Le fichier protocole généré précédemment est importé dans le logiciel Pilot X-Rad pour 

l’irradiation. Nous avons utilisé un filtre cuivre et un collimateur circulaire de 2,5 mm de 

diamètre pour irradier la valve aortique. 
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Figure III-5 B : Planification de l’irradiation.  

En haut à gauche : coupe transversale. En bas à gauche : coupe coronale. En haut à droite : coupe 

sagittale. En bas à droite :  répartition de la dose. Les bandes colorées sur les images indiquent la 

trajectoire des différents faisceaux. 

 

C. IMAGERIE CARDIAQUE  

1. Imagerie par ultrasons 

a) Principe  

L’imagerie par ultrasons ou échographie est une modalité de l’imagerie qui se base sur 

les ultrasons pour visualiser les organes et tissus. Une sonde émettrice réceptrice envoie des 

ultrasons dans l’organisme qui sont réfléchis en rencontrant les structures et tissus ou les 

globules rouges pour l’échographie Doppler. Cette dernière permet de mesurer les vélocités du 

sang et les gradients de pression. L’échocardiographie permet différents modes d’acquisition 

dont le mode M (Mouvement) ou TM (Temps Mouvement) et le mode Doppler. Le mode M 

permet l’acquisition des images dans différentes vues comme la vue parasternale grand axe et 

la vue parasternale petit axe pour visualiser les structures cardiaques. L’échocardiographie 
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permet ainsi d’évaluer les dimensions ventriculaires, atriales, de l’aorte et d’autres vaisseaux, 

de même que les fonctions diastoliques et systoliques. L’échocardiographie Doppler est la 

technique d’imagerie de référence pour l’évaluation non-invasive de la sténose aortique et de 

la sévérité de l’atteinte hémodynamique. L’échocardiographie possède une meilleure résolution 

temporelle que l’IRM et une meilleure évaluation des paramètres hémodynamiques. 

Dans le cadre de ce travail, nous avons mesuré les vélocités transvalvulaires dont la 

vélocité maximale (Vmax) qui est la vitesse maximale du flux sanguin à travers la valve 

aortique en systole. Nous avons également mesuré les gradients de pression transvalvulaires, 

maximal (ΔPmax) et moyen (ΔPmoy), qui sont la différence de pression de part et d’autre de la 

valve aortique (aorte et ventricule gauche). Le gradient de pression est calculé à partir des 

vélocité transvalvulaires avec l’équation de Bernoulli. 

∆𝑃 = 4 × 𝑉2 

b) Acquisition des images 

Un suivie échographique a été réalisé sur les animaux au début de l’étude et 5 mois plus 

tard à la fin de l’étude. Les examens se sont déroulés sous anesthésie à l'isoflurane, avec une 

fréquence cardiaque inférieure à 450 bpm (battements par minute) en utilisant l’échographe 

Philips iE33 (Philips Healthcare, Best, Pays-Bas) et une sonde linéaire L15-7io (128 éléments, 

7-15 MHz). La fonction de la valve aortique a été évaluée en utilisant le mode Doppler à ondes 

pulsées. Le mode M en vue parasternale grand axe a été utilisé pour mesurer les dimensions de 

l'aorte et de l'oreillette gauche et en vue parasternale petit axe pour les dimensions du ventricule 

gauche (Figure III-6).  
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Figure III-6 : Images d’échocardiographie de cœur de souris 

A : Mode M en petit axe : visualisation du ventricule gauche. B : Mode M en grand axe : visualisation 

du ventricule gauche, de l’aorte et de l’oreillette gauche. C : Mode Doppler en grand axe permettant la 

mesure du flux transvalvulaire. 

2. Imagerie par résonnance magnétique 

a) Principe 

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est une modalité d'imagerie non invasive 

qui permet de visualiser différentes parties du corps. Elle a l’avantage de ne pas utiliser les 

rayonnements ionisants. Le principe de l'IRM est basé sur les propriétés magnétiques des 

atomes d’hydrogène (protons) contenus dans l’organisme. Grace à un puissant aimant 

supraconducteur, les protons sont stimulés en modifiant le champ magnétique.  Ils sont alors 

orientés dans la même direction puis les protons sont soumis temporairement à un deuxième 

champ magnétique oscillant (radiofréquence). Le retour à l’équilibre des protons, à l’arrêt de la 

stimulation, s’accompagne d’une émission d’un signal électromagnétique détectable et 

mesurable. Selon la composition du tissu, le signal recueilli n’est pas le même. L'IRM permet 

une évaluation complète de l'anatomie et de la fonction cardiaque ainsi que de la caractérisation 

du tissu myocardique. 
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Bien que l'échocardiographie transthoracique reste la principale technique d'imagerie 

pour évaluer la sténose aortique, l’IRM peut fournir des informations complémentaires 

(notamment en cas d’un diagnostic incomplet). Chez l’Homme, elle permet d’évaluer la 

structure et la fonction de la valve aortique, ainsi que la fonction et le volume du ventricule 

gauche, en plus de l'aorte. L’IRM permet de visualiser la valve aortique dans plusieurs plans 

mais aussi de visualiser l'orifice de la valve aortique. Ce qui permet de déterminer la 

morphologie de la valve (tricuspide ou bicuspide) et d’effectuer des mesures sur les 

caractéristiques morphologiques de la valve. Un avantage que l’échographie transthoracique ne 

permet pas.  

L’avantage de l’IRM est qu’elle a une meilleure résolution spatiale que l’échographie 

et reste la référence pour mesurer les volumes et la fonction des ventricules gauche et droit, 

fournissant ainsi des informations essentielles sur le remodelage ventriculaire en réponse à la 

sténose aortique. Elle permet aussi de quantifier la vélocité maximale du flux à travers la valve 

aortique. Cependant, la résolution temporelle de l’IRM est moindre que celle de 

l'échocardiographie et les vélocités sont souvent sous-estimées. Contrairement à 

l’échocardiographie, certains patients présentent des contre-indications relatives à l’IRM 

comme certains implants (pacemaker, prothèse métallique) ; ce qui limite son utilisation chez 

l’Homme. Dans le cadre de cette étude sur les souris, nous avons utilisé l’IRM pour les mesures 

morphologiques ventriculaires. 

b) Acquisition des images  

L’acquisition des images d’IRM cardiaque a été réalisée sur tous les animaux en 

décubitus dorsal, sous anesthésie à l'isoflurane, comme pour l’irradiation à l'aide de l’IRM 7T 

petit animal (Pharmascan 70/16, Bruker, Ettlingen, Allemagne). L’acquisition s’est déroulée 

avec un suivie continu de la respiration et de l’électrocardiogramme pour synchroniser 

l’acquisition des images et la fréquence cardiaque. L'anesthésie a été adaptée afin de maintenir 

une fréquence respiratoire de 50-70 cycle par minute. La fonction des ventricules gauche et 

droit a été évaluée en utilisant la séquence multi coupe « IntraGate cine FLASH black-blood » 

en petit axe (champ de vision : 28 × 28 mm ; taille de la matrice : 128 × 128 ; résolution spatiale 

: 0,219 × 0,219 mm/pixel ; épaisseur de coupe : 560 μm ; 20 images/cycle cardiaque ; TR/TE : 

73/2 ; angle de bascule : 25°). Les images obtenues ont été analysées avec le logiciel Segment 

3.2 (Segment Inc, San Francisco, CA, USA) (Figure III-7). 
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Figure III-7 : Image d’acquisition IRM de souris 

                 Vue en petit axe d’un cœur de souris : visualisation des ventricules gauche et droit. 

 

D. MARQUAGES ET ANALYSES HISTOLOGIQUES 

1. Principe 

Le marquage histochimique est une technique qui consiste à mettre en évidence les 

différents constituants d’un tissu (l’ADN, les protéines, les lipides, …) mais aussi des agents 

pathogènes. Il est basé sur la réaction biochimique qui a lieu entre le colorant et le constituant 

d’intérêt. 

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisées différentes colorations pour mettre en 

évidence les processus pathologiques de la sténose aortique. Nous avons utilisé les colorations 

suivantes :  

• HES : hématoxyline (Labelians, Nemours, France), érythrosine (Labomoderne, 

Gennevilliers, France) et safran (RAL Diagnostics, Martillac, France) pour marquer 

les cellules et la matrice extracellulaire. Ce marquage colore le noyau en bleu, le 

cytoplasme en rose et le collagène en jaune (Figure III-8).  

• Rouge Picro-Sirius (rouge Sirius, Labelians, Nemours, France ; acide picrique, VWR 

international, Rosny sous-bois, France). Il marque le collagène I et III en rouge (Figure 

III-8). 
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•  Trichrome de Masson (hématoxyline, Labelians ; fushine acide, RAL Diagnostics ; 

ponceau xylidine, RAL Diagnostics ; acide phosphomolybdique, Honeywell Fluka, 

Illkirch, France ; vert lumière, RAL Diagnostics). Il a été utilisé pour visualiser les 

fibres de collagène. C’est un marquage successif de trois colorants : l’hématoxyline 

qui marque les noyaux en bleu foncé/noir, la fuchsine et le ponceau qui colorent le 

cytoplasme en rouge ainsi que le vert lumière qui marque les fibres de collagène en 

vert (Figure III-8).  

 

• Rouge Alizarine (Sigma Aldrich, L'isle d'Abeau, France) a été utilisé pour visualiser 

les dépôts de calcium qui sont colorés en rouge (Figure III-8). 

 

• Von Kossa qui marque les dépôts de calcium qui en noir (Figure III-8). 

 

Figure III-8 : Coupe histologique d’une valve aortique de souris. 

A, B, C, D : quatre Coupes transversales sériées. Coloration A : hématoxyline éosine safran, B : Rouge 

Alizarine, C : Rouge Pico-Sirius, D : Trichrome de Masson. E : coupe longitudinale, coloration au Von 

Kossa.  
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2. Prélèvement et Marquage 

Cinq mois après l'irradiation, les souris ont reçu 100 µl d’héparine en injection intra-

péritonéale cinq minutes avant la mise à mort par dislocation cervicale. Nous avons réalisé une 

sternotomie pour avoir accès au cœur puis une exsanguination par l’apex. Par la suite, nous 

avons injectés 300 µl de KCl (1M) dans le ventricule gauche, par l'apex, pour éliminer le reste 

du sang et produire une relaxation musculaire. Le cœur a été prélevé et fixé à la formaldéhyde 

4% (VWR Chemicals, France) puis inclus dans la paraffine. 

Les blocs de paraffine ont été coupés au microtome (RM2245, Leica, France) en plan 

longitudinal ou transversal. Pour chaque cœur en plan longitudinal, nous avons réalisé quatre 

coupes successives de 3 μm d'épaisseur au niveau de la valve aortique puis quatre autres coupes 

sériées 100 μm plus loin. Les coupes ont été placées sur des lames de microcopie en verre puis 

colorées. Pour les coupes les longitudinales, à l’HES avec l’automate Tissue TEK Prisma Plus 

(SAKURA Finetek, Villeneuve d'Ascq, France), le rouge Picro-Sirius, le rouge Alizarine et le 

Von Kossa. Deux coupes ont été traitées pour chaque coloration. En coupe longitudinale, les 

coupes ont été colorées à l’HES, le rouge Picro-Sirius, le trichrome de Masson et le rouge 

Alizarine. 

3. Numérisation et quantification  

Les lames obtenues ont été numérisées avec le microscope Olympus VS120 (Rungis, 

France) en lumière blanche et les images ont été analysées avec le logiciel QuPath 0.3.2 [311]. 

Les surfaces de la cuspide et de l’anneau de la valve ont été mesurées manuellement avec le 

logiciel Image J (US NIH, Bethesda, MD, USA). Pour chaque animal, la surface d'une cuspide 

a été déterminée comme la moyenne de deux cuspides afin de minimiser le biais dû à la 

localisation de la coupe. De même, la quantification de la coloration au rouge Picro-Sirius et au 

trichrome de Masson a été faite à l’aide du logiciel Image J.  
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E. PATCH-CLAMP  

1. Principe 

Le patch-clamp est une technique d’électrophysiologie qui permet de mesurer l’activité 

électrique d’un canal ionique à la membrane plasmique d’une cellule. Il mesure le courant 

ionique généré par le passage d’ions à travers les canaux. Cette technique a été développée par 

Neher et Sackman en 1976 ; ce qui leur a valu le prix Nobel de Médecine et Physiologie en 

1991. 

Le patch-clamp peut être réalisé dans différentes configurations selon les besoins de 

l’étude. Il permet d’étudier soit l’activité d’un canal ionique unitaire par les configurations 

cellule attachée (cell-attached) et patch excisé (inside-out), soit l’activité de l’ensemble des 

canaux ioniques présents à la membrane plasmique en configuration cellule entière (Whole-

Cell) (Figure III-9).  

L’expérimentation de patch-clamp consiste à sélectionner une cellule isolée puis 

rapprocher une micropipette de verre de la cellule. Une fois que la pipette touche la cellule 

(jonction cellule-pipette), la résistance de la micropipette augmente. La portion de la membrane 

en contact avec la micropipette est aspirée à l’aide d’une seringue pour générer un scellement. 

C’est l’interaction électrostatique entre la bicouche lipidique membranaire et le verre de la 

micropipette. Par la suite, le maintien de l’aspiration permet d’augmenter la résistance de la 

micropipette jusqu’à environ 1 GΩ. C’est l’obtention du « gigaseal », une jonction étanche 

entre la micropipette et la membrane plasmique. Ce qui correspond à la configuration cellule 

attachée. Pour obtenir la configuration inside-out que nous avons utilisé, la micropipette est 

remontée délicatement pour exciser une portion de la membrane. La solution contenue dans la 

micropipette devient le « milieu extracellulaire » et le bain correspond au milieu intracellulaire. 

La face interne du canal se retrouve exposé dans le bain, d’où le nom inside-out (Figure III-9). 

Dans cette configuration nous pouvons contrôler la composition du milieu intracellulaire et 

extracellulaire. 
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Figure III-9 : Les différentes configurations d’enregistrement en patch-clamp. 

                Figure modifiée d’après Chen et al. [312] 

2. Equipements de patch-clamp 

Un poste de patch-clamp comprend différents appareils. Un microscope inversé couplé 

à une caméra Nikon Eclipse Ti (Nikon, France) qui permet de visualiser les cellules et de 

finement approcher la micropipette de la cellule à l’aide du micromanipulateur MP285 (Sutter 

Instrument, USA). L’électrode de mesure, en filament d’agent chloruré, est relié à un 

convertisseur qui à son tour est relié à l’amplificateur Axopatch 200B (Axon Instrument, USA). 

Un ordinateur qui contient une carte d’acquisition DigiData 1322 (Axon Instrument, USA) 

convertit le signal analogique enregistré en signal numérique. Il permet aussi de paramétrer les 

expérimentations de patch grâce au logiciel pClamp 9.0. L’analyse des données se fait avec le 

logiciel Clampfit (un module de pClamp). Le poste comprend aussi une table anti-vibrations où 

sont placés le microscope et le micromanipulateur ; le tout dans une cage de Faraday. 

Les micropipettes utilisées dans les expérimentations sont réalisées à partir de capillaires 

en verre de 1,17 mm de diamètre interne (phymep, France). Le capillaire est étiré en utilisant 

une étireuse horizontale multistep Sutter P97 (Sutter Instrument, USA). Puis à l’aide d’une 

microforge MF 830 (Narishige, Japon), la micropipette est polie et affinée pour réduire son 

diamètre afin d’obtenir une résistance entre 6 et 8 MΩ. 
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Figure III-10 : Schéma représentatif d’un poste de patch-clamp 

                            D’après Sordel [313] 

3. Protocole d’enregistrement  

Nous avons utilisé la configuration inside-out pour caractériser le canal TRPM4 sur les 

cellules interstitielles de la valve en mode voltage imposé. Pour ce faire, nous avons utilisé les 

solutions ci-dessous (tableau 6). 

Tableau 6 : Solutions utilisées en patch-clamp 

Solutions Pipette Bain Perfusion 

[mM]   145 NaCl 42 NaCl 145 NaCl 

NaCl 145 140 145 42  

KCl 1,2 4,8 1,2  145 

MgCl2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 

Glucose 10 10 10 10 10 

HEPES 10 10 10 10 10 

Sucrose 0 0 0 206 0 

Ca2+ 1,8 1 
10-9, 10-6 et 

10-3 M 
1 1 

pH 7,4 7,4 7,2 7,2 7,2 
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Le protocole de la caractérisation du canal TRPM4 consiste à appliquer différents 

voltages entre -100mV et +100mV sur une portion membrane. Pour chaque potentiel imposé, 

une amplitude de courant est obtenue et permet de tracer la courbe courant/tension (I/V) dont 

la pente est la conductance du canal. La description de l’analyse des résultats de patch-clamp 

sera détaillée dans la partie résultats complémentaires. 

 

F. ANALYSES STATISTIQUES 

L’ensemble des résultats obtenus ont été analysés avec le logiciel Addinsoft Xlstat 2021 

(New York, NY, USA). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± S.E.M (erreur 

standard). Les différents groupes ont été comparés en utilisant le test non paramétrique de 

Kruskal-Wallis, suivi d'un test post-hoc de Dunn. Un test apparié a été utilisé pour comparer 

les paramètres entre les mêmes animaux au début du protocole et après 5 mois. De plus, nous 

avons utilisé le test non paramétrique de Mann-Whitney pour comparer deux groupes lorsque 

c’était nécessaire. La différence entre les groupes est considérée comme statistiquement 

significative pour des valeurs de p ≤ 0,05. Les différences statistiquement significatives sont 

indiquées dans les graphiques par des astérisques. N désigne le nombre de souris utilisées. 
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RESULTATS 
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IV. RESULTATS  

A. TRPM4 PARTICIPE AU REMODELAGE RADIO-

INDUIT DE LA VALVE AORTIQUE CHEZ LA SOURIS  

1. Introduction  

La sténose aortique est une pathologie caractérisée par un rétrécissement de l’ouverture 

de la valve aortique. Plusieurs études montrent que les patients ayant subi une radiothérapie 

thoracique peuvent développer des complications cardiaques telles que péricardite, 

cardiomyopathie, coronaropathie et une valvulopathie. De plus, des études ont montré que des 

patients traités par radiothérapie pour les cancers comme le lymphome de Hodgkin et le cancer 

du sein développent des dysfonctionnements valvulaires tel qu'une sténose. 

Différents acteurs moléculaires et cellulaires participent à la physiopathologie de la SA 

dont les cellules interstitielles valvulaires qui jouent un rôle clé dans ce processus. En condition 

pathologique, les VICs sont activées et acquièrent un phénotype myofibroblastique responsable 

du remodelage de la matrice extracellulaire. Par la suite elles évoluent vers un phénotype 

ostéoblastique qui participe à la minéralisation de la valve.  

Le canal TRPM4 appartient à la famille des canaux TRP. Il est activé par le calcium et 

est perméable au sodium et au potassium. Une étude récente du laboratoire a démontré que le 

canal TRPM4 participe à la transition des fibroblastes atriaux humains en myofibroblastes : un 

phénomène présentant des similitudes avec ceux observés au cours de la sténose aortique. En 

outre, l'expression protéique du canal est augmentée dans les valves humaines calcifiées. 

L’objectif de ce travail a été de déterminer la part du canal TRPM4 dans le processus 

physiopathologique de la SA radio-induite. Pour répondre à cette question, nous avons utilisé 

un modèle de souris Trpm4+/+ et Trpm4-/- de 4 mois soumises ou non à une irradiation de 10 Gy 

au niveau de la valve aortique. Les paramètres cardiaques ont été évalués par échographie et 

IRM avant et 5 mois après irradiation. À la fin du protocole, les animaux ont été mis à mort et 

les cœurs ont été prélevés pour des analyses morphologiques et histologiques. 



95 

 

2. Résultats 

Cinq mois après l'irradiation, les souris Trpm4+/+ présentaient une vélocité maximale 

(Vmax) et un gradient de pression moyen (ΔPmoy) significativement plus importants comparé 

aux souris Trpm4+/+ non irradiées alors qu'aucune différence n'a été observée chez les animaux 

Trpm4-/-. De plus, les souris Trpm4+/+ irradiées avaient un épaississement ainsi qu’une fibrose 

des feuillets plus importante par rapport aux souris contrôles. Cependant, aucune différence n’a 

été observé dans le groupe des souris Trpm4-/-. Nous avons également observé une corrélation 

significative entre les paramètres morphologiques et fonctionnels de la valve aortique. 

3. Conclusion   

L'ensemble de ces résultats nous permet de conclure qu'après l’irradiation de la valve 

aortique, les souris Trpm4+/+ présentent une augmentation de Vmax, signe d’une sténose de la 

valve, une surface du feuillet plus importante traduisant un épaississement des feuillets 

valvulaire et une fibrose plus importante. Ces éléments sont des caractéristiques pathologiques 

importantes de la SA. 

Nos résultats ont permis de montrer que le canal TRPM4 participe au remodelage 

valvulaire radio-induit. Mettant ainsi en lumière ce canal comme une cible potentielle dans les 

stratégies de prévention contre ces dommages. Plus largement, ils permettent aussi de faire un 

lien entre l’expression du canal TRPM4 et la SA.  

Ces résultats ont été publiés dans la revue Cancers. Ils sont présentés sous la forme de 

l’article publié ci-après :  

Mpweme Bangando H, Simard C, Aize M, Lebrun A, Manrique A, Guinamard R. 

TRPM4 participates in irradiation-induced aortic valve remodeling in mice. Cancers 2022, 

14:4477.  
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B. RESULTATS COMPLEMENTAIRES  

1. Caractérisation du canal TRPM4 dans les VICs 

Afin de déterminer les mécanismes impliqués dans la SA radio-induite dépendante de 

TRPM4, nous avons voulu déterminer les types cellulaires valvulaires qui expriment le canal. 

Nous nous sommes alors intéressés aux VICs qui sont un des deux principaux types cellulaires 

de la valve aortique.  

Nous avons réalisé des mesures électrophysiologiques sur des VICs humaines en culture 

afin de détecter une éventuelle expression fonctionnelle du canal TRPM4. Les VICs humaines 

ont été obtenues grâce à la collaboration avec l’UMR S 1096 ENVI de l’Université de Rouen 

qui nous a fourni ces cellules. Les cellules ont été isolées par dissociation enzymatique de 

feuillets des valves aortiques issues de chirurgies cardiaques dans le cadre d’un remplacement 

valvulaire. Des ampoules contenant des cellules isolées nous sont parvenues et ces dernières 

ont été mise en culture au laboratoire en vue des mesures électrophysiologiques (Figure IV-1). 

I.  

Figure IV-1 : Micrographie des VICs humaines en culture.  

Sur la partie gauche de la photo, Nous pouvons voir une pipette de patch-clamp et les cellules 

interstitielles valvulaires (VICs). La technique du patch-clamp dans la configuration inside-out a été 

utilisée pour rechercher une signature électrophysiologique du canal TRPM4. 
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a) Sélectivité ionique du canal 

Les mesures électrophysiologiques ont été faites dans la configuration inside-out de la 

technique de patch-clamp. Les mesures de courant ont tout d’abord été effectuées dans les 

conditions symétriques, avec la solution contenant 145 mM de NaCl de part et d’autre de la 

membrane. Des sauts de courant traduisant la présence de canaux fonctionnels sont apparus sur 

les enregistrements. Et différents potentiels ont été imposés afin de réaliser une courbe 

courent/tension, comme le montre la Figure IV-2.  

La conductance du canal unitaire observée, déterminée d’après la pente de la courbe 

courant/tension est de 20,3 ± 0,3 pS (n = 25). Afin d’estimer la sélectivité ionique du canal, des 

enregistrements ont été réalisés avec une solution de 42 mM de NaCl sur la face interne de la 

membrane (n = 3). Dans ces conditions, le point d’inversion de la courbe courant/tension se 

décale vers le potentiel d’équilibre du sodium, montrant une sélectivité cationique du canal.  

Enfin, la solution sur la face interne de la membrane a été remplacée par une solution 

contenant 145 mM de KCl (Figure IV-2). Dans ces conditions, le point d’inversion de la courbe 

courant/tension était de 0 mV, indiquant que le canal ne différencie pas le sodium du potassium 

et qu’il est donc cationique non-sélectif. 
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Figure IV-2 : Un courant cationique non-sélectif sur les VICs humaines en culture. 

Enregistrement d’un courant dans la configuration inside-out sur des VICs humaines en culture. A : 

traces de courant d’un même patch de membrane enregistrées à différents potentiels imposés (Vm). La 

pipette et le bain contiennent la solution de 145 mM de NaCl avec 1 mM de CaCl2 (voir méthodes). B : 

courbe courant/tension correspondant aux conditions décrites en A. C : courbe courant/tension lorsque 

la solution de bain contient 42 mM de NaCl. Les potentiels d’inversion des ions Na+ et Cl- sont indiqués 

par ENa et ECl. D : courbe courant/tension lorsque la solution de bain contient 145 mM de KCl. Les 

potentiels d’inversion des ions Na+, K+, cations monovalents (Na+ + K+) et Cl- sont indiqués par ENa, EK, 

Ecation et ECl. 

b) Régulation  

La probabilité d’ouverture du canal a été calculée dans la condition symétrique (145 

mM NaCl de part et d’autre de la membrane) pour chaque potentiel imposé. Il apparait que cette 

probabilité d’ouverture est plus importante dans les potentiels positifs que dans les potentiels 

négatifs (n = 11) (Figure IV-3). 

La dépendance du canal au calcium a été évaluée en exposant la face interne de la 

membrane à des concentrations variables de calcium (10-3, 10-7 ou 10-9 M) dans la solution de 
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145 mM NaCl. Les résultats montrent que la probabilité d’ouverture du canal mesurée à +40 

mV est dépendante de la concentration en calcium. Par conséquent, l’activité du canal augmente 

avec la concentration du calcium (Figure IV-3). 

Ainsi les enregistrements montrent que les VICs humaines expriment de façon 

fonctionnelle un canal cationique non-sélectif d’environ 20 pS activé par le calcium interne et 

la dépolarisation de la membrane cellulaire. Ces caractéristiques correspondent à celles du canal 

TRPM4 [236]. 

Des travaux complémentaires menés sur les VICs humaines ont montré la sensibilité du 

canal au 9-phénanthrol, ce qui confirme son identité TRPM4 (voir le poster Aize et 

collaborateurs). 

 

Figure IV-3 : Un courant sensible au voltage et au calcium intracellulaire 

A : Probabilité d’ouverture du courant enregistré dans la configuration inside-out sur des VICs humaines 

en culture, en fonction du potentiel imposé (Vm). La pipette et le bain contiennent la solution de 145 

mM de NaCl avec 1 mM de CaCl2 (voir méthodes). B : Traces de courant du même patch de membrane 

enregistrées avec la solution de 145 mM de NaCl de part et d’autre de la membrane. La solution de bain 

contient 10-3 ou 10-7 M de CaCl2 (Vm = 40 mV). C : Probabilité d’ouverture du canal en fonction de la 

concentration de CaCl2 sur la face interne. 
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2. Implication du canal TRPM4 dans la SA dégénérative 

Comme évoqué précédemment, l’âge est l’un des facteurs de risque de la SA. Nous 

avons donc exploré l’implication du canal TRPM4 dans la mise en place de la SA dégénérative. 

Pour ce faire, nous avons utilisé des souris de Trpm4+/+ et Trpm4 -/- âgées de 12 mois  

Nous avons mesuré les paramètres fonctionnels de la valve aortique et d’autres 

paramètres cardiaques par échocardiographie. Les vélocités et les gradients de pression ont été 

mesurés en mode Doppler. Alors que les caractéristiques du ventricule gauche, de l’oreillette 

gauche et de l’aorte ont été mesurées en mode M comme précédemment décrit. 

Nous n’avons pas observé de différences significatives entre les souris Trpm4+/+ et 

Trpm4-/- pour les paramètres fonctionnels de la valve aortique : les vélocités transvalvulaires 

maximale et moyenne de même que pour les gradients de pression transvalvulaires maximal et 

moyen (Tableau 7). Nous pouvons tout de même noter une tendance à des valeurs plus élevées 

pour les souris Trpm4+/+. 

Paramètres Trpm4+/+ (n=10) Trpm4 -/- (n=10) Valeur de p 

Vmax (cm/s) 225,8 ± 12,28 199,86 ± 8,04 Ns 

ΔPmax (mmHg) 20,9± 2,35 16,14 ± 1,30 Ns 

Vmoy (cm/s) 135 ± 10,46 119,14 ± 4,75 Ns 

ΔPmoy (mmHg) 10,1 ± 1,61 7,71 ± 0,68 Ns 

Tableau 7 : Paramètres fonctionnels de la valve aortique des souris âgées de 12 mois 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± erreur standard. Vmax : vélocité transvalvulaire 

maximale, Vmoy : vélocité transvalvulaire moyenne, ΔPmax : gradient transvalvulaire maximal, 

ΔPmoy : gradient transvalvulaire moyen. ns : non significatif. 

Les données obtenues sur le ventricule gauche, l’oreillette gauche et l’aorte montrent 

que les différents paramètres ne sont pas significativement différents entre les animaux 

Trpm4+/+ et Trpm4-/- ; à l’exception de la fraction de raccourcissement (FR) et la paroi 

postérieure du ventricule gauche télédiastolique (PPVGd). Ces deux paramètres sont 

significativement différents entre les deux groupes. Nous avons observé une FR de 36,49 ± 
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1,13% pour les animaux Trpm4-/- contre une FR de 31,08 ± 1,41% pour les souris Trpm4+/+. En 

outre, les souris Trpm4-/- (1,09 ± 0,04mm) présentaient une PPVGd significativement plus 

importante que les souris Trpm4+/+ (0,94 ±0,02 mm) (Tableau 8). 

Paramètres Trpm4+/+ (N=10) Trpm4 -/- (N=10) Valeur de p 

  Poids 33,48 ± 1,06 35,79 ± 1,65 Ns 

  FC (bpm) 361 ±54,4 444 ± 16,1 Ns 

  FR (%) 31,08 ± 1,41 36,49 ± 1,13 * 

  SIVd (mm) 0,82 ± 0,03 0,84 ± 0,05 Ns 

  SVIs (mm) 1,30 ± 0,04 1,43 ± 0,07 Ns 

  DIVGd (mm) 4,26 ± 0,09 3,8 ± 0,37 Ns 

  DIVGs (mm) 2,91 ± 0,11 2,59 ±0,11 Ns 

  PPVGd (mm) 0,94 ±0,02 1,09 ± 0,04 * 

  PPVGS (mm) 1,25 ± 0,05 1,39 ±0,06 Ns 

  Aorte (mm) 1,9 ± 0,04 1,82 ± 0,03 Ns 

  OG (mm) 1,87 ± 0,05 1,84 ±0,04 Ns 

 

Tableau 8 : Paramètres cardiaques de souris âgées de 12 mois. 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± erreur standard. FC : fréquence cardiaque, FR : 

fraction de raccourcissement, SIV : Septum interventriculaire (d : télédiastolique et s : télésystolique), 

DIVG : diamètre intraventriculaire du ventricule gauche, PPVG : paroi postérieure du ventricule gauche. 

Aorte : diamètre de l’aorte. OG : diamètre de l’oreillette gauche, ns : non significatif, * : significatif 

avec p < 0,05. 
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3. Mesure de la surface de la valve aortique en IRM 

En plus d’évaluer la fonction ventriculaire en IRM, nous avons aussi voulu évaluer la 

fonction et la structure de la valve aortique en IRM. Nous avons commencé par la mise au point 

de la technique pour mesurer le flux transvalvulaire ainsi que l’aire de la valve aortique.  

Pour ce faire, nous avons utilisé une séquence multi coupe « Cine FLASH black-blood » 

en petit axe et une séquence « localizer » en grand axe pour visualiser la valve aortique. Les 

images obtenues lors de la mise au point sont présentées ci-dessous (Figure IV-4).  

 

Figure IV-4 : Visualisation de la valve aortique des souris en IRM 

En haut à gauche, vue petit axe du cœur et à droite la vue en grand axe. En bas, zoom sur les images 

correspondant en haut. Valve aortique encerclée en rouge. 
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DISCUSSION 
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V. DISCUSSION 

Dans cette étude nous avons évalué l’implication du canal cationique non sélectif 

TRPM4 dans la sténose aortique radio-induite. Et nos résultats ont démontré que l’irradiation 

spécifique de la valve aortique de souris induit une diminution de la surface fonctionnelle de la 

valve ainsi qu’un épaississement des feuillets valvulaires. Ce qui entraine un remodelage 

fonctionnel de la valve. La suppression du gène Trmp4 prévient ce remodelage indiquant ainsi 

la participation du canal TRPM4 dans le remodelage consécutif à l’irradiation. 

Au cours de ce travail nous avons étudié le mécanisme en lien avec la SA radio-induite 

alors que la majorité d’études évaluent la SA induite par d’autres facteurs de risque. En effet, 

la plupart d’études utilisent des modèles animaux de SA induite par un régime alimentaire riche 

en lipide notamment le cholestérol ou des animaux transgéniques soit pour les gènes du 

métabolisme lipidique comme le récepteur des lipoprotéines de basse densité (Ldlr-/-) et les 

souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE-/-), soit les gènes du développement de la valve 

[308]. Par ailleurs, ces deux approches sont souvent combinées ; à savoir : un modèle 

transgénique et un régime spécial. Compte tenu de ce qui précède, nous avons combiné deux 

modèles animaux disponibles au laboratoire. D’une part, un modèle de souris transgénique 

Trpm4-/- [304] qui est bien décrit dans la littérature et a fait l’objet de plusieurs publications 

notamment celles du laboratoire [272], [278], [278], [279], [281]. D’autre part, un nouveau 

modèle de SA radio-induite développé au sein du laboratoire. En partant de l’observation que 

la radiothérapie thoracique entraine dans certains cas une SA chez l’Homme, nous avons 

développé ce modèle qui développe des caractéristiques de la SA après irradiation de la valve. 

La particularité de notre modèle est que nous avons précisément ciblé la valve aortique pour 

s’affranchir des effets de l’irradiation sur les autres structures cardiaques. Cette approche diffère 

de celle des autres études chez la souris dans lesquelles soit le cœur entier ou l'animal était 

irradié [314], [315], soit une partie du cœur tel que l'apex [316]. De plus, une revue de la 

littérature a montré que, sur 159 études utilisant des modèles de remodelage cardiaque radio-

induit chez les rongeurs, seulement 4% concernent l’irradiation d’une zone restreinte du cœur 

Alors que, les autres utilisaient l’irradiation du cœur entier ou de tout l'animal [317]. 

En se basant sur les données de la littérature, différentes doses, dont certaines 

fractionnées, ont été testées au laboratoire [310]. La dose de 10 Gy a été retenu parce qu’elle 

entraine des dommages valvulaires. Les effets observés n’étaient pas plus importants avec les 
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doses supérieures ou avec un fractionnement de la dose. Nous avons fait le choix de ne pas 

fractionner la dose pour le bien-être de nos animaux parce que l’irradiation des souris est une 

procédure qui peut durer longtemps. En effet, soumettre les animaux plus d’une fois à des 

durées aussi longues d’anesthésie peut avoir des conséquences sur leur bien-être. Bien que cela 

nous éloigne des conditions de radiothérapie utilisées en clinique où la dose reçue par les 

patients est fractionnée en plusieurs fois au cours du temps. De plus, la majorité des études sur 

les modèles animaux utilisent une seule dose (85%) [317]. En ce qui concerne la dose de 10 Gy 

que nous avons utilisée dans cette étude, elle pourrait sembler élevée sachant que nous ciblons 

spécifiquement la valve aortique. Pourtant, elle reste inférieure à la dose moyenne de 16 Gy 

utilisée dans les études in vivo chez l’animal pour évaluer la cardiotoxicité des rayonnements 

ionisants [317]. 

Dans une récente étude, Donis et collaborateurs ont regardé l’effet combiné d’un régime 

riche en cholestérol et de l’irradiation. Ils n’ont observé aucun effet de l’irradiation à 8 semaines 

après irradiation sur l’aorte et les valves aortique et mitrale de lapin. Cependant, l’irradiation a 

potentialisé les effets du régime riche en cholestérol. En effet, ils ont observé un épaissement 

et une infiltration des cellules immunitaires plus importants ainsi que plus de calcification de la 

valve aortique dans le groupe irradié [309]. Dans notre cas, nous avons observé un remodelage 

morphologique et fonctionnel de la valve aortique 5 mois après l’irradiation. Ce délai peut 

paraitre court comparé au temps de latence qui est de 10 à 20 ans avant l’apparition des signes 

de la pathologie chez l’homme [318]. Toutefois, rapporté à l’espérance de vie d’une souris cette 

durée rentre dans cet intervalle de temps.  

Certaines études sur les effets cardiaques de l’irradiation chez la souris ont révélé une 

augmentation de la fibrose ventriculaire détectée 5 mois après l’irradiation spécifique du cœur 

[314], [316]. La même observation a été également faite chez le rat [319]. Dans notre cas, nous 

n'avons pas observé de fibrose au niveau des ventricules ni au niveau des oreillettes alors qu'elle 

était présente dans les feuillets valvulaires. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que nous avons 

spécifiquement visé la valve aortique. Bien que les faisceaux ionisants aient pu traverser ces 

structures pour atteindre la valve, nous n’avons pas observé de remodelage ventriculaire ou 

atrial peut-être parce que la surface impliquée était minime. Ces résultats étayent l’idée que 

nous avons bien ciblé la valve aortique. Nous avons également observé une hypertrophie du 

ventricule gauche avec une fraction d’éjection conservée chez les souris Trpm4-/- comparées 

aux animaux Trpm4+/+ en IRM. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment obtenus 
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en échographie chez la même souche de souris [272], [279]. Nous n’avons pas observé 

d’atteinte ventriculaire secondaire à la SA. Un tel remodelage ventriculaire en réponse au 

rétrécissement de la valve se développerait peut-être à plus long terme. 

La SA se manifeste tardivement par une calcification des feuillets valvulaires, cependant 

nous n’avons pas observé de dépôt de calcium sur les feuillets ni avec la coloration au rouge 

Alizarine et ni avec celle au Von Kossa. Ces résultats peuvent s’expliquer par la durée du suivie 

qui est de 5 mois. Ces résultats montrent que le processus de calcification connu pour intervenir 

dans la phase finale de la pathologie n’a pas pu se mettre en place. En outre, la fibrose est le 

premier signe détectable de la SA radio-induite chez l'homme. Elle débute 4 à 12 mois après la 

radiothérapie, puis progresse avec les années [320]. Notre étude représenterait alors l’étape 

initiale du remodelage valvulaire. 

Néanmoins, une étude a démontré que l’irradiation inhibe la maturation et la 

minéralisation des ostéoblastes MC3T3-E1 en culture [321]. Les auteurs ont observé la 

diminution des marqueur ostéogénique (Runx2, ostéopontine, ostéocalcine, ostéorix, la 

sialoprotéine osseuse) et de l’activité de l’ALP. Bien qu’il ne s’agisse pas d’un type cellulaire 

valvulaire, ces résultats pourrait expliquer la mise en place tardive de la calcification et 

éventuellement son absence dans certains cas de SA radio-induite en comparaison aux SA 

d’autres origines. A l’inverse, des études in vitro sur les cellules interstitielles valvulaires 

démontrent que l’irradiation entraine la calcification et l’expression des marqueurs 

ostéogéniques [213], [214].  

Dans ce travail nous avons montré que l’irradiation entraine une fibrose ainsi qu’une 

sténose de la valve aortique et que le canal TRPM4 participe à ce processus. Cependant, les 

acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans ce remodelage valvulaire restent à identifier. 

L’une des pistes est que le canal TRPM4 soit impliqué via son expression par les cellules 

endothéliales valvulaires. En effet, la SA débute avec une lésion endothéliale et le canal TRPM4 

est exprimé par différentes cellules endothéliales telles que les cellules des artères pulmonaires 

humaines, les cellules endothéliales aortiques de souris et les cellules endothéliales cérébrales 

humaines et de souris [254], [307], [322]. Toutefois, son expression dans les VECs n’a pas 

encore été démontrée. Des études ont démontré que le canal TRPM4 participe à la lésion 

endothéliale [253], [299], [323] ; notamment celle induite par le LPS. Un mécanisme similaire 

à celui observé lors de la SA [299]. Cette lésion est liée aux espèces réactives de l’oxygène. 

Nous savons que le canal TRPM4 est impliqué dans les lésions induites par les ROS. De plus, 
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les ROS entrainent une surexpression du canal TRPM4 dans les HUVECs (Human Umbilical 

Vascular Endothelial Cell) après un traitement avec le H2O2 [253]. En plus des cellules 

endothéliales, le canal TRPM4 participe également aux effets néfastes induits par les ROS sur 

les cardiomyocytes [296]. Ce canal participe aussi à la sécrétion du MMP-9 par les cellules 

endothéliales cérébrales murines et humaines [254] ainsi qu’à la transition éphithélio-

mésenchymateuse (similaire à la transition endothélio-mésenchymateuse) des cellules 

cancéreuses de la prostate [324]. Ces processus sont également observés dans la SA. 

L’autre piste serait que les cellules interstitielles, l’un des acteurs principaux de la 

physiopathologie de la SA, soient le lien entre le canal TRPM4 et le remodelage observé. En 

effet, les VICs expriment le canal TRPM4 [271] comme nous l'avons confirmé dans ce travail 

en enregistrant son activité fonctionnelle. En outre, le canal TRPM4 est exprimé dans les 

fibroblastes qui sont un type cellulaire auquel appartient les VICs. Comme évoqué 

précédemment, le canal TRPM4 est impliqué dans la transition des fibroblastes atriaux en 

myofibroblastes. En culture, cette transition est diminuée chez les fibroblastes de souris Trpm4-

/- par rapport à ceux issus d’animaux Trpm4+/+ [281]. Ce mécanisme est également présent et 

crucial au développement de la SA. Les VICs s’activent en VICs myofibroblastiques 

responsables de la synthèse accrue de la MEC et de la fibrose qui en découle. De plus, une 

récente étude a démontré que la suppression du gène Trpm4, spécifiquement dans les 

cardiomyocytes, entraîne une réduction de la fibrose du ventricule induite par la surcharge de 

pression chez la souris [292] [16]. Ce qui indique que le canal TRPM4 participe également à la 

fibrose cardiaque par le biais de ces cellules. La voie de signalisation du TGF-β est connu pour 

participer à la différenciation des VICs quiescentes en VICs myofibroblastiques [117]. De plus, 

une augmentation de la signalisation TGF-β1 se produit des semaines après la radiothérapie 

[325]. Cette voie pourrait médier la différenciation via TRPM4. En effet, l'expression du canal 

TRPM4 augmente dans les fibroblastes ventriculaires humains en culture après incubation avec 

le TGF-β [326]. 

L’une des limites de cette étude est que nous avons utilisé que des souris mâles. Nous 

avons fait ce choix parce que le genre masculin est plus sujet à la SA avec un risque deux fois 

plus élevé que le genre féminin [327]. Une autre limite est la durée du suivi qui est courte pour 

visualiser le stade avancé de la pathologie. Cependant, l’un de point fort de notre étude est que 

nous avons évalué l'effet in vivo de l'irradiation de la valve au lieu d’une étude in vitro. Elle 

permet ainsi une meilleure appréciation des effets à long terme observés chez les patients traités 
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par radiothérapie. Par ailleurs, Il a été démontré que les effets de l'irradiation in vivo sont plus 

importants que ceux observés in vitro en culture cellulaire [328].  

Par la technique de patch-clamp nous avons montré que les VICs humaines expriment 

le canal TRM4 et qu’il est fonctionnel. Les caractéristiques du courant observées en canal 

unitaire sont bien celles du canal TRPM4 ; à savoir : un canal cationique non-sélectif d’environ 

20 pS de conductance, activé par le calcium interne et la dépolarisation cellulaire. Même si nous 

n’avons pas montré l’expression protéique du canal dans les VICs, une autre étude a démontré 

par western blot l’expression protéique du canal TRPM4 dans les VICs humaines [271]. Ces 

résultats nous permettent de suspecter la participation du canal dans le remodelage valvulaire 

via son expression dans les VICs. 

Nous avons également évalué l’implication du canal TRPM4 dans la SA liée au 

vieillissement puisque cette maladie est connue pour atteindre principalement les personnes 

âgées. La prévalence de la pathologie augmentant avec l’âge [58]. Pour répondre à cette 

question, nous avons mesuré les paramètres fonctionnels valvulaires chez les souris sauvages 

et TRPM4 knock-out âgées de 12 mois. Nous n’avons pas observé de différence de la fonction 

valvulaire entre les groupes de souris Trpm4+/+ et Trpm4-/-. Ces résultats peuvent être expliqués 

d’une part par l'âge de nos souris. Bien qu’elles aient 12 mois, rapporté à l’Homme, cela reste 

inférieur à l’âge moyen de la population la plus à risque. D’autre part par le fait que les souris 

et les rats, ne développent pas spontanément de SA [308].  

Comme évoqué précédemment, l’IRM est un outil complémentaire dans le diagnostic 

de la SA. Nous avons voulu visualiser et mesurer l’aire de la valve aortique de souris en IRM. 

Après différentes mises au point, nous avons pu visualiser la valve aortique en IRM. 

Malheureusement, nous n’avons pas pu optimiser et standardiser notre protocole pour effectuer 

facilement les mesures sur la valve aortique de souris. Même si cette technique est couramment 

utilisée en clinique, à notre connaissance, une seule étude a effectué pareille mesure chez la 

souris [329]. 
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES  

Dans ce travail nous avons mis en évidence l’implication du canal TRM4 dans le 

remodelage de la valve aortique radio-induit. En effet, nous avons montré que les souris 

Trpm4+/+ présentent un épaississement et une fibrose du feuillet valvulaire plus importante 

après l’irradiation de la valve aortique. A cela s’ajoute une augmentation de la vélocité 

maximale et du gradient de pression moyen qui traduit un rétrécissement de la valve aortique. 

Ces animaux développent donc des signes pathologiques de la sténose aortique. En revanche, 

en l'absence du canal, chez les souris Trpm4-/-, l'irradiation ne semble avoir aucun effet sur le 

remodelage de la valve. En outre, ce travail a démontré que le canal TRPM4 est bien présent et 

fonctionnel dans les cellules interstitielles valvulaires. En effet, nous avons observé un canal 

cationique non sélectif sensible au calcium et dépendant du voltage en patch-clamp. Ce sont les 

caractéristiques du canal TRPM4. Cependant, plusieurs questions restent en suspens, 

notamment l’identification du ou des types cellulaires valvulaires qui médient l’effet du canal 

TRPM4 ainsi que les voies de signalisation de ces processus où l’irradiation module le canal 

TRPM4 et ce dernier participe à la fibrose. 

Dans un premier temps, il serait intéressant de compléter les résultats obtenus en 

explorant les autres processus de la SA entre autres l’inflammation et le dépôt de lipides. La 

réaction inflammatoire est une composante importante de la physiopathologie de la SA et nous 

savons que le canal TRPM4 participe à la modulation de la réponse immunitaire. Nous pouvons 

évaluer cette dernière par un marquage immunohistochimique des cellules immunitaires. Par 

exemples utiliser les anticorps (anti-RAM-11 et anti-CD3) pour marquer respectivement les 

macrophages et les lymphocytes infiltrants. L’autre marqueur de l’inflammation est l’activation 

de l’endothélium. En effet, les cellules endothéliales expriment plus de molécules d’adhésion 

telles que VCAM-1 au cours de la réaction inflammatoire. Ces molécules facilitent le 

recrutement des cellules immunitaires et leurs infiltrations des tissus. Nous pourrions donc 

évaluer cette activation in vivo en IRM en utilisant les microparticules d’oxide de fer couplées 

à un anticorps (anti-VCAM-1) comme produit de contraste. Par ailleurs, nous pourrions 

également quantifier le dépôt de lipides par un marquage au Oil red O ou des anticorps contre 

les LDL/oxLDL et d’autres lipides. 
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Il serait aussi intéressant d’évaluer l’expression du canal TRPM4 ainsi que son activité 

dans les VECs, comme nous l’avons fait pour les VICs, pour savoir si ces cellules pourraient 

être responsables des différences dans le développement de la SA que nous avons observé entre 

les souris Trpm4+/+ et Trpm4-/- 

En outre, nous pourrions également évaluer l’expression protéique totale des valves des 

souris Trpm4+/+ et Trpm4-/- après irradiation. Par conséquent, il serait intéressant de cibler par 

western blot les protéines dont l’expression est connue pour changer au cours de la pathologie 

telles que les MMPs ou l’α-SMA. 

Dans le but d’identifier clairement le type cellulaire répondant initialement à 

l’irradiation dans une approche in vitro, nous pourrions irradier les VICs ou les VECs en culture 

et regarder la variation de l’expression du canal TRPM4 dans ces cellules. De même, nous 

pourrions regarder l’expression des marqueurs de différenciation myofibroblastique et de la 

fibrose dans ces cellules en présence ou en absence du canal ; notamment en utilisant les 

inhibiteurs pharmacologiques du canal (9-phénantrol) ou en inhibant son expression (siRNA ou 

shRNA). 

Il serait pertinent d’inclure les souris femelles dans notre protocole. En effet, comme 

évoqué dans la partie sur les facteurs de risques, les femmes et les hommes présentent des 

différences physiopathologiques dans la SA. Il serait également intéressant de tester le 

fractionnement de la dose pour se rapprocher de ce qui se passe chez l’homme lors de la 

radiothérapie. Enfin, il serait pertinent de suivre les animaux plus longtemps pour 

éventuellement observer la calcification qui représente la phase tardive de la maladie.  

D’un point de vue méthodologique, nos résultats préliminaires ont montré qu’il était 

possible d’évaluer l’aire de la valve aortique et le flux sanguin transvalvulaire en IRM. 

Toutefois une amélioration des protocoles est nécessaire pour des mesures en routine.  
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VIII. ANNEXE 

Au cours de cette thèse, en plus de l’article publié dans Cancers, nous avons valorisé ce 

travail par la participation à différents congrès et journées scientifiques : 

➢ Poster 

•  Mpweme et al. Implication du canal TRPM4 dans le remodelage radio-induit de la valve 

aortique dans un modèle in vivo ; 14èmes journées scientifiques du cancéropôle Nord-Ouest 

05/2022 ; Deauville, France. Voir page 161. 

➢ Résumés de congrès publiés  

• Mpweme et al. TRPM4 in radiation-induced aortic valve remodeling in mice; Printemps 

de la cardiologie 06-07/2022; Tours, France. Voir page 162. 

• Aize et al. Implication of the TRPM4 ion channel in osteogenic differentiation of human 
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RESUME 

Implication du canal cationique TRPM4 dans le remodelage radio-induit de 

la valve aortique 

La radiothérapie thoracique peut entraîner un remodelage cardiaque inattendu. Certains 

patients traités par radiothérapie pour le cancer du sein ou le lymphome de Hodgkin peuvent 

développer des valvulopathies telles qu’une régurgitation et une sténose. Ce processus implique 

le développement d’une fibrose suivie d’une calcification de la valve, mais les acteurs 

cellulaires et moléculaires impliqués sont peu connus. Le canal cationique non sélectif TRPM4 

participe à la transition des fibroblastes atriaux humains en myofibroblastes. Un phénomène 

présentant des similitudes avec ceux observés lors de la sténose aortique suggérant sa possible 

implication dans cette sténose. L’objectif de ce travail était d'évaluer l'implication du canal 

TRPM4 dans le remodelage radio-induit de la valve aortique. 

Pour répondre à cette question, nous avons développé un modèle in-vivo de souris 

Trpm4+/+ et Trpm4-/- de 4 mois soumises à une irradiation de 10 Gy au niveau de la valve 

aortique. Les paramètres cardiaques ont été évalués par échographie et IRM à 5 mois après 

l'irradiation. Par la suite les cœurs ont été collectés pour des analyses morphologiques et 

histologiques.  

Cinq mois après l'irradiation, les souris Trpm4+/+ présentaient une augmentation de la 

vélocité maximale du flux aortique ainsi que du gradient de pression moyen transvalvulaire, 

alors qu'aucune variation significative n'a été détectée chez les animaux Trpm4-/-. L'analyse 

morphologique des valves a montré que les souris Trpm4+/+ irradiées présentaient une surface 

des feuillets valvulaires plus importante que les souris témoins Trpm4+/+ et le marquage du 

collagène a révélé une fibrose, alors qu'aucune variation significative n'a été observée chez les 

animaux Trpm4-/-. Parmi les acteurs cellulaires potentiels, nous avons observé que le canal 

TRPM4 est présent et fonctionnel dans les cellules interstitielles valvulaires humaines. 

Ces résultats indiquent que TRPM4 favorise le remodelage valvulaire induit par les 

rayonnements ionisantes. Il pourrait ainsi être une cible pour prévenir les effets secondaires 

cardiaques de la radiothérapie thoracique. Plus généralement, il pourrait être impliqué dans le 

développement de la sténose aortique. 
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ABSTRACT 

TRPM4 in irradiation-induced aortic valve remodeling 

Thoracic radiation therapy may lead to unexpected cardiac remodelling. Some patients 

treated with radiotherapy for breast cancer or Hodgkin’s lymphoma might develop valvular 

dysfunction including regurgitation and stenosis. This process involves the development of 

fibrosis followed by valvular calcification, but the cellular and molecular determinants involved 

are poorly understood. The non-selective cation channel TRPM4 participates in human atrial 

fibroblast transition to myofibroblast, a phenomenon with similarities to those observed during 

aortic valve stenosis, suggesting its potential involvement in that stenosis. Our aim was to 

evaluate TRPM4 implication in radiation-induced valvular damages. 

To answer this question, we developed an in-vivo model of 4 months Trpm4+/+ and 

Trpm4-/- mouse submitted to 10 Gy irradiation at the aortic valve. Cardiac parameters were 

evaluated by echography and MRI measurements at 5-months post irradiation. At that time, 

hearts were collected for morphological and histological assessments.  

Five months after irradiation, Trpm4+/+ mice developed an increase in maximal aortic 

jet velocity and mean transvalvular pressure gradient, while no significant variation was 

detected in Trpm4-/- animals. Morphological analysis showed that Trpm4+/+ irradiated mice 

exhibited a significant increase of the aortic valve leaflets surface compared to Trpm4+/+ control 

mice and collagen staining revealed signs of fibrosis while no significant variation was 

observed in Trpm4-/- animals. Among potential cellular actors, we demonstrated that human 

valvular interstitial cells express functional TRPM4 channels. 

These results indicate that TRPM4 promotes radiation-induced valvular remodelling. It 

thus might be a target to prevent cardiac side effects in chest radiotherapy. It might also be 

involved in aortic stenosis development. 
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Implication du canal cationique TRPM4 dans le remodelage radio-induit de la valve 

aortique 

La radiothérapie thoracique peut entraîner un remodelage cardiaque inattendu. Certains patients traités par 

radiothérapie pour le cancer du sein ou le lymphome de Hodgkin peuvent développer des valvulopathies telles 

qu’une régurgitation et une sténose. Ce processus implique le développement d’une fibrose suivie d’une 

calcification de la valve, mais les acteurs cellulaires et moléculaires impliqués sont peu connus. Le canal cationique 

non sélectif TRPM4 participe à la transition des fibroblastes atriaux humains en myofibroblastes. Un phénomène 

présentant des similitudes avec ceux observés lors de la sténose aortique suggérant sa possible implication dans 

cette sténose. L’objectif de ce travail était d'évaluer l'implication du canal TRPM4 dans le remodelage radio-induit 

de la valve aortique. 

Pour répondre à cette question, nous avons développé un modèle in-vivo de souris Trpm4+/+ et Trpm4-/- de 4 mois 

soumises à une irradiation de 10 Gy au niveau de la valve aortique. Les paramètres cardiaques ont été évalués par 

échographie et IRM à 5 mois après l'irradiation. Par la suite les cœurs ont été collectés pour des analyses 

morphologiques et histologiques.  

Cinq mois après l'irradiation, les souris Trpm4+/+ présentaient une augmentation de la vélocité maximale du flux 

aortique ainsi que du gradient de pression moyen transvalvulaire, alors qu'aucune variation significative n'a été 

détectée chez les animaux Trpm4-/-. L'analyse morphologique des valves a montré que les souris Trpm4+/+ irradiées 

présentaient une surface des feuillets valvulaires plus importante que les souris témoins Trpm4+/+ et le marquage 

du collagène a révélé une fibrose, alors qu'aucune variation significative n'a été observée chez les animaux Trpm4-

/-. Parmi les acteurs cellulaires potentiels, nous avons observé que le canal TRPM4 est présent et fonctionnel dans 

les cellules interstitielles valvulaires humaines. 

Ces résultats indiquent que TRPM4 favorise le remodelage valvulaire induit par les rayonnements ionisants. Il 

pourrait ainsi être une cible pour prévenir les effets secondaires cardiaques de la radiothérapie thoracique. Plus 

généralement, il pourrait être impliqué dans le développement de la sténose aortique. 

 

 

TRPM4 in irradiation-induced aortic valve remodeling 

Thoracic radiation therapy may lead to unexpected cardiac remodelling. Some patients treated with radiotherapy 

for breast cancer or Hodgkin’s lymphoma might develop valvular dysfunction including regurgitation and stenosis. 

This process involves the development of fibrosis followed by valvular calcification, but the cellular and molecular 

determinants involved are poorly understood. The non-selective cation channel TRPM4 participates in human 

atrial fibroblast transition to myofibroblast, a phenomenon with similarities to those observed during aortic valve 

stenosis, suggesting its potential involvement in that stenosis. Our aim was to evaluate TRPM4 implication in 

radiation-induced valvular damages. 

To answer this question, we developed an in-vivo model of 4 months Trpm4+/+ and Trpm4-/- mouse submitted to 

10 Gy irradiation at the aortic valve. Cardiac parameters were evaluated by echography and MRI measurements 

at 5-months post irradiation. At that time, hearts were collected for morphological and histological assessments.  

Five months after irradiation, Trpm4+/+ mice developed an increase in maximal aortic jet velocity and mean 

transvalvular pressure gradient, while no significant variation was detected in Trpm4-/- animals. Morphological 

analysis showed that Trpm4+/+ irradiated mice exhibited a significant increase of the aortic valve leaflets surface 

compared to Trpm4+/+ control mice and collagen staining revealed signs of fibrosis while no significant variation 

was observed in Trpm4-/- animals. Among potential cellular actors, we demonstrated that human valvular 

interstitial cells express functional TRPM4 channels.   

These results indicate that TRPM4 promotes radiation-induced valvular remodelling. It thus might be a target to 

prevent cardiac side effects in chest radiotherapy. It might also be involved in aortic stenosis development. 

 


