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Résumé

Les calcifications cardiovasculaires, également appelées calcifications ectopiques,
sont un phénoméne pathologique tres fréquent. Leur développement est étroitement associé au
vieillissement, au diabéte, a I’hypertension artérielle, a I’athérosclérose et a I’insuffisance rénale
chronique. L'apparition et la progression de ces calcifications augmentent le risque
d’évenements cardiovasculaires chez les patients. 1l est désormais reconnu que les calcifications
cardiovasculaires sont le résultat d’un processus actif conduisant a la formation de dépdts de
cristaux d’hydroxyapatite, qui présente des similitudes avec le processus de minéralisation
osseuse. Ces calcifications peuvent se développer dans la paroi vasculaire, notamment dans la
média, ou les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) se transforment en cellules
ostéoblastiques, ainsi que dans la valve aortique, entrainant le développement d'un
rétrécissement aortique calcifié (RAC). Malheureusement, a ce jour, aucun traitement
pharmacologique ne s’avére efficace pour prévenir ou ralentir le développement des
calcifications cardiovasculaires. Dans ce contexte, I'époxyde hydrolase soluble (sEH) pourrait
constituer une nouvelle cible thérapeutique. La sEH, codée par le géne EPHX2, est une enzyme
bifonctionnelle. Elle posséde non seulement une activité époxyde hydrolase (SEH-H) dans son
son domaine N-terminal. Alors que de nombreuses études ont été menées sur l'activité sEH-H,
conduisant au développement d'inhibiteurs pharmacologiques utilisés en clinique, peu
d'informations sont actuellement disponibles concernant le role physiologique et pathologique
de l'activité de la sEH-P. Bien qu'il ait été initialement démontré qu'elle contribue a la
stabilisation de l'activité hydrolase ou a la dimérisation de lI'enzyme, certaines données récentes
indiquent que le sEH-P métabolise d'autres médiateurs lipidiques importants, tels que les acides
lysophosphatidiques (LPAs) intracellulaires, qui sont impliqués dans un large éventail de
fonctions biologiques telles que le tonus vasculaire et I'inflammation. En utilisant des
approches in vitro sur des cellules humaines interstitielles valvulaires (VIC) et ex vivo sur des
aortes et des valves de rat, le réle du domaine sEH-P a été évalué dans les calcifications
cardiovasculaires. Des études in vivo ont été réalisées en utilisant le modéle de rat transgénique
knock-in pour la sEH-P (KI-sEH-P) afin d'évaluer I’impact de I’inhibition de cette activité dans
le développement des calcifications artérielles et le développement du RAC dans un modeéle

d'insuffisance rénale chronique chez le rat soumis a un régime normal ou riche en phosphate.

21



Les résultats de ces études ont montré que le SEH-P contribue au développement de
la calcification vasculaire en dégradant [l'inhibiteur de minéralisation, les anions
pyrophosphates, dans les cellules endothéliales et en réduisant I'activation du PPARy médiée
par les LPA. De plus, l'inhibition de la SEH-P a empéché la calcification de la valve aortique et
ses conséquences hémodynamiques dans le modéle de rat néphrectomisé soumis a un régime

riche en phosphate.

En conclusion, ce travail révele que I’activité phosphatase de la sEH est un acteur
clé dans le développement des calcifications cardiovasculaires, soulignant I’intérét de
développer des inhibiteurs pharmacologiques de la sEH-P actifs in vivo comme stratégie

thérapeutique potentielle pour leur traitement et ainsi I’amélioration du pronostic des patients.

Mots clés : calcifications vasculaires, rétrécissement aortique calcifié, époxyde hydrolase

soluble, insuffisance rénale chronique
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Abstract

Cardiovascular calcifications, also known as ectopic calcifications, are a very
common pathological phenomenon. Their development is closely associated with aging,
diabetes, high blood pressure, atherosclerosis, and chronic kidney failure. The appearance and
progression of these calcifications increases the risk of cardiovascular complications in patients.
It is now recognized that cardiovascular calcifications are the result of an active process leading
to the formation of hydroxyapatite crystal deposits, which has similarities to the process of bone
mineralization. These calcifications can develop in the vessel wall, particularly in the media,
where vascular smooth muscle cells (VSMCs) transform into osteoblastic cells, as well as in
the aortic valve, leading to the development of aortic stenosis (AS). Unfortunately, to date, no
effective pharmacological treatment is available to prevent or slow the development of
cardiovascular calcifications. In this context; soluble epoxide hydrolase (SEH) could constitute
a new therapeutic target. SEH, encoded by the EPHX2 gene, is a bifunctional enzyme. It not
only possesses an epoxide hydrolase activity (SEH-H) in its C-terminal domain, but also
exhibits a lipid phosphatase activity (SEH-P) in its N-terminal domain. While numerous studies
have been conducted on sEH-H activity, even leading to the clinical development of
pharmacological inhibitors, little information is currently available regarding the physiological
and pathological role of the sEH-P activity. Although originally shown to contribute to the
stabilization of hydrolase activity or dimerization of the enzyme, some recent data indicate that
SEH-P metabolizes other important lipid mediators, such as intracellular lysophosphatidic acids
(LPA), which are involved in a wide range of biological functions such as vascular tone and
inflammation. Using in vitro approaches on valvular interstitial human cells (VI1Cs) and ex vivo
experiments on rat aortas and valves, the role of sEH-P domain in cardiovascular calcifications
was assessed. Furthermore, to determine the impact of the deletion of the sEH-P activity, in
vivo studies were carried out using the knock-in sEH-P transgenic rat model (KI-sEH-P). The
latter, allowed evaluating the development of arterial calcifications and AS in a model of

chronic renal failure in rats subjected to a normal diet or a diet rich in phosphate.

The results of this study showed that sEH-P contributes to the development of
vascular calcification by the degradation of the mineralization inhibitor pyrophosphate anions

in endothelial cells and by reducing LPA-mediated activation of PPARy. In addition, the
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inhibition of SEH-P prevents aortic valve calcification and its hemodynamical consequences in

nephrectomized rats fed with a high-phosphate diet.

Altogether, our study reveals that the phosphatase activity of SEH is a key player in
the development of cardiovascular calcifications, highlighting the interest of developing
pharmacological inhibitors of SEH-P as a potential therapeutic strategy for their treatment and

thus for improving patient prognosis.

Keywords: vascular calcifications, aortic stenosis, soluble epoxide hydrolase, chronic renal

failure
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Introduction

La calcification est un processus physico-chimique physiologique ou
physiopathologique. Ce phénoméne implique I’accumulation au sein d’un compartiment
biologique de dépdts de particules de cristaux de phosphate et de calcium, principalement des
cristaux d’hydroxyapatite. Bien que la calcification osseuse soit un processus normal
permettant le durcissement des os durant la croissance, d’autres tissus peuvent subir une
calcification et notamment au niveau du systeme cardiovasculaire (1). Ces calcifications, dites
anormales ou ectopiques, sont regroupées en 4 classes, dont 3 présentes au niveau vasculaire et
la derniére se développant au sein de la valve aortique. Bien que les calcifications vasculaires
aient été longtemps considérées comme la conséquence d’un processus purement passif, il est
aujourd’hui connu que [D’initiation et la progression de ces calcifications découlent d’un
processus actif. Ce processus, trés semblable a celui de la minéralisation osseuse, met en jeux

plusieurs voies moléculaires et cellulaires (2).
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1. Définition et épidemiologie

Les maladies cardiovasculaires représentent la premiére cause de morbi-mortalité
aprés les cancers dans les pays occidentaux. Elles sont a ’origine de 150000 décés par an en
France (3). Selon I’organisation mondiale de la santé, en 2019, 31% de la mortalité mondiale
totale seraient liés aux maladies cardiovasculaires (en particulier les cardiopathies et les
accidents vasculaires cérébraux) (figure 1). Cliniquement, la présence des calcifications
vasculaires participe a ’apparition des événements cardiovasculaires. En effet, chez les sujets
ageés de plus de 60 ans, on observe le développement de calcification a 1’échelle artérielle. Ces
dépots calciques sont a I’origine d’altérations hémodynamiques et contribuent au remodelage
vasculaire et a I’apparition d’une hypertension artérielle. Ceci peut s’accompagner d’une
hypertrophie, d’une ischémie cardiaque et a terme évoluer vers une insuffisance cardiaque (4).
D’aprés Budoffet al, il a été montré une corrélation entre le score calcique et le taux de survie
chez les patients atteints de calcification artérielle coronarienne. De ce fait, I’étendue et la
séverité des calcifications vasculaires fournissent des informations supplémentaires dans la

prédiction de la morbi-mortalité cardiovasculaire (5).
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1.1. Composition de la paroi artérielle

Au sein de I’arteére, la calcification peut se produire au niveau des tuniques qui
constituent le vaisseau. L’artére est essentiellement composée de trois feuillets qui sont de

I’intérieur vers I’extérieure : I’intima, la média et 1’adventice (figure 2).

Adventice

Limitante élastique externe R

Limitante élastique interne

Intima

Figure 2 : Schéma representant la structure de la paroi vasculaire

De l'intérieur vers [’exterieur : l'intima, la média et [’adventice. L endothélium est la couche
la plus interne, I'intima, composee de cellules endothéliales. Les cellules musculaires lisses
vasculaires constituent la couche médiale. L’ adventice est le feuillet le plus externe de
[’artere. Les limitantes élastiques externes et internes séparent respectivement la média de
[’adventice et de ['intima (Servier Medical Art).

1.1.1. L’intima

L’intima correspond a la tunique la plus interne et la moins épaisse de la paroi
vasculaire. Ce feuillet interne rentre en contact direct avec la circulation sanguine et est tapissée
uniquement par des cellules endothéliales formant ce qu’on appelle I’endothélium. Ce dernier
joue un r6le clé dans la régulation du tonus vasomoteur (balance vasoconstriction/
vasodilatation), l’agrégation plaquettaire, ’adhésion leucocytaire et I’inflammation. Les
calcifications retrouvées au niveau de I’intima sont associées a 1’athérosclérose et sont

notamment présentes au sein de la plaque d’athérome (6,7).
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1.1.2. La média

La média est la tunique moyenne la plus épaisse de la paroi du vaisseau sanguin.
Elle se compose essentiellement de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) formant
des couches appelées des unités lamellaires. Au sein de cette couche, les CMLVs baignent dans
une matrice extracellulaire principalement composée de protéines élastiques et fibreuses
(collagene et élastine). Elle est également limitée de part et d’autre par deux lames d’élastine
appelées limitantes élastiques interne et externe. Grace a ses composants, la fonction majeure

de la média est d’assurer une force contractile et un support mécanique aux vaisseaux sanguins
(9).

1.1.3. L’adventice

La couche située le plus a I’extérieur est I’adventice. Elle comporte principalement
des ¢léments fibreux a savoir le collagéne et 1’¢lastine. L’adventice contient des vaisseaux de
petit calibre appelés les vasa vasorum qui ont pour fonction d’assurer I’apport en oxygene et en
nutriments essentiels. Comme précédemment mentionné, des calcifications pouvant se
développer au niveau cardiovasculaire ont été démontrées en se basant sur des critéres

anatomiques, histologiques et étiologiques (figure 3) (10).
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Figure 3 : Classes des calcifications cardiovasculaires

A) Illustration d’une calcification intimale athérosclérotique. En bas une plaque d’athérome
rompue (colorée par I’hématoxyline/éosine, H&E) ou des dépats calciques sont présents.
A cOté et a fort grossissement, les depdts lipidiques sont bien visibles (fleche). Les
sphérules représentent les cristaux calciques. B) calcification de type médial, en couleur
violet foncé sont indiques les dépdts calciques artériels. C) représente une valve aortique
bicuspide tres calcifiée. D) indique une calciphylaxie observée au sein d'un vaisseau sous
cutané humain (10).

Dans la partie suivante, nous allons aborder la différence entre les trois classes des

calcifications vasculaires.

1.2.  La calcification artérielle de I’intima : athérosclérotique

La calcification athérosclérotique impacte préférentiellement les artéres de moyen
et gros calibre et elle se développe au niveau des plaques d’athérome. Cette derniere est issue
de I’accumulation de lipides, d’un infiltrat inflammatoire sous-endothélial et de I’invasion
macrophagique. Les macrophages stimulent la prolifération et la migration des CMLVs de la
média vers I’intima. En présence des facteurs pro inflammatoires (inflammation a bas grade
associée a la présence des cytokines pro-inflammatoires et des lipoprotéines de basse densité

(LDLs) oxydés), les CMLVs subissent une différenciation ostéogénique initiant la calcification.
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1.3. La calciphylaxie : artériolopathie urémique calcifiante

Ce type de calcification impacte principalement les vaisseaux de la peau aboutissant
a une diminution de la perfusion locale qui par la suite conduit a une nécrose tissulaire (11).
Bien que les facteurs de risques soient connus, comme I’insuffisance rénale chronique (IRC) et
le diabéte par exemple, les mécanismes sous-jacents du développement de cette pathologie ne

sont pas clairement établis (12).

1.4. La calcification artérielle de la média : médiacalcose

La meédiacalcose est prédominante chez les patients atteints d’IRC. Elle touche
préférentiellement la couche riche en élastine de la média du fait de la dégradation du reseau
d’¢lastine artérielle. Cette perte d’élasticité des vaisseaux est a I’origine d’une rigidité artérielle
qui se traduit fonctionnellement par une élévation de la pression artérielle systolique (PAS). La
hausse de la PAS augmente la post-charge cardiaque participant au développement d’une
hypertrophie ventriculaire gauche. Sur le plan cellulaire et moléculaire, la différenciation
ostéogénique des CMLVs se déroule sous I’action de facteurs dits pro-0stéogéniques au premier
rang desquels on retrouve le BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2), Msx2 (Msh Homeobox

2) et la phosphatase alcaline (PAL).
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Calcification intimale Calcification médiale

Plaque
d'athérome

Figure 4 : Les calcifications intimales et médiales

A droite : Coloration H&E des artéres tibiales d'un patient présentant une calcification
intimale (A) et médiale (B). L : la lumiére, I : l'intima, M : la média. A gauche :
représentation schématique de la calcification intimale et médiale (13).

2. Facteurs de risque des calcifications vasculaires

Les facteurs de risques associés a la minéralisation vasculaire peuvent étre

regroupés en deux grandes classes : facteurs de risques traditionnels et non traditionnels.

Les complications cardiovasculaires liées au développement de I'IRC sont
responsables d’au moins 50% de la mortalité chez ces patients (14). De ce taux de déceés, 20%
sont imputables a la pathologie coronarienne ischémique. Les répercussions cardiovasculaires
et la mortalité élevée chez les patients atteints d’IRC sont fortement associées aux calcifications
vasculaires (15). D’apres Cianciolo et al, les facteurs de risque traditionnels seuls ne sont pas
responsables de I’augmentation des complications cardiovasculaires mais d’autres altérations
(notamment des processus inflammatoires et de ’homéostasie phosphocalcique) viennent se

rajouter (16).

Ainsi les facteurs de risque de la maladie cardiovasculaire associés a ’IRC sont
divisés en deux groupes : les facteurs de risque traditionnels et les facteurs de risque spécifiques

a I’'insuffisance rénale.
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2.1. Les facteurs de risque traditionnels

Selon I’étude CHOICE (17), réalisée aupres de patients débutant leur dialyse, une
grande partie des sujets présentent des facteurs de risque des complications cardiovasculaires
tels que le diabéte, un faible taux de lipoprotéine & haute densité (HDL), une hypertension
artérielle systémique, une hypertrophie du ventricule gauche, un age avancé, la sédentarité et le
tabagisme.

2.2. Les facteurs de risque spécifiques a I’IRC

Ces facteurs sont issus de la défaillance rénale et peuvent aussi apparaitre
secondairement a un traitement utilisé pour ralentir/ suppléer cette perte de la fonction rénale
(18). La dialyse et 'urémie sont intimement liées a la stimulation du stress oxydatif, la
libération des cytokines, I’activation des facteurs pro-inflammatoires et 1’augmentation de

I’adhésion cellulaire menant tous au développement des calcifications vasculaires (19).

De surcrofit, une longue durée en dialyse représente un facteur de risque pour la
formation des calcifications coronariennes (20). Par ailleurs, les altérations du métabolisme
phosphocalcique sont prédicteurs de I’apparition des événements cardiovasculaires et
contribuent également a ’augmentation des décés d’origine cardiovasculaire chez les patients
atteints d’IRC  (21). Ces anomalies regroupent les produits phosphocalciques,

I’hyperparathyroidie secondaire, I’hypercalcémie et enfin le déficit en vitamine D.

3. Les acteurs de la calcification

3.1. Le phosphate inorganique (Pi)

Le Pi est majoritairement présent dans 1’os (90%) sous la forme de cristaux
d’hydroxyapatite. Dans le milieu intracellulaire et extracellulaire, un faible pourcentage du Pi
est retrouvé (1% et 9% respectivement). En effet, I’homéostasie du Pi dépend essentiellement

de son absorption intestinale. A [’état physiologique rénal avec un débit de filtration
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glomérulaire (DFG) > 45 ml/min, on note une ¢lévation des taux sériques de calcium a I’'inverse
de ceux du Pi qui diminuent (22). Au cours de la baisse du DFG, le facteur de croissance des
fibroblastes FGF-23 diminue la production de 1’hormone parathyroidienne (PTH). Ainsi,
lorsque le DFG décroit, des mécanismes compensatoires se mettent en place afin de maintenir
I’excrétion urinaire du Pi et permettant de réduire les taux sériques du Pi. En réponse a la chute
du DFG, la production compensatoire de FGF-23 aboutit a la baisse de 1’abondance des
transporteurs du phosphate Npt 2a et Npt 2¢ au niveau des tubules proximaux rénaux diminuant
la réabsorption du Pi (23). L’¢élévation des taux plasmatiques du Pi conduit a une hyperactivité
des glandes parathyroidiennes augmentant ainsi la production de la PTH. A son tour, la
surproduction de la PTH aboutit au développement d’une hyperparathyroidie secondaire. Lors
de I'effondrement du DFG, les mécanismes compensatoires ne parviennent pas a maintenir
I’excrétion du Pi. Ceci entraine alors une augmentation des taux sériques du FGF-23, une
hyperphosphatémie, une hypokaliémie (en raison de I’inhibition de la production de la vitamine
D: 1,25-(OH) D2. L’accumulation des toxines urémiques d’une part et la persistance de
I’hyperparathyroidie secondaire d’autre part stimulent le turnover osseux en libérant du calcium

et du phosphate de ’os (24).

Rapporté par Cecillia et al, le Pi régule la calcification des CMLVs par
I’intermédiaire de 1’hyperphosphatémie et de I’augmentation de I’entrée de Pi a ’origine de
I’augmentation intracellulaire des concentrations en Pi. Cette élévation du taux intracellulaire
du Pi active différentes voies de signalisation responsables de I’augmentation de I’expression
de génes pro-ostéogéniques (figure 5). Bien que I’augmentation intracellulaire du Pi soit
associée a ’acquisition d’un nouveau phénotype ostéogénique des CMLVS, elle entraine aussi
la perte d’expression de la signature fibroblastique. Ensemble, ces changements induits par le
Pi, y compris le remodelage matriciel, la sécrétion des vésicules matricielles et les protéines

liant le calcium, entrainent le développement de la calcification a I’intérieur des vaisseaux (25).

35



FDGF

Na Pi < hyperphasphatemia

phosphatase
Ny AN S

matrix vesicles

calcium-binding proteins:

osteocalcin, osteopontin Callagen-rich ECM

Figure 5 : Régulation de la minéralisation des cellules musculaires lisses vasculaires par le
Pi

D apres (25).

3.2. Le facteur de croissance des fibroblastes FGF-23

Le FGF-23 est une hormone peptidique produite par les ostéoblastes et les
ostéocytes (26). Elle joue un rdle important dans la régulation de 1’homéostasie
phosphocalcique. Sous sa forme dite « intacte», le FGF-23 est composé d’une chaine
peptidique de 227 acides aminés hautement glycolsylés. Lorsque il est clivé pour générer deux
fragments (fragment N-terminal et fragment C-terminal), le FGF-23 devient inactif entrainant
un déclin de ses taux sériques (27). Cependant, seule ’hormone intacte posseéde une activité
biologique. Dans le contexte de I’hyperphosphatémie chronique observée au cours de I'IRC,
par deux actions synergiques, i) le FGF-23 entraine une surexpression des transporteurs rénaux
de phosphate (NaPi-Iia et IIc) et une augmentation de I’excrétion dans le tubule rénal proximal
du phosphate, ii) il induit une baisse de 1’absorption du phosphate intestinal en réprimant
fortement la production rénale de 1,25-(OH) 2D. Les actions mediées par le FGF-23 exigent sa
liaison avec un récepteur de la famille des FGFRs et son interaction avec un corécepteur appelé
Klotho. En coordination avec ce dernier, le FGF-23 induit une diminution de la synthése de la
PTH dans les cellules des glandes parathyroides. Bien que le FGF-23 protége 1’organisme de
I’exces en vitamine D et maintient la coordination de I’homéostasie du phosphate avec le
processus de minéralisation osseuse, des défauts de production du FGF-23 sont responsables

de I'apparition de plusieurs troubles de ’homéostasie du phosphate (acquises et héréditaires)
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(28). Par ailleurs, I’augmentation des concentrations sériques de FGF-23 est fortement corrélée
a la morbi-mortalité cardiovasculaire, qu’elle soit au sein de la population normale (29) ou chez

les patients atteint d’IRC (30).

3.3. La parathormone (PTH)

La PTH est une hormone peptidique composée de 84 acides aminés avec une courte
demi-vie de 20 a 30 minutes dans le sang. Principalement, sa partie N-terminale de 34 acides
amingés est responsable du contrdle de ’homéostasie phosphocalcique au niveau rénal et osseux.
Cette hormone est hypercalcémiante et hypophosphatémiante, elle est produite par les cellules
parathyroidiennes puis secrétée sous contréle des concentrations extracellulaires du Ca?*
(contrble négatif). La fixation de la PTH a son récepteur couplé a la protéine G, PTHR, est
nécessaire pour la plupart de ses actions (31). La liaison de la PTH a son récepteur induit une
résorption de calcium et une libération du phosphate. En effet, la détection des taux de calcium
est assuree par les récepteurs sensibles au calcium (CaSR). Les CaSR sont stimulés par
I’hypercalcémie. Au niveau de I’anse de Henlé, le processus de réabsorption de calcium dépend
du gradient électrique transépithéliale secondaire a ’activation des cotransporteurs Na* K* 2CI-
(NKCC2). L’¢lectropositivité du coté luminale de la cellule épithéliale générée suite du
transport d’un ion sodium et deux ions chlorure vers le cytoplasme et ce a travers les
cotransporteurs NKCC2. Ainsi, ce signal permet le transfert des ions calcium entre les cellules.
Bien que la PTH diminue I’abondance des transporteurs Na/Pi, elle assure également le
couplage entre le canal TRPV5 luminal et le canal échangeur Na*/Ca?* basolatéral favorisant
ainsi la réabsorption du calcium (32). A I’inverse de I’hypercalcémie, une hypocalcémie
provoque, sous I’action de la PTH, une augmentation du relargage osseux du calcium et un

freinage de la clairance du calcium.

Bien que le phosphate stimule les effets de la PTH et stabilise ’ARNm de la PTH,
la PTH freine la réabsorption du phosphate dans le tubule proximal rénal conduisant a une
diminution de la phosphatémie par réduction I’expression des transporteurs NaPi-lia et lIc dans
les tubules proximaux. Enfin, la PTH stimule 1’activation de la 1-alpha hydrolase favorisant la

réabsorption du phosphate dans I’intestin (33).
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3.4. Le calcium

Dans l'os, le calcium est principalement présent sous la forme de cristaux
d’hydroxyapatite (99%). Contrairement au Pi, le calcium seul ne peut intervenir dans la
transdifférenciation des CMLVs mais il peut entrainer le processus de nucléation en induisant
leur apoptose. En effet, les débris cellulaires issus de la mort des CMLVSs constituent des niches
pour la calcification. De plus, Kapustin et al ont démontré que dans les vésicules matricielles,
le calcium induit la baisse des niveaux de la matrix-Gla-Proteéine (MGP), une protéine anti-
calcifiante (34).

3.5. L’ostéopontine

Exprimée au niveau des tissus minéralisés et localisée au niveau des vaisseaux
sains, 1’ostéopontine (OPN) est une phosphoprotéine glycolysée. Elle est impliquée dans
I’inhibition de la calcification des tissus en empéchant la formation d’hydroxyapatite et en
activant les ostéoclastes. L’OPN régule le développement de la minéralisation vasculaire et sa
présence a des concentrations trés élevées au niveau vasculaire témoigne d’une calcification
locale. In vivo, I’équipe de Speer et al a démontré que I’invalidation d’opn potentialise le
développement des calcifications artérielles chez des souris déficientes en MGP (35). Bien que
I’effet protecteur que I’OPN possede contre la minéralisation soit bien établi, les mécanismes

impligués restent trés peu connus.

Par ailleurs, il a été rapporté dans un modele de calcification des CMLVs humaines
que ’action inhibitrice de ’OPN est dépendante des modifications post traductionnelles de cette
phosphoprotéine. Les chercheurs ont confirmé apreés comparaison de I’effet de fragments
phosphorylés ou non de I’OPN sur les CMLVs calcifiées que seule ’OPN phosphorylée est
capable de limiter la calcification de ces cellules (36). Outre la fonction inhibitrice de la
calcification, ’OPN est fortement associé¢e aux maladies chroniques inflammatoires y compris
I’athérosclérose en agissant comme une cytokine pro-inflammatoire avec une action sur le

remodelage vasculaire et I’angiogenése (37).
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3.6. L’ostéoprotégérine

Appartenant a la superfamille des TNF, I’ostéoprotégérine (OPG) est une protéine
qui possede une action inhibitrice sur la différenciation des ostéoclastes. Ces derniéres sont
impliquées dans la phase de résorption au cours du processus de remodelage osseux. L’OPG
agit en tant que récepteur, et son action est dépendante de la fixation de son ligand
polypeptidique (OPGL) (38). Il a été demontré par Yuichi et al, que I’invalidation génétique de

[’Opg chez la souris mene rapidement a une calcification au niveau artérielles.

De plus, I’activité de la PAL, qui est impliquée dans la syntheése du Pi a partir de
I’ATP, des souris invalidées pour opg s’avere nettement augmentée par rapport a des souris
sauvages soumises ou pas a une alimentation riche en phosphate associée a une injection de
calcitriol (stimulant I’absorption intestinale de phosphate et de calcium). L’OPG régulerait ainsi
négativement P’activité de la PAL et induit des effets anticalcifiants dans ce modéle de
calcification vasculaire aortique (39). Une autre étude in vivo a montre que la délétion a la fois
de I’OPG et de I’apolipoprotéine E (ApoE) chez la souris entraine la formation de lésions
athérosclérotiques trés avancées et des dépots calciques plus étendues au niveau de ’intima et

de la média aortiques en comparaison aux souris uniquement déficientes en ApoE (40).

3.7. La fétuine A

La fétuine A ou I’alpha2-HS-glycoprotéine, est une glycoprotéine synthétisée par
le foie qui circule dans le corps. Elle posséde la capacité de se lier aux complexes Ca-Pi, ce qui
limite la croissance des cristaux d'hydroxyapatite (41). De plus, elle exerce une action
inhibitrice sur l'apoptose des CMLVs (42). Un faible taux de fétuine A est corrélé a une
augmentation de la calcification et a une élévation du risque de déces d'origine cardiovasculaire
(43). On a également observé une carence en fétuine A chez les patients atteints de maladies
rénales chroniques et chez les individus a risque élevé de maladies cardiovasculaires. Cette
carence est associée a une corrélation négative entre les niveaux de fétuine A et les calcifications
valvulaires cardiaques et abdominales (44,45). Des études sur des souris invalidées pour le géne
codant pour la fétuine A ont montré qu'elles développaient une calcification sévére dans divers
organes lorsqu'elles sont nourries avec un régime riche en calcium, en phosphate et en vitamine
D (46).
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3.8. La Matrix GLA protein (MGP)

La protéine MGP est exprimée dans divers types cellulaires, notamment dans les
CMLVs et les chondrocytes, ou elle exerce une fonction locale de protection contre la
calcification (47). Son effet sur la calcification dépend de la carboxylation de certains de ses
résidus d'acide glutamique, une réaction catalysée par des gamma-carboxylases dépendantes de
la vitamine K. Une fois carboxylée, la MGP se lie aux cristaux d'hydroxyapatite pour entrainer
leur croissance (48). De plus, elle peut se lier 8 BMP-2 et inhiber ainsi les effets inducteurs
d'ossification des CMLVs (49). Chez I'nomme, une mutation inactivatrice de la MGP est a
I’origine du syndrome de Keutel, une maladie génétique rare a transmission autosomique
récessive. Les conséquences de cette mutation sont graves et incluent une calcification
généralisée des cartilages (50). Les souris déficientes pour le gene de la MGP développent des
calcifications au niveau de I’aorte ainsi que des calcifications cartilagineuses, en particulier au
sein du cartilage de croissance. Cela se traduit par une petite taille, une fragilité osseuse et la

survenue fréquente de fractures (51).
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Figure 6 : Représentation schématique des transporteurs et des ectoenzymes impliqués dans le

métabolisme du pyrophosphate inorganique extracellulaire

Le principal régulateur du pyrophosphate (PPi) extracellulaire est [’ecto-nucléotide
pyrophosphatase phosphodiestérase (eNPP) qui est responsable de [’hydrolyse de I’ATP.
Cette hydrolyse génere le PPi et I’adénosine-5’-monophosphate (AMP). Sous [’action de la
phosphatase alcaline tissulaire non spécifique (TNAP), le PPi est dégradé en phosphate
inorganique (Pi). L’ATP est libérée par la cellule par différents mécanismes tels que les
canaux membranaires et [’exocytose. La protéine ANK (Progressive Ankilosis) est dotée de la
capacité de transport extracellulaire du PPi et de I’ATP (52).
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3.9. Le pyrophosphate inorganique (PPi)

Le pyrophosphate inorganique peut provenir de plusieurs réactions biochimiques
intracellulaires et de cascades de signalisation extracellulaire ; son role dans plusieurs processus
biologiques fondamentaux a été décrit par Heinonen en 2001 (53). Il est composé de deux
molécules de phosphate inorganique reliées par une liaison hydrolysable d’ester. L’action
principale du PPi est d’agir comme un inhibiteur de la formation d’hydroxyapatite. Il peut
¢galement agir comme une molécule de signalisation dans le but de réguler I’expression des
genes cibles et d’effectuer une régulation de sa propre dégradation (54). Chez les mammiféres,
Le PPin’est pas produit directement a I’inverse des autres animaux et des bactéries qui peuvent
le synthétiser. La production du PPi dépend fortement de la biodisponibilité extracellulaire des
deux nucléotides ATP et UTP. A partir de I’hydrolyse de la liaison phosphodiester de I’'UTP et
de ’ATP, le PPi est généré. L’hydrolyse de I’ATP/UTP en PPi puis en monophosphate est
catalysée par la famille des enzymes ecto-nucléotide pyrophosphate (eNPP) ou
phosphodiestérase. Ces enzymes sont trés conservées entre les especes, trois d’entre elles sont
impliguées dans la génération du PPi a savoir : eNPP1 (ou PC-1), eNPP2 (ou autotaxine) et
enfin eNPP3 (ou B10) (55). En effet, aprés une 1ésion membranaire sous I’action de différents
stimuli (hypoxie, stress mécanique, vitamine D et exocytose vesiculaire), les cellules liberent
de I’ATP. Ce dernier une fois dans I’environnement extracellulaire peut soit induire la
signalisation purinergique locale via des actions autocrines/paracrines ou bien subir une
dégradation par les ecto-nucléotidases. Les eNPPs vont rapidement hydrolyser I’ATP pour
produire I’AMP et du PPi.

Par ailleurs, la protéine membranaire ANK (ankylose progressive ou ANKH) assure
le transport du PPi du milieu intracellulaire vers I’environnement extracellulaire participant
ainsi a I’augmentation des taux du PPi extracellulaire. L’ANK peut également assurer le
transport extracellulaire de I’ATP. Le PPi inhibe le phénoméne de cristallisation du calcium et
du phosphate et prévient ainsi la formation des cristaux d’hydroxyapatite. Il peut ainsi se lier a
la surface des cristaux d’hydroxyapatite empéchant leur maturation et leur croissance freinant
in fine la progression des calcifications artérielles. De plus, le PPi peut également réguler

I’expression des génes comme celui de I’OPN (43,44).

Par ailleurs, Il existe une balance entre les niveaux de production et d’hydrolyse du

PPi témoignant d’une régulation trés fine de la concentration de PPi. Un acteur clé de la
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dégradation du PPi est la PAL non spécifique tissulaire (tissue non-specific alkaline
phosphatase ou TNAP) qui est la seule des phosphatases alcalines impliquée dans ce processus
et dans la minéralisation. En effet, la TNAP décompose le PPi en deux phosphates conduisant
a la diminution des concentrations extracellulaires de PPi. Par ailleurs, des travaux ont suggéré

que le PPi exerce des effets inhibiteurs directs sur la TNAP (55).

3.9.1 L’homéostasie du phosphate

La régulation de la phosphatémie fait intervenir des dialogues entre le rein,
I’intestin, le tissus osseux et les glandes parathyroidiennes. L’absorption du phosphate au
niveau intestinal peut s’effectuer soit par un mécanisme passif (dépendant du gradient de
concentration), soit par transport actif (le co-transporteur sodium/phosphate NPT). la capacité
d’absorption du phosphate dans I’intestin est modulée majoritairement par la vitamine D et le
calcitriol (58). Par ailleurs, la réabsorption rénale du phosphate au niveau des co-transporteurs
sodium-phosphate dans le tubule proximal est régulée par le couple FGF-23/Klotho. En effet,
lors d’une ¢lévation de la phosphatémie, les ostéocytes du tissu osseux sont stimulés et sécreétent
du FGF-23. La liaison de celui-ci avec son récepteur (le FGF-R) et son corecepteur (Klotho)
induit une baisse de la capacité de réabsorption rénale du phosphate par inhibition de
I’expression des co-transporteurs sodium-phosphate NPT-2a et NPT-2c présents au niveau de
la bordure en brosse des tubules proximaux. De plus, le FGF-23 inhibe I’expression de
I’enzyme 1-alpha hydroxylase dans le tubule proximal aboutissant a une diminution de la
synthése de calcitriol. Ce déclin de la calcitriolémie, favorise une baisse de 1’absorption
intestinale du phosphate sous I’action du FGF-23, ce qui majore son action
hypophosphatémiante. Par ailleurs, I’hyperphosphatémie est aussi responsable de 1’¢lévation
des concentrations plasmatiques de la PTH, un autre régulateur de la phosphatémie. Le FGF-
23, par son action sur la calcitriolémie, entraine également une augmentation de la sécrétion de
PTH. Comme précédemment décrit, celle-ci agit sur les co-transporteurs sodium-phosphate,

diminuant ainsi la réabsorption rénale du phosphate et donc la phosphatémie.

En effet, le squelette constitue un réservoir de stockage de phosphates. Dans les
conditions physiologiques, les quantités de phosphates libérées quotidiennement a partir de I’os
suite a la résorption osseuse ostéoclastique s’équilibrent avec les quantités de phosphate

déposées pour la formation osseuse ostéoblastique, de telle sorte que le stock osseux de
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phosphates reste constant et ne participerait pas directement a la régulation systémique de la
phosphatémie. Cependant, dans certaines conditions pathologiques, notamment lors de I'IRC,
la rétention rénale du phosphate est a I’origine des déséquilibres de I’homéostasie minérale. Ces
troubles sont alors compensés par une adaptation de I’organisme caractérisée par une ¢lévation
du FGF-23 et de la PTH, une diminution du calcitriol et de Klotho. L hyperparathyroidie
secondaire, consécutive a ces troubles minéraux, s’accompagne alors de troubles osseux et

vasculaires (figure 7) (59).

1 a hydroxylase
- " 1,25 (OH,) D, +—— 25(0H)D,
» stimulation Pi (phosphaturie)

| inhibition

Figure 7 : Régulation de la phosphatémie sous la dépendance de l’os, des reins et de

Dintestin en physiologie et au cours de la maladie rénale.

D’apreés (59).

3.10. La phosphatase alcaline tissu non spécifique (TNAP)

Les phosphatases alcalines (PALs) possédent une action d’hydrolyse et de
déphosphorylation des molécules ayant un Pi tels que : les nucléotides, les phosphoprotéines,
les alcaloides et les polysaccharides. Les PALs jouent un réle important au niveau systémique

et local, et leur activité est pH-dépendante. Les PALs sont d’expression ubiquitaire mais sont
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retrouvées en abondance au niveau du rein et du foie. Chez ’homme, les PALS sont retrouvées
sous 4 formes a savoir les TNAP, les PALs intestinales, les PALs placentaires et les PALs

présentent a la membrane cellulaire des cellules germinales.

La TNAP est une ectoenzyme clé de la régulation des concentrations locales du PPi
et ainsi ; la seule engagée dans le développement de la minéralisation. Elle est localisée au
niveau de la membrane cellulaire de différents types cellulaires a savoir les ostéoblastes, les
ostéoclastes et des chondrocytes hypertrophiés. Cet enzyme est capable d’induire I’hydrolyse
du PPi en Pi formant les cristaux d’hydroxyapatite. Bien que la TNAP ait la capacité de dégrader
I’ATP et I’AMP, son action est moins puissante que celle d’eNPP1 et du CD73. Des études in
vitro et in vivo avaient démontré qu’une surexpression de la TNAP génére une diminution des
concentrations plasmatiques du PPi a I’origine d’un développement accru des calcifications

artérielles.

3.11. La dégradation de I’élastine

L’¢lastine est un composant majeur de la couche médiale des artéres. Sa
dégradation joue un réle important au cours du développement et de la progression de la
calcification vasculaire. Sous I’action des protéases (sérine et cystéine) et des €lastases, connues
¢galement sous le nom de métalloprotéinases, les fibres d’¢élastine sont fragmentées. Les
produits de dégradation de I’élastine possédent une affinité trés élevée envers le calcium
favorisant ainsi la croissance et maturation des cristaux d’hydroxyapatite. Par ailleurs, a la
surface des CMLVs, il existe un récepteur a 1’¢lastine-laminine sur lequel des peptides dérivés
de I’élastine peuvent se fixer (60). La liaison ligand-récepteur stimule la différenciation
ostéochondrogénique en favorisant la prolifération des CMLVs et la surexpression du gene
procalcifiant RUNX2.

4, La pathogenese de la calcification vasculaire

Il existe des dép6ts calciques au niveau de la couche médiale des vaisseaux chez les
patients insuffisants rénaux chroniques qui est d’autant plus importante que la fonction rénale

diminue. Il a été décrit que ces dépdts résultent d’un processus hautement actif. Il s’agit d’une
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ossification des vaisseaux favorisant la différenciation des CMLVs en cellules ostéoblastiques.
Il a ainsi été rapporté in vivo par Shanoutouf et al, la présence d’une augmentation de la TNAP

et des protéines ostéogéniques au niveau de la paroi des arteres de patients atteints d’IRC (61).

En effet, il existe au cours de I'IRC un déséquilibre du métabolisme minéral associé
a une altération de la balance phosphocalcique. Il est a noter que le développement de la
calcification est stimulé par 1’¢lévation de la phosphatémie qui est capable de d’induire, de
maintenir et de potentialiser la calcification au niveau vasculaire. Par ailleurs, dans un modele
d’hyperparathyroidie secondaire a I'IRC induite par une néphrectomie des 5/6°™ chez des rats
nourris avec une alimentation riche en phosphate, le développement d’une hyperparathyroidie
est observé aboutissant a [’augmentation des taux plasmatique de calcium d’origine
intracellulaire et s’accompagnant d’un contenu calcique trés abondant au niveau vasculaire

aortique et coronaire

Un autre acteur de la calcification vasculaire est la vitamine D. Un déclin de la
vitamine D a été retrouvé dans plusieurs pathologies (le diabete, les maladies auto-immunes,
les maladies cardiovasculaires, le cancer, les maladies neurodégénérative et la tuberculose)
(62). Lors de 'IRC, le déficit en vitamine D est li¢ au développement de I’hyperparathyroidie
et de ’hypocalcémie. En effet, la carence en vitamine D augmente au cours de 1’évolution de
I’IRC. Cependant, en comparaison a une population a fonction rénale normale et avant le stade
de la dialyse, la progression de la maladie rénale chronique n’est pas liée a I’augmentation du
déficit en vitamine D (63). Il a été démontré par Shiol et ses collaborateurs qu’il existait une
production locale de la vitamine D par les macrophages qui pourrait favoriser la formation de
la calcification dans I’intima. Les auteurs suggerent aussi que les macrophages ont un réle dans
le changement phénotypique des CMLVs en cellules avec des caracteres ostéoblastiques (64).
De plus, le traitement par la vitamine D chez les patients dialysés participerait a I’augmentation
des taux sériques de phosphate, des produits phosphocalciques et de la PTH et ainsi a

I’installation de la calcification vasculaire, principalement coronarienne (65).

5. La transdifférenciation des cellules musculaires lisses vasculaires

Les CMLVs ont une propriété contractile régulée par un ensemble de signaux issus
des cellules endothéliales. Ces dernieres participent également au maintien de leur faible niveau

de prolifération et de sécrétion mais également aux processus de différenciation de ces cellules.
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L’état contractile des CMLVs exige I’expression de certains marqueurs de I’appareil contractile
tels que I’actine alpha (alpha-smooth muscle actin, aSMA), la chaine lourde de la myosine
(smooth muscle myosin heavy chain, SMMHC ou myh11) et la protéine 22-alpha (smooth
muscle protein 22-alpha, SM22a) (66). SMMHC hydrolyse une molécule d’ATP en ADP et Pi
permettant la contraction de la CMLV apres fixation de calcium. Lors de la transdifférentiation
des CMLVs d’un phénotype contractile vers un phénotype ostéoblastique, I’expression des
génes CBFAL (core-binding factor subunit alpha-1), RUNX2 augmente. Il s’agit de marqueurs
précoces appartenant a la famille des facteurs de transcription ayant la capacité d’induire

I’expression d’autres génes spécifiques aux ostéoblastes dans les CMLVs (67).

Un autre facteur de transcription, Sox9 (SRY-box 9) possédant une séquence
spécifique au niveau de I’ADN, entraine la différenciation chondrocytaire (68). Msx2 (Msh
Homeobox 2) est aussi impliqué dans cette voie et I’augmentation de son expression au niveau
de CMLVs mises en culture dans des conditions pro-calcifiantes et dans des aortes calcifiées
humaines a été observée (69). Ainsi, la détermination de ces modifications transcriptomiques
constitue un outil indispensable a la caractérisation des diverses populations cellulaires que I’on
retrouve au sein d’un tissu et sur le processus de différenciation des CMLVs. Kawai et al ont
rapporté qu’en réponse a des signaux environnementaux tels que certains stimuli hormonaux,
des lésions et des contraintes mécaniques ou encore des facteurs pro-athérogéniques, les
CMLVs vont d’abord se transformer en cellules a profil sécrétoire en plus de leur phénotype
contractile (70). Ensuite, la perte de contractilité des CMLVs est régie par le changement du
profil transcriptomique a savoir la stimulation des facteurs de transcription Cbhfal/Runx2, Msx2
et Sox9. Ce phénoméne se caractérise également par la baisse d’expression des geénes
specifiques des CMLVs contractiles SM22a ou a-SMA (71). Les CMLVs dédifférenciées vont
avoir un phénotype différent caractérisé par une prolifération accrue et vont se mettre a produire
des cytokines pro-inflammatoires IL-1p, IL-6, des espéces réactives de 1’oxygeéne et des
chimiokines. Ces signaux favorisant le stress oxydant et I’inflammation qui entretiennent le

processus de calcification.

Au cours de ce processus, l’ensemble des cytokines secrétées contribue a
’activation des CMLVs entrainant une libération accrue de BMP-2 et une baisse de
I’expression de MGP (qui a pour role d’inhiber la signalisation ostéogénique de la BMP-2) et
ainsi induire 1’accélération du phénomeéne de la différenciation ostéogénique des CMLVs (72).
L’inflammation stimule également I’activité de la TNAP, son expression est notamment régulée

a la hausse par le TNF-a dans les CMLVs humaines. In vitro, Lencel et al ont démontré que la
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surexpression de ’activité de la TNAP sous ’action du TNF-a est totalement dépendante de
I’inhibition de PPARy dans les CMLVs (73).

6. L’évaluation de la calcification artérielle

La calcification artérielle est un facteur de risque cardiovasculaire d’ou
I’importance de mesurer et quantifier le score calcique artérielle. Les répercussions sur le plan
cardiovasculaire de la calcification sont en effet majeures a savoir : I’augmentation de la rigidité
aortique objectivée cliniquement par 1’augmentation de la vitesse de I’onde de pression, et
I’hypertension artérielle. Sur le plan pratique, les scores de la calcification peuvent étre obtenus
par imagerie vasculaire en particulier par radiographie standard lombaire et tomodensitométrie.
Il n’est cependant pas possible de distinguer la calcification de la média de celle de 1’intima

artérielle.

7. Stratégies thérapeutiques potentielles

7.1. eNPP1 recombinant

La pseudoxanthome ¢lastique et la calcification artérielle généralisée de I’enfant
sont deux maladies génétiques, avec un mode de transmission autosomique récessif,
caractérisées par I’apparition de calcifications ectopiques et notamment artérielles (74) (75).
Dans leur travaux, Yvonne Nitschek et al, ont mis en évidence des mutations affectant les génes
ENPP1 et ABCC6 chez les patients atteints par ces deux maladies (76). Par ailleurs, les souris
déficientes pour le gene enppl développent des calcifications coronaires, rénales, hépatiques et
intracardiaques qui s’accompagnent d’une augmentation des concentrations plasmatiques du
PPi et de la mortalité. L’administration d’une protéine recombinante eNPP1 permet chez ces
souris de s’opposer au développement de ces anomalies en normalisant les taux sériques de PPi
(77). De la méme facon, une alimentation enrichie en PPi chez des souris déficientes pour le

gene abcc6, permet de limiter le développement des calcifications artérielles et de la peau.
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7.2. Les bisphosphonates

Les bisphosphonates (BPs) sont des analogues stables du PPi. Des travaux
précédents avaient démontré que ces analogues sont de puissants inhibiteurs de la calcification
et de sa progression. In vitro et in vivo, le PPi et les BPs peuvent se lier aux cristaux
d’hydroxyapatite et limiter ainsi leur maturation. Le principe est basé sur un échange de
molécule de phosphate entre les cristaux d’hydroxyapatite en formation, un principal
constituant de la phase minérale de 1’0s, et les molécules de phosphate des BPs. Pour cela, au
niveau de la surface osseuse et par liaison aux ions calcium, les BPs sont adsorbés et vont se
lier aux cristaux d’hydroxyapatite via des liaisons de forte intensité (78). Dans d’autres
pathologies telles que l’ostéoporose, la maladie de Paget ou les maladies osseuses
métastasiques, les BPs ont montré leur capacité a inhiber le processus ostéoblastique (65,66).
Des études précédentes ont permis de mettre en lumiére le réle protecteur des BPs sur le
développement des calcifications artérielles dans des modeéles animaux présentant des
mutations génétiques. Dans un modele murin de calcification artérielle généralisée de I’enfant,
la supplémentation des souris délétees pour le géne abcc6 avec un régime contenant des BPs,
étidronate et alendronate, a permis une diminution des calcifications (80). Ces données
encourageantes ont conduit a I’utilisation en clinique des BPs chez les patients touchés par cette
maladie (81).

De plus, ces effets protecteurs des BPs ont été retrouvés par une équipe neerlandaise
qui a démontré Defficacité de I’étidronate pour limiter la calcification artérielle et la
néovasularisation sub-rétinienne chez les patients atteints de pseudoxanthome élastique (82).
En revanche, il existe des effets secondaires liés a 1’utilisation des biphosphanates. Bien que
rares, ces effets restent non négligeables. Le traitement par les BPs entraine en effet une
altération de la microarchitecture osseuse, une ostéonécrose de la machoire et des fractures

fémorales atypiques.

7.3. La vitamine K

La vitamine K est une vitamine liposoluble qui présente une structure composée
d'un cycle 2-méthyl-1,4-naphtoquinone et d'une chaine latérale en position 3 carbone, avec une

variabilité en termes de longueur et de degré de saturation. Elle existe naturellement sous deux
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formes principales : la vitamine K1, également appelée phylloquinone, et la vitamine K2,
connue sous le nom de ménaquinone (MK). La vitamine K2 est la forme la plus puissante de la
vitamine K et présente une demi-vie plus longue que la vitamine K1. De plus, la ménaquinone-
4 (MK-4) est la forme prédominante de vitamine K dans les tissus humains et animaux, et elle
peut étre produite a partir de la ménadione gréace a l'action de la protéine 1 contenant le domaine
UbiA prényltransférase (UBIAD1). La vitamine K possede la capacité de prévenir la
calcification vasculaire grace a deux mécanismes principaux : un effet anti-inflammatoire et la
promotion de la y-carboxylation de la MGP. L'importance de la MGP active dans la prévention
de la calcification vasculaire a été confirmée par plusieurs études cliniques qui ont mis en
évidence des effets favorisant la calcification des artéres par la warfarine, un antagoniste de la
vitamine K (83). L’action anti-inflammatoire de la vitamine K a été démontrée dans diverses
études in vitro et in vivo (84,85). De plus, dans une étude transversale réalisée au sein de la
cohorte Framingham (n=1381), il a été observé que les taux sanguins de la vitamine K1 ainsi
que l'apport en cette vitamine étaient en corrélation inverse avec les marqueurs généraux de
I'inflammation circulants, tels que le ligand CD40 et I'lL-6 (86). De plus, une analyse
transversale aupres de 662 adultes issue de la Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) a
montré que des niveaux sériques plus élevés de phylloquinone étaient associés a divers
indicateurs inflammatoires, dont I'lL-6, I''CAM -1 (molécule d'adhésion intercellulaire soluble-
1) et la CRP (87).

Il existe quelques études évaluant l'effet de la supplémentation en vitamine K sur la
calcification des artéres coronaires. Dans un essai contrdlé randomisé prospectif, il a été
constaté que la supplémentation en vitamine K1 réduisait considérablement la progression de
la calcification des arteres coronaires. Cette réduction était particulierement significative dans
un sous-groupe de participants qui étaient > 85% adhérents a l'intervention (88). Une autre
étude, comprenant 42 patients atteints d'IRC de stades 3 a 5, a montré que l'augmentation de
I'épaisseur intima-média de la carotide commune était significativement plus faible dans le
groupe recevant une supplémentation K2 a une dose de 90 pg avec 10 pg de cholécalciférol
(vitamine D) par rapport au groupe recevant seulement du cholécalciférol (89). De plus,
l'augmentation des calcifications coronaires a été Iégerement plus faible dans ce groupe mais
pas de facon statistiquement significative (89). De plus, une étude, menée aupres de 26 patients
supplémentés avec de la vitamine K pendant un an, a montré qu'il existait toujours une
augmentation annuelle de 14% des calcifications coronaires, mais sans modification

significative de la rigidité artérielle (90).
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7.4, L’administration exogene du PPi

Afin de corriger le déficit plasmatique en PPi au cours des calcifications, I’apport
du PPi exogéne semble étre I’approche la plus évidente et directe. Dans des modéles murins de
calcifications artérielles, différentes voies d’administration du PPi ont été testées et notamment
la voie sous-cutanée. Ainsi, le traitement des rats rendus urémiques, associé a un régime riche
en phosphate, par le PPi diminue le contenu calcique de 70% au niveau aortique et ne présente
aucun effet indésirable sur la minéralisation osseuse (91). En revanche, ’apport de PPi exogéne
par cette voie est limitée en clinique du fait du développement de nodules cutanée au niveau du

site d’injection et qui peuvent entrainer une nécrose de la peau (92).

L’¢étude de Riser et al s’est également intéressée a cette approche thérapeutique par
I’administration intra-péritonéale du PPi chez des rats insuffisants rénaux n’exprimant pas le
gene de I’apolipoprotéine E. L’apport exogéne du PPi entraine un effet inhibiteur sur le
développement des calcifications de la média artéerielle dans ce modele mais sans impact sur les
Iésions athérosclerotiques (93). De plus, I’injection du PPi par voie intra-péritonéale permet de
prévenir la formation de la calcification chez des souris déficientes pour le gene abcc6 (94).
Cependant, il apparait primordial d’étudier les mécanismes régulant I’homéostasie du PPi afin
de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques et développer des molécules actives par voie

orale pour la prise en charge des calcifications ectopiques (95).

7.5. Les inhibiteurs de la TNAP

Une autre voie thérapeutique consiste a viser les voies de dégradation du PPi et
notamment I’inhibition des TNAP. Cette derniére peut étre induite par deux approches : en
diminuant les niveaux d’expression de la TNAP ou en baissant son activité. En effet, I’étude de
Lomashvili et al a permis de confirmer le lien fort entre la régulation de ’activité de la TNAP
et la formation des calcifications liées aux maladies rénales chroniques identifiant ainsi la
TNAP comme une nouvelle cible thérapeutique (96). Il a été déemontré que le traitement des

CMLVs invalidées pour le gene ENPP1 par des inhibiteurs de la TNAP bloquait 1’activité
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pyrophosphatase de la TNAP et donc I’hydrolyse du PPi, conduisant & une baisse de la

calcification in vitro et ex vivo sur des aortes de rats (97).

L’utilisation de cette classe d’inhibiteurs sélectifs in vivo chez des souris délétées
pour le géne Abcc6 a permis de montrer une diminution du développement et de la progression
de la calcification sans effets délétéres au niveau osseux en comparaison a d’autres traitements
(98). Un inhibiteur spécifique et puissant de la TNAP, le 5-((5-chloro-2-méthoxyphényl)
sulfonamido) nicotinamide (SBI-425) a été découvert en 2018 et testé pour son efficacité in
vivo au cours de la calcification ectopique (99). L’utilisation de ce composé a permis de baisser
la mortalité via I’atténuation des calcifications artérielles aortiques chez des souris insuffisantes

rénales nourries avec un régime riche en adénine et phosphore (100) .

8. La pathologie rénale calcifiante

8.1. L’insuffisance rénale chronique (IRC)

L’IRC constitue un véritable enjeu de santé publique du fait de ’augmentation accrue de son
taux d’incidence et de prévalence résultant de I’augmentation de ses facteurs de risque majeurs
(le diabéte, ’hypertension artérielle, I’age et certaines pathologies cardiovasculaires) (101). De
plus, la maladie rénale chronique est associée a une élévation de la morbi-mortalité
cardiovasculaire chez les patients (102). Par définition, la persistance d’une durée de plus de
trois mois d’un DFG inférieur 4 60 mL/ min/ 1,73 ¢cm? ou d’un DFG supérieur a 60 mL/ min/
1,73 cm? avec la présence d’un ou plusieurs biomarqueurs de I’atteinte rénale témoigne du
développement de I’'IRC (103) (figure 8). En effet, plus le stade de 'IRC est avancé, plus la
prise en charge des patients est lourde en raison des nombreuses complications qui résultent de
I’accumulation des toxines urémiques, du déséquilibre de la balance acido/basique, du
développement d’une hypertension artérielle et des troubles du métabolisme phosphocalcique

(104).
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Figure 8 : La classification de I’IRC par stade en fonction du DFG

D’apres (105).

8.2. La calcification artérielle de PIRC

Au cours de I’évolution de I'IRC, la réduction de la masse néphronique conduit a
une hyperphosphatémie en raison de I’incapacité du rein a ¢liminer le Pi. L'exces de phosphate
dans le sang peut également déclencher la production de FGF-23. Le FGF-23 a son tour diminue
la production de calcitriol, de la biodisponibilité du calcium, ce qui se traduit par une élévation
des taux plasmatique de la PTH. L’hyperphosphatémie favorise donc une surproduction de la
PTH induisant une hyperparathyroidie. Un excés de production de PTH entraine une
augmentation de la résorption osseuse, ce qui induit la libération de calcium et du phosphate
dans le sang. Cela crée un cercle vicieux dans lequel I'nyperphosphatémie provoque une
augmentation de la production de PTH, qui a son tour aggrave I'hnyperphosphatémie. De plus,
I’augmentation des taux de la PTH circulante est positivement corrélée avec la perte d’élasticité

artérielle chez des patients ayant bénéficié d’une greffe rénale (106).
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Le processus de calcification artérielle se développe de maniere asymptomatique et
peut survenir a tous les stades de 'IRC. Ces calcifications sont plus abondantes au cours des
stades évolués voire terminal de I'IRC. Au cours de ces stades et en plus de I'IRC, une
inflammation de bas grade est caractérisée par [’augmentation des cytokines pro-
inflammatoires circulantes et notamment du TNF-alpha. Un autre événement qui s’ajoute est la
dégradation de 1’¢lastine. Les fibres d’élastine sont des éléments majoritaires de la matrice
extracellulaire au niveau artériel et notamment dans 1’aorte. Lors de I'IRC, les toxines
urémiques stimulent leur dégradation. Cette dégradation est responsable de I’augmentation des
taux de TGF-béta qui est associée au déclenchement de la différenciation ostéoblastique des
CMLVs. Par ailleurs, il a été décrit par Gauthier-Bastien et al, un développement de la
calcification artérielle qui était étroitement li¢ a I’augmentation de la rigidité artérielle chez des
rats insuffisants rénaux recevant un régime riche en calcium, phosphate et vitamine D. De fagon
intéressante, ce modele a permis d’établir une corrélation négative entre I’augmentation de la
pression pulsée et de faibles niveaux d’expression d’élastine avec un dépots accru de collagene,

témoignant d’une altération de I’architecture de la MEC, dans les zones calcifi¢es (107).

8.3. Les mécanismes de la calcification vasculaire lors de PIRC

Les mécanismes physiopathologiques proposes et par lesquels la calcification
vasculaire se développe et progresse au cours de I'[RC se composent de trois phases :
I’initiation de la différenciation ostéoblastiques des CMLVs, la différenciation des progéniteurs
vasculaires vers la lignée cellulaire ostéogénique et enfin la perte des acteurs inhibiteurs de la
calcification. En cas d’IRC, I’accumulation des toxines urémiques et ’augmentation des
concentrations de calcium et du phosphate provoquent la formation des vésicules lipidiques a
partir des corps apoptotiques par les CMLVs. Les CMLVs sont capable de produire un autre
type de vésicules, les vésicules matricielles, qui sont beaucoup plus petites que les corps
apoptotiques et ont pour fonction de stimuler la nucléation des dép6ts minéraux. En effet, les
vésicules matricielles favorisent la nucléation du calcium sous une forme d’hydroxyapatite
moins cristalline. Cette forme d’hydroxyapatite est retrouvée au niveau de la matrice
extracellulaire riche en fibres d’élastine au niveau des artéres. Toutefois, a mesure de la
dégradation des fibres d’élastine, appelée processus d’¢lastinolyse, de la place se libére pour

les vésicules matricielles et la transdifférenciation ostéochondrogénique des CMLVs est
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stimulée. Cette transformation des CMLVs est en partie liée aux LDL oxydés et au peroxyde
d’hydrogéne qui résultent de I’augmentation du stress oxydant. Le processus
ostéochondrogénique induit en effet un changement des CMLVs principalement au niveau
génique avec ’augmentation de la PAL osseuse et la production accrue de collagéne matriciel.
Ainsi, la PAL osseuse induit I’hydrolyse du PPi localement, inhibiteur puissant de la
calcification, avec la production des cellules de la lignée des ostéoblastes et des chondrocytes
a partir des cellules vasculaires calcifiantes. L’activation des signaux canoniques Wnt et la
production paracrine de BMP sont a ’origine de cette transformation ostéogénique. Un autre
acteur du processus de minéralisation est I’inflammation qui stimule les cellules immunitaires
et les cytokines inflammatoires dont le TNFa. Ce dernier joue un réle important dans la

libération de BMP et 1’activation de la voie Wnt.

8.4. Toxines urémiques

Par définition, une toxine urémique est une substance qui s'accumule dans le sang
et les organes des patients atteints d’IRC entrainant des conséquences néfastes sur diverses
fonctions biologiques. On peut les classer en trois classes selon leurs propriétés physico-
chimiques. Geénéralement, ces toxines sont classees en trois catégories en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques, qui déterminent leur comportement au cours de I’hémodialyse :
les petites molécules hydrophiles de moins de 500 Da, les composés de taille intermédiaire
supérieure a 500 Da, et les molécules liées aux protéines. Enfin, une molécule est qualifiée de

toxine urémique si elle présente les caractéristiques suivantes (108) :

- Elle doit étre identifiée et caractérisée sur le plan chimique.

- Elle doit étre détectable dans les échantillons biologiques.

- Chez les patients atteints d’IRC, ses taux sont accrus dans les fluides
biologiques.

- Les effets pathologiques qu'elle engendre sont concentration-dépendants.

- L'administration de cette molécule a un animal permet de reproduire les effets

du syndrome urémique.

Parmi ces toxines on retrouve 1’indoxyl sulfate (1S), en raison de son impact délétere
sur le systeme cardiovasculaire et qui suscite un intérét considérable en recherche. L’IS circule

principalement lié¢ a I’albumine le rendant difficile a étre éliminé par 1’hémodialyse (109). En
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conséquence, il s'accumule dans la circulation sanguine des individus souffrant d’IRC,
atteignant des concentrations dépassant les 200 uM chez les patients sous hémodialyse, tandis
qu'elle demeure en dessous de 2 UM chez les personnes en bonne santé (110). Barreto et ses
collaborateurs ont été les premiers a mettre en évidence une relation entre la concentration
sérique d'IS et la progression du stade de I''RC (111). Par ailleurs, I’'IS favorise le
développement de I’hypertrophie cardiaque et augmente le stress oxydatif de fagon
concentration-dépendante, alors que d’autres toxines urémiques également liées aux protéines
ont peu, voir aucun effet. Dans la suite de ce document, nous apporterons des éléments

démontrant le role I'lS dans la calcification vasculaire associée a I'lRC.

Les altérations dans la communication entre les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses vasculaires semblent jouer un role important au cours du développement des
maladies cardiovasculaires. Ce dysfonctionnement du dialogue CEs-CMLVs est aggravé lors
de I'IRC, en partie en raison de la progression de la calcification vasculaire. L’IS est I'une des
principales toxines urémiques qui exerce un impact délétere a la fois sur les cellules
endotheliales et sur les CMLVs. 1l a eté démontré par Dou et al que I’IS inhibe la prolifération
des cellules endothéliales du cordon ombilical humain (HUVECS) et la réparation des lésions
endotheliales in vitro. Une autre étude menee par cette méme équipe a attribué cet impact a
I’induction de la formation d’espéces réactives de 1’oxygéne notamment par la NADPH —
oxydase (112,113). De plus, l'administration d’un précurseur inhibiteur de 1I’IS, 1'adsorbant
AST-120, a provoqué une augmentation de la production NO ainsi que de la forme réduite du
glutathion chez 40 patients atteints d'IRC aprés 6 mois de traitement. Ceci renforce 1’hypothése
selon laquelle I'lS pourrait induire un stress oxydatif (114). En stimulant I'expression de
molécules d'adhésion dans les cellules endothéliales, notamment la protéine chimio-attractante
des monocytes-1 (MCP-1) et VCAM-1, via l'activation du facteur nucléaire kappa- B (NF-«xB),
et la molécule d'adhésion des cellules endothéliales aux leucocytes, E-sélectine, I’IS participe

a la progression de I’athérosclérose (115,116).
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D’apres (117).

Par ailleurs, le milieu urémique accelere le processus de la transdifférenciation
ostéogénique des CMLVs qui est a I’origine en partie de la calcification vasculaire (118). Dans
une étude réalisée par Muteliefu et al il a été démontré in vitro que les CMLVs humaines
exposées a I'IS exprimaient des marqueurs ostéogéniques tels que Runx2, la PAL et I'OPN, tout
en étant soumis a un stress oxydatif (119). Plus tard, ces chercheurs ont montré que I'lS induit
la sénescence des CMLVs humaines en stimulant I'expression de p53 par le biais des especes
réactives de I'oxygéne (ERO). Cette sénescence se traduisait par I'activité de la B-galactosidase,
ainsi que par l'expression de la prélamine A. De plus, dans un modéle de rats urémigques traités
avec de I'lS, I'administration d'AST-120 a permis de protéger les CMLVs aortiques contre la
sénescence cellulaire induite par IS, ce qui a été confirmé par des analyses en
immunohistochimie (46). De récentes recherches ont mis en évidence le role de I’IS dans le

processus de calcification des CMLVs par le biais de différentes voies de signalisation a savoir
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I’activation de la voie « c-Jun N- terminal kinas (JNK) », I’induction de la voie Wnt/[3- caténine
et ’hyperméthylation de Klotho au niveau de I’ADN aboutissant a une baisse de son expression

au niveau de la média de ’aorte (120-122).

8.5. Le PPI et Pinsuffisance rénale chronique

O'Neill et al ont effectué des mesures de concentrations plasmatiques de PPi chez
des patients avant et apres leur séance d'hémodialyse. 1l a constaté que ces patients présentaient
des niveaux de PPi plus bas que ceux des individus en bonne santé, et que ces niveaux
diminuaient apres la dialyse (123). Cette baisse ne concerne pas seulement le PPi
extracellulaire, mais également des altérations du PPi intracellulaire dans les globules rouges.
Ces donnees révelent que le métabolisme du PPi joue un role essentiel dans le processus de
calcification, et désignent le PPi comme la principale cause des effets observes chez ces
patients. Une autre étude réalisée aupres de patients en hémodialyse a révéelé une augmentation
de I’activité de la PAL apres la séance de dialyse. Cette élévation de l'activité de la PAL était
en corrélation avec le pH, de sorte que la légere alcalose survenant aprés la dialyse (pH pré-
dialyse de 7,25 ; pH post-dialyse de 7,45) contribuait a cette élévation (124). D'autres molécules
impliguées dans le métabolisme du PPi, comme I'ATP, présentaient des niveaux réduits apres
la dialyse. Le Pi agit comme un régulateur négatif de l'activité de la PAL, de sorte que
I'élimination du phosphate lors de I'hémodialyse finit par entrainer une augmentation de
I'activité de la PAL. De plus, les toxines urémiques favorisent I’augmentation de l'activité de la
PAL et de I'hydrolyse du PPi au niveau aortique chez des rats urémiques et ex vivo sur des

anneaux aortiques isolés de rats normaux (96).

9. La rigidité artérielle et la calcification vasculaire

Le développement d’une calcification dans la couche médiale des artéres conduit a
une augmentation de leur rigidité chez les sujets atteints d’IRC (125). Cette baisse de la
compliance vasculaire se traduit par une hausse de la pression pulsée (différence entre la
pression en systole et en diastole), menant en particulier a une augmentation du stress pariétal.

La rigidité artérielle liée a I'IRC contribue également a l’altération de la vasomotricité
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endothéliale. Mhairi et al ont démontré que cette augmentation de rigidité a un impact péjoratif

négligeable sur la survie des patients dialysés (126).

10. Modéles de calcification artérielle médiale

10.1. Modéles de calcification in vitro

Peu de types cellulaires étudiés en laboratoire calcifient spontanément hormis les
CMLVs isolées de rats spontanément hypertendus (127) et les péricytes (128). Les cellules
nécessitent des stimuli spécifiques pour déclencher le processus de calcification. Les milieux
de culture utilisés pour induire la calcification in vitro varient en termes de composition,
comprenant des composants essentiels ainsi que des facteurs additionnels. Habituellement, ces
milieux sont complétés par du sérum de veau foetal (SVF) a des concentrations allant de 5% a
20% et en utilisant des concentrations de glucose faible (1 g/L) ou éleveée (4,5 g/L). La
supplémentation en phosphate peut étre sous forme inorganique (comme les phosphates de
sodium, a des concentrations de 1 a 5 mM) ou organique (par exemple, le B-glycérophosphate,
a une concentration de 10 mM), pour stimuler la calcification de fagcon dose et temps-
dépendants. L'acide ascorbique, un cofacteur nécessaire a diverses enzymes, est souvent ajouté
aux milieux de culture. L'acide ascorbique influence la différenciation des cellules
mésenchymateuses et favorise un changement de phénotype cellulaire. En stimulant, par
exemple, la production de collagéne de type | et 1V ainsi que l'activité de la métalloprotéinase-
2 matricielle (MMP-2), L'acide ascorbique favorise le remodelage de la MEC (129). De plus,
la présence de I’acide ascorbique augmente ’activité de la PAL et les vésicules de la matrice
extracellulaire riches en PAL contiennent davantage de minéraux de type apatite (130). D'autres
composes fréquemment ajoutés aux milieux de calcification incluent le pyruvate de sodium,
I'insuline et le calciférol. Une étude récente a comparé I'impact de différents facteurs tels que le
phosphate, le calcium et le SVF sur le rendement et la reproductibilité de la calcification in vitro
(132).
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10.2. Modéles de calcification vasculaire ex vivo

L’utilisation des approches ex vivo permet de préserver la structure cellulaire
vasculaire dans son ensemble afin de mieux étudier les mécanismes de calcification vasculaire
(132). Actuellement, les chercheurs ont recours a la culture organo-typique d’anneaux aortiques
de rats et de souris pour étudier la calcification vasculaire dans diverses conditions avec une
durée de la stimulation qui varie généralement de 3 a 14 jours. En revanche, il est essentiel de
noter que l'utilisation des anneaux aortiques, bien qu'elle se rapproche davantage du contexte
physiologique, comporte certaines limitations. Par exemple, le cdté luminal de I'anneau aortique
n'est pas exposé a un flux sanguin similaire a celui qui existe in vivo, tandis que la média et
I'adventice sont directement en contact avec le milieu de stimulation calcifiant ou d'autres
substances utilisées pour induire la calcification. En outre, la signalisation endocrinienne

physiologique est absente dans ce modele (133).

10.3. Modéles de calcification vasculaire in vivo non liés a P'IRC

10.3.1. Souris déficientes en MGP

Les souris delétées pour le géne MGP développent une calcification médiale tres
marquée de ’aorte et de ses branches (134). Chez ces souris, les artérioles, les veines et les
capillaires ne développent pas de calcification. Au moyen d’une coloration de von Kossa,
permettant la révélation des sels de phosphate, de carbonate, de sulfate et d’oxalate de calcium,
les dépdts calciques dans ce modéle prennent 2 a 3 semaines pour s’installer au niveau des
lames élastiques de la média aortique. De plus, 1'utilisation de ce modéle permet également

d’étudier le développement des calcifications au niveau de la valve aortique et des coronaires.

Bien que ces animaux aient une durée de vie tres courte (2 mois en moyenne), il a
permis démontrer le r6le essentiel de la MGP dans de la prévention du développement de la

calcification artérielle (134).
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10.3.2. Rats warfarine/vitamine K

L’action protectrice de la MGP nécessite sa y-carboxylation afin de pouvoir se lier
aux cristaux d’hydroxyapatite et prévenir ainsi la calcification artérielle médiale. Sous I’action
de I’enzyme y- glutamate carboxylase (une enzyme dépendante de la vitamine K), la MGP subit
une y-carboxylation. En effet, la vitamine K hydroquinone est la forme de vitamine K
biologiquement active qui est utilisée par la y-carboxyglutamase. Par réaction enzymatique, la
vitamine K hydroquinone se transforme en vitamine K époxydée. Afin que la vitamine K
hydroquinone soit produite, la forme époxydée doit étre réduite sous ’action de ’enzyme KO

réductase formant ainsi la vitamine K quinone.

Cette derniére sera transformée en vitamine K hydroquinone par la vitamine K
réductase. Par ailleurs, I’inhibition de la KO réductase et la vitamine K réductase est assurée
par la warfarine empéchant ainsi la régénération de la vitamine K hydroquinone et in fine la y-
carboxylation de la MGP. Par conséquence, la non-activation de la MGP empéche sa fixation
aux cristaux d’hydroxyapatite. Il a été démontré chez le rat que le traitement a long terme par
la warfarine favorise la calcification des lames élastiques de la média des artéres et des valves
aortiques également (135). Ces résultats s’accompagnent également d’une augmentation des
taux d’expression d’ARN messager de la MGP au niveau aortique (135). Méme si les
concentrations plasmatiques de la MGP présentes chez les animaux restent faibles, ces données
suggerent un mécanisme de compensation permettant de stopper ou de limiter la calcification
artérielle en synthétisant plus de MGP. Ce traitement n’a néanmoins aucun impact sur la

croissance 0sseuse.

10.3.3. Rats vitamine D3/nicotine

En 1985, fleckenstein et al avaient montré que le traitement de rats avec de la
vitamine D3 et de la nicotine (modele VDN) provoque une calcification artérielle au niveau de
la média. (136). Le traitement impliquait I'administration initiale d'une dose importante de
vitamine D3, suivie de doses biquotidiennes de nicotine pendant une durée de 5 jours. Les rats
soumis a ce traitement ont développé une calcification substantielle de leurs artéres mais sont

décédés dans les 6 jours qui ont suivi la premiere administration de vitamine D3.
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Des années plus tard, le groupe d’Atkinson a repris ce modele dans le but
d’améliorer la survie chez les animaux. Ainsi, en administrant une seule dose de vitamine D3
avec de faibles concentrations de nicotine, les chercheurs ont réussi a mettre au point un modéle
d’élastocalcinose (137). Ce modeéle animal de calcification artérielle médiale est associé a une
modification des concentrations plasmatiques de calcium sans modification des niveaux des
molécules anti-calcifiantes comme la MGP. En effet, la vitamine D3 conduit a une
hypercalciurie de maniére temporaire méme lorsque les animaux sont mis sous un régime

dépourvu de calcium.

Il convient de noter que I’action de la nicotine entraine la potentialisation de
’accumulation de calcium & travers la libération accrue de Ca?* intracellulaire et/ou en
favorisant la libération des catécholamines (137). En effet, un jour aprés 1’administration de la
nicotine, une surcharge calcique est constatee tout au long du systéeme cardiovasculaire. Cette
augmentation du contenu calcique est observée chez les rats VDN avec des taux plus forts non
seulement au niveau aortique mais aussi au niveau des reins et du coeur en comparaison aux
animaux contrdles (137). Ainsi, la persistance de la surcharge calcique en 1’absence des
mécanismes de défenses par les acteurs anti-calcifiants conduit au dépot et a la croissance des

cristaux d’hydroxyapatite au niveau de la paroi artérielle.

10.3.4. Rats agés

Tout comme 1’homme, les parois artérielles de rats de différentes souches se
calcifient avec I’age. Une étude de Kieffer et al a montré que le contenu calcique dans 1’aorte
thoracique chez des rats Wistar, Wistar Kyoto, Fisher 344 et SHR augmente d’environ 2,5 fois
entre ’age de 6 et 30 mois. Cependant, le ventricule gauche et le foie ne développent pas de

calcification (138).

10.4. Modéles de calcification vasculaire in vivo liés a ’IRC

L’IRC est un enjeu de santé public mondial du fait de son incidence croissante et
du mauvais pronostic des patients li¢ ’augmentation du risque d’événements cardiovasculaires.

Indépendamment des facteurs de risques traditionnels, le développement des pathologies
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cardiovasculaires et de la mortalité est étroitement dépendant de la présence et de la progression
de la minéralisation artérielle au cours de I’'IRC (139). Une meilleure compréhension des
mécanismes physiopathologiques des calcifications artérielles (intimales et médiales) qui
permettront le développement de traitements plus efficaces reposent notamment sur le

développement de modeles animaux.

10.4.1. Modele de rat adénine

L’utilisation d’un régime riche en adénine chez le rat reste un modele simple qui ne
nécessite pas d’avoir recours a une procédure chirurgicale. Les résultats obtenus dans ce modéle
sont satisfaisants avec un faible taux de mortalité comparativement aux modéles chirurgicaux.
A T’issu d’un mois de régime adénine (0,75%) avec une diminution de la teneur en protéines
(de 25 a 2,5%), des dép6ts calciques sont observés au niveau de la couche mediane aortique des
animaux (140). Cependant, ce régime presente un inconvénient majeur qui est la perte du poids
corporel qui peut atteindre 50% (43,141).

L’utilisation de ce modele entraine une IRC sévére illustrée par un effondrement de
la fonction rénale et des anomalies de I’homéostasie phosphocalcique. Aprés 4 semaines de
régime, une hypercréatininémie et une hyperphosphatémie sont observees avec peu de
modification des concentrations plasmatiques de calcium et ce malgré I’apparition d’une
hyperparathyroidie secondaire. A mesure de ’aggravation de I'IRC dans ce mod¢le, le
développement de la calcification vasculaire prend place et progresse sans avoir recours ni a

une supplémentation en vitamine D ni a la présence d’une prédisposition génétique (142,143).

10.4.2.  Modéle de néphrectomie des 5/6eme

Le modeéle de néphrectomie des 5/6°™ induit une réduction de 5/6 de la masse totale
du rein. La méthode la plus couramment utilisée consiste en deux étapes : d'abord, I'6limination
des deux péles d'un rein (représentant 2/3 du premier rein), suivie, une semaine plus tard, de la
néphrectomie compléte de l'autre rein. 1l a été observé que le modele 5/6Nx conduit a des
niveaux de créatinine sériqgue en moyenne 2,2 fois plus élevés que ceux des animaux témoins.

En l'absence de vitamine D supplémentaire, les rats 5/6Nx présentent, huit semaines apreés la
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chirurgie, des taux de phosphore jusqu'a 2,5 a 4 fois plus élevés que des animaux contréles,

avec un régime alimentaire contenant entre 0,9 et 1,2% de phosphore (144).

Conformément aux directives de I'American Institute of Nutrition, la teneur
alimentaire normale en phosphore pour les rats avoisine généralement les 0,3% (en fonction de
la méthode de calcul utilisée) (145). Ce modele se caractérise par une hyperparathyroidie, avec
des études rapportant des augmentations de la PTH allant de 2,4 a 77 fois par rapport a des

animaux témoins, bien que les niveaux de calcium dans le sang restent relativement stables.

10.4.3.  Modzéle d’électrocautérisation/coagulation de souris

En 1983, ce modele d’IRC a été réalisé pour la premicre fois chez la souris par
électrocoagulation de surface du rein (146). Des annees plus tard, le développement de cette
technique sur des souris de fonds genetiques différents a permis de mieux favoriser la
minéralisation vasculaire dans un contexte d’athérosclérose ou de syndrome métabolique
(souris ApoE™ et LdIr 7 respectivement) (147,148). L’électrocoagulation est une approche qui
se deroule en deux étapes avec, sur un des deux reins, une électrocautérisation du cortex rénal
en laissant les surrénales et le hile intacts. Une semaine apres, une néphrectomie du rein restant

est induite.

Ce modgele se caractérise par le développement d’une IRC de gravité variable, une
hyperparathyroidie et une augmentation de la phosphatémie, et peut étre associé ou pas avec un
régime riche en phosphore. Cependant, la nécessité de la procedure chirurgicale reste la
principale limite de ce modéle avec des complications entrainant une mortalité proche de 30%
des animaux. Ce modeéle a été trés utilisé pour étudier le role de nombreux acteurs de la
calcification grace a I’utilisation de souris transgéniques (apoE, catS, fétuine A) et pour

I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

10.4.4. Autres modeles

Nous avons discuté différents modéles de maladie rénale chronique de gravité
Iégere a modérée, qui présentent tous des anomalies des biomarqueurs circulants tels que le

calcium, le phosphore, la PTH et la vitamine D ainsi que des altérations osseuses (le modele
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IdIr - IRC) qui accélérent la calcification vasculaire. Cependant, il est important de noter que
les modéles d'IRC discutés entrainent généralement une Iésion rénale aigué qui évolue ensuite
vers une IRC persistante. Une étude récente menée par Moe et al a rapporté le développement
de 'IRC au fil du temps chez des rats spontanément diabétiques (SDT) ayant subi une
néphrectomie des 5/6°™ (149). En suivant un régime riche en phosphore, ces rats développent
progressivement une hyperphosphatémie, une hyperparathyroidie et des problemes osseux.
Toutefois, le degré de calcification aortique médiale était nettement plus sévere chez les rats
néphrectomisés de la souche SDT que les rats sauvages. Une autre étude menée par Persy et al
a démontré, in vivo par microtomographie a rayons X a haute résolution, le développement de
la calcification chez des rats atteints d’IRC induite par un régime contenant 0,75% d'adénine
(0,92% de phosphate et 1% de calcium). Lors du suivi des animaux, ces derniers ont regu un
autre régime supplémenté de 1,6 % de calcium et de 1,03 % ou 1,2 % de phosphate. La
technique d’imagerie utilisée dans cette étude est une méthode sensible et reproductible qui
permet de quantifier la calcification sans nécessiter d'analyse ex vivo, ce qui ouvre de nouvelles

perspectives pour la conception d'interventions dans les futures études (150).
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Chapitre Il — Le rétrécissement aortique calcifié
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1. Histologie de la valve aortique

1.1. La situation anatomique de la valve aortique

Un composant du systéme cardiovasculaire, la valve aortique, se trouve entre 1’aorte
et le ventricule gauche du cceur. Elle représente le lien entre le systéme cardiaque et le systéme
vasculaire permettant le passage du sang de facon unidirectionnelle. Par sa fonction de pompe,
le cceur est un organe responsable de la circulation sanguine a travers 1’organisme. Son role est
de récolter le sang pauvre en oxygeéne a partir des veines caves afin de I’envoyer via I’artére
pulmonaire aux poumons. Apres son oxygeénation, le sang sera renvoy¢ vers le cceur par les

veines pulmonaires pour étre ¢jecter dans la circulation systémique par le biais de 1’aorte.

Fonctionnellement, le coeur se reparti en deux parties. Alors que, le cceur droit
assure le transfert du sang appauvri en oxygene, le sang riche en oxygene est éjecté via le cceur
gauche. Ces deux parties sont constituées de deux cavités, d’un point de vue morphométrique
symétriques, avec le ventricule au niveau inférieur et ’oreillette au niveau supérieur. Afin de
permettre la séparation de ces deux compartiments et d’empécher le reflux sanguin au moment
de la contraction ventriculaire (systole ventriculaire), il existe des valves auriculo-ventriculaires
a savoir les valves tricuspide et mitrale. Enfin, les valves artérielles, les valves pulmonaire et
aortique, séparent les ventricules des arteres (pulmonaire et aortique) et empéchent le retour du

flux sanguin lors de la relaxation ventriculaire (la diastole ventriculaire) (figure 10).
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1.2. La valve aortique

La valve aortique et la valve pulmonaire sont identiques d’un point de vue
histologique et anatomique en raison de leur origine au cours du développement embryonnaire.
Ces valves sont composees de la méme facon de 3 feuillets tissulaires aussi appelés les
sigmoides ou les valvules (figure 2). Ces cuspides sont seulement ouvertes lorsque la pression
du sang au sein du ventricule devient supérieure a la pression dans I’artére assurant ainsi le
contrle du flux sanguin de maniere unidirectionnelle. D’un point de vue pathologique, un
dysfonctionnement des valves artérielles s’observe lors d’un rétrécissement valvulaire appelé
sténose, entravant le passage du sang vers I’artére. La sténose de la valve pulmonaire est
principalement une maladie qui affecte les enfants présentant une anomalie congénitale de cette
valve alors que le rétrécissement aortique est plutét une pathologie qui touche la population

agée mais elle peut aussi étre secondaire a une malformation congénitale (152—-154).

Par ailleurs, les valves auriculo-ventriculaires separent les oreillettes des
ventricules ; la mitrale pour le cceur gauche et la tricuspide pour le cceur droit. Comme son nom
I’indique, la valve tricuspide se compose de 3 feuillets a I’inverse de la valve mitrale qui n’en
possede que deux. Ces valves ne partagent pas la méme structure anatomique et structurelle que
la valve aortique. En effet, les valves mitrale et tricuspide assurent le passage du sang des
oreillettes vers les ventricules de maniére passive par un systéeme de pression négative. La
présence d’un réseau sophistiqué de cordages tendineux, absent de la valve aortique, empéche
le sang de rejoindre le réseau artériel quand il y a une pression exercée sur le sang au cours de
la systole. Ce réseau est ancré au niveau du muscle ventriculaire via les muscles papillaires. La
contraction de ces muscles induite lors de la contraction ventriculaire maintient les feuillets des

valves bien fermés évitant ainsi le passage du sang vers le réseau artériel (figure 11) (155).

En clinique, les anomalies de la valve mitrale et de la valve tricuspide sont moins
fréquentes en pathologie mais une insuffisance ou sténose valvulaire est possible. La sténose
des valves auriculo-ventriculaires se caractérise par une occlusion du passage sanguin des
oreillettes vers les ventricules avec une calcification annulaire (156). En ce qui concerne
I’insuffisance de ce type de valves, elle se manifeste par un épaississement des valvules, des

modifications structurelles des cordages tendineux et une dilatation de ’anneau fibreux (157).
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Valve pulmonaire

Figure 11 : Anatomie des valves cardiaques

Valve aortique

D’apres (158).

Valve mitrale Valve tricuspide

1.3. La valvulogenese

La valvulogenése est un processus complexe durant lequel les cuspides se
développent (159). Elle prend place entre la 5éme et la 8¢me semaine du développement
embryonnaire. En effet, au cours du 22éme jour, le cceur présente les prémices des futures
cavités cardiaques, des veines et des arteres. Sa paroi est constituée, au niveau de sa lumiere,
d’un tube de cellules endocardiques et d’un tube de cellules myocardiques au niveau distal. Une
matrice extracellulaire appelée gelée cardiaque permet la séparation des deux tubes. Cette phase
de ’embryogenése est le point de départ de la morphogeneése du cceur également appelée
plicature du tube cardiaque primitif et la valvulogenese est également initiée. Bien que le ceeur
prenne forme, progressivement la gelée cardiaque se rétrograde pour apparaitre seulement au
niveau des zones de « transition » : d’une part, au niveau du futur septum interventriculaire et
d’autre part, au niveau des bourgeons endocardiques. Ces bourgeons (bourrelets endocardiques)

sont les prémices des valves cardiaques.

Les bourgeons qui se trouvent au niveau du sillon atrio-ventriculaire permettent la
formation des valves auriculo-ventriculaires. A I’inverse, ceux localisés au niveau du bulbe
artériel sont responsable de la formation des valves artérielles (160) (figure 12). Il est important
de savoir que les phases précoces du développement des valves artérielles et celles des valves
auriculo-ventriculaires sont similaires et simultanées. Les étapes tardives du développement des
valves auriculo-ventriculaires impliquent la construction de piliers tendineux alors que les
valves artérielles en sont dépourvues (159). De par la thématique de cette these, seule la

formation compléte de la valve aortique sera abordeée.

La valve aortique est issue de la maturation et la convergence des bourgeons
endocardiques. Ce processus comprend 4 étapes clés a savoir : 1’épaississement, la

différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules interstitielles de valves (VICs),
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I’excavation des cuspides en formation et, enfin, la structuration de la MEC en 3 couches
histologiques différentes (159,161). L épaississement des bourgeons endocardiques fait suite a
I’initiation de la transition endothélio-mésenchymateuse (EMT, Endothelial Mesenchymal
Transition) des cellules endocardiques. En réponse a des signaux distincts provenant du

myocarde, le phénomeéne de différenciation cellulaire est induit.

Racine aortique
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interventriculaire

Figure 12 : Représentation schématique de la morphogenése cardiaque

(A) : Tube cardiaque primitif. (B) : Plicature du tube cardiaque primitif. (C) : Vue frontale de
la morphologie du ceeur une fois la plicature achevée. (D) : Vue sagittale de la morphologie
du ceeur une fois la plicature achevée. Légende : VP : ventricules primitifs, OP : oreillettes

primitives, OD : oreillette droite, OG : oreillette gauche, VD, ventricule droit et VG :
ventricule gauche. D aprés (160).

Suite a la perte des jonctions d’adhésion cellulaire entre les cellules endocardiques,
I’EMT prend place. De ce fait, ces cellules vont adhérer a la MEC et développer un phénotype
mésenchymateux. Ces derniéres vont alors, apres dégradation de la lame basale, migrer au sein
du bourgeon endocardique. Progressivement, ces cellules mésenchymateuses rejoignent le
centre du bourgeon endocardique et se mettent a produire plus de la MEC (159,161) (figure
13).
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Figure 13 : Transition endothélio-mésenchymateuse
D apres (159).

Par la suite, les cellules mésenchymateuses se différencient en VICs. Durant cette
phase, les cellules mésenchymateuses deviennent des cellules similaires aux myofibroblastes.
En paralléle, I’excavation des cuspides correspondant en un amincissement de celles-Ci est
induite par 2 mécanismes distincts : I’apoptose et I’inhibition de la prolifération des cellules
mésenchymateuses. Enfin, par la synthése de collagéne, de protéoglycanes et d’élastine par les
VICs, la structuration de la MEC de la valve aortique s’organise pour permettre la maturation
des feuillets valvulaires aortiques et les rendre résistants aux différentes formes de stress
hémodynamique auxquels ils seront confrontés en particulier les forces de cisaillement et les

contraintes de pression (figure 14).
Figure 14 : Maturation de la valve aortique

D’apres (159).

Extravasation Cuspide mature
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A ce niveau, les feuillets de la valve sont complets et matures. Cependant, la valve
aortique n’est pas encore achevée, d’un point de vue anatomique et morphologique. Le
« wedging » est un processus par lequel la valve aortique acquiere sa morphologie définitive. Il
correspond a I’encastrement de la voie efférente constituée du bulbe et du tronc artériel
permettant la formation du septum continu entre la future artére pulmonaire et la future aorte.
En effet, la formation du septum dit continu s’achéve au moment ou les 3 septums (celui du
bulbe artériel, 1’aortique-pulmonaire et celui du tronc artériel) s’unissent. A I’issu de cette
fusion, ’aorte s’enroule tout autour de I’artére pulmonaire et la valve aortique tricuspide est

ainsi formee (162).

Il existe parfois une malformation congénitale de la valve aortique. Elle peut se
manifester cliniquement par la présence d’une bicuspidie (1 a 2% de la population) ou dans
d’autres rares cas d’unicuspidie (2 000 cas dans le monde) (163) ou encore plus rarement de
quadricuspidie. En ce qui concerne I’origine de la bicuspidie, des études précédentes avaient
suggeré que la fusion des bourgeons endocardiques lors des phases tardives du développement
des cuspides serait en cause. En revanche, les mécanismes impliqués dans les autres anomalies

congénitales de la valve aortique sont encore non élucides (164).

1.4. Structure histologique

La valve aortique possede une structure histologique similaire aux autres valves
cardiaques. Une valve aortique saine est avascularisée en raison de sa petite épaisseur
(inférieure a 1 mm). De ce fait, I’endothélium est chargé de 1’oxygénation, de I’apport des
nutriments ainsi que de 1’élimination des déchets cellulaires au sein de la valve (165). Comme
abordé dans la section précedente, les cuspides ont une structure trilamellaire composée de la
ventricularis, de la spongiosa et enfin de la fibrosa. Histologiquement, ces trois couches sont
différentes car chacune d’entre elles se caractérise par sa propre MEC. Latif et al, ont rapporté
que tous les composant de la MEC de la valve a travers ses propriétés mécaniques et ses
interactions avec les cellules de la valve, jouent un réle important dans le maintien de
I’homéostasie valvulaire (166). Bien que les composants de la MEC soient différents dans cette
triade de couches, il est a noter que les VICs y sont toujours présentes. En effet, la valve aortique
posséde deux types de voie de mécano-transduction a savoir la voie centralisée et la voie
décentralisée car elle doit s’adapter a son environnement hémodynamique particulier (167). La

voie centralisée a pour fonction de réagir a des fluctuations des forces externes a la valve. Les
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interactions entre les cellules et entres les cellules et la MEC vont permettre la transmission de
I’information et I’activation des voies de signalisation distinctes afin de s’adapter aux
modifications hémodynamiques. Quant a la voie décentralisée, elle a pour but de s’adapter a
toutes modifications de force interne a la valve. De ce fait, les interactions entre les cellules
valvulaires et avec les éléments de la MEC vont contribuer a la détection et la mesure des forces
de contraction et de tension exercées au sein de la valve. Au moment ou ces forces sont
modifiées, les liaisons existantes entre le noyau et le cytoplasme cellulaire subissent une

déformation a I’origine d’un switch rapide du profil d’expression génique (166,168).

14.1. L’endothélium

Composé de VECs, I’endothélium constitue une surface de contact non-
thrombotique avec le sang (figure 15) (169). Contrairement a 1’endothélium vasculaire,
I’endothélium de la valve aortique est perpendiculaire au flux sanguin. Il est, de ce fait, soumis
a des forces de cisaillement et de pression similaires a celles observées aux différentes
bifurcations du systéme vasculaire. il est a noter que 1’endothélium de la face ventriculaire
présente des particularités différentes de celui qui constitue la face aortigue comme cela sera

évoque plus loin dans ce chapitre (166).

1.4.2. La ventricularis

La ventricularis est localisée sur la face aortique des feuillets valvulaires. Elle
représente entre 20 % et 30 % de I’épaisseur valvulaire normale. Cette couche se trouve en
contact direct avec le flux aortique pulsatile et elle est composée de fibres de collagene, de
protéoglycanes, de fibronectine et surtout de fibres élastiques (figure 15) (166). La
prédominance des fibres d’¢lastine lui confere une forte flexibilité/ élasticité face aux

contraintes de cisaillement unidirectionnelles (169).
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1.4.3. La spongiosa

La spongiosa est essentiellement constituee de fibres de collagéne, de fibronectine
et surtout de protéoglycanes et de glycosaminoglycanes (GAGS). Elle représente la couche
médiane de la valve représentant 29 % et 35 % de son épaisseur (figure 15) (166). Cette couche
est dotée de propriétés élastiques grace a la présence d’interactions entre les fibres de collagéne,
les GAGs et les protéoglycanes. De ce fait, la valve acquiere plus de résistance aux différentes
pressions auxquelles elle est soumise comme celles subies au moment de la systole
ventriculaire. La spongiosa a, la capacité d’amortir les contraintes associées aux forces de
pression grace a la présence des charges négatives des chaines latérales des protéoglycanes. Ces
derniers, peuvent aussi interagir avec les VICs pour transmettre I’information sur les

modifications de ces contraintes (169).

1.4.4, La fibrosa

La fibrosa est majoritairement composée de fibronectines et de fibres de collagene.
Elle est située face a ’aorte et représente entre 41 % et 45 % de I’épaisseur d’une valve normale
(figure 15). Les fibres de collagene permettent a la valve aortique une forte résistance
mécanique et un maintien optimal de I’intégrité tissulaire (166). Ainsi, cette couche représente
la colonne vertébrale du tissu valvulaire. Bien que soumise a une plus faible contrainte de
cisaillement que la ventricularis, elle présente une rigidité bien plus forte. Il est a noter que lors
de la diastole, la pression sanguine chute et une contrainte de cisaillement oscillatoire est
observée. C’est pour résister a ce type de contrainte que la fibrosa a besoin d’une plus grande

rigidité que la ventricularis (169).
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Figure 15 : les différentes couches de la valve aortique

La couche fibrosa, orientée vers I'aorte, est principalement constituée de collagene, avec
quelques rares fibres élastiques. Les cellules interstitielles se répartissent dans toutes les
couches de la valve, a I'exception de I'endothéelium. La couche spongiosa, localisée au centre,
abrite la majorité des cellules interstitielles ainsi que des glycosaminoglycanes et quelques
fibres élastiques. Les fibres élastiques recouvrent a la fois la spongiosa et la face
ventriculaire, tournée vers le ventricule gauche. La couche ventricularis contient une quantité
plus importante d'élastine que les autres couches, ainsi qu‘une faible proportion de fibres de
collagéne (170).

2. Les différents types cellulaires composant la valve aortique

Les feuillets de la valve aortique contiennent deux types cellulaires, les cellules
valvulaires interstiticlles (VICs) qui sont tapissées d’une monocouche de cellules valvulaires

endothéliales (VECs) présentes sur la face ventriculaire et aortique de la valve.

2.1.  Les cellules valvulaires endothéliales (VECS)

Les VECs expriment le facteur de von Willebrand (VWF) comme toutes les cellules
endothéliales. Elles jouent un réle important dans le maintien et la régulation de I’homéostasie
valvulaire. Ces cellules sont capables de communiquer avec les VICs sous-jacentes et de
maintenir une surface de contact avec le sang non thrombotique (171). Les VECs s’alignent en

position perpendiculaire a la direction de I’écoulement du sang. Cette caractéristique est
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associée a une réorganisation du cytosquelette a I’inverse des cellules endothéliales vasculaires

qui sont alignées parallelement au flux sanguin.

Cette particularité¢ d’orientation des VICs leur permet de détecter le sens de
I’écoulement sanguin et I’activation de nombreux mécanismes de signalisation en réponse aux
variations des contraintes de cisaillement (172). De plus, les mécanismes impliqués dans le
processus de calcification au niveau vasculaire sont différents de ceux observés au niveau
valvulaire notamment a 1’échelle de ’expression génique ou les VECs expriment davantage des
génes chondrogéniques alors que les cellules endothéliales vasculaires expriment plus de genes
pro-ostéogéniques (169). Les VECs jouent aussi un rdle important dans la régulation des VICs
en transmettant les contraintes mécaniques. Certains facteurs identifiés libérés par les VECs
comprennent I'oxyde nitrique (NO), les prostanoides et I'endothéline-1 (173,174). Ceux-ci vont
moduler la fonction des VICs en utilisant des signaux de communication paracrine. Dans des
modeéles en trois dimensions des feuillets valvulaires aortiques, ou les VECs et les VICs sont
co-cultivées et soumises a un flux luminal, les VECs sont capables de s‘aligner
perpendiculairement au flux. En revanche, les VICs cultivées de maniere indépendante par
rapport aux VECs sous l'effet du flux expriment fortement la vimentine et, dans une moindre
mesure, 'a-SMA par rapport aux cultures combinées de VICs et de VECs. Les VECs diminuent
la prolifération des VICs, augmentent la synthése protéique en réponse aux contraintes de
cisaillement, et réduisent la perte de GAGs sous l'effet du flux. Ces interactions entre les VECs
et les VICs sont fondamentales pour la réponse de la valve aortique face a une Iésion

hémodynamique et pour la préservation de I'intégrité du tissu valvulaire (175).

2.2. Les cellules valvulaires interstitielles (VICs)

Lors du développement embryonnaire, les VICs sont issues des cellules souches
embryonnaires et mésenchymateuses par ’EMT (176). Chez I’adulte, les VICs sont réparties
selon cing phénotypes a savoir: les progéniteurs des cellules endothéliales et
mésenchymateuses, les VICs dérivées des cellules souches (pVICs), les VICs quiescentes
(qVICs), les VICs activées (aVICs) et les VICs ostéoblastiques (obVICs). Cette variété
phénotypique des VICs est essentielle au bon fonctionnement valvulaire. Cependant, la
dérégulation de ces changements phénotypiques est associée au développement de la

calcification valvulaire (177).
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2.2.1. Les VICs progénitrices (pVICs)

Les pVICs sont les cellules de la valve aortique les moins décrites. Elles sont
constituées d’une population cellulaire plus au moins hétérogene. Les pVICs sont issues de la
moelle osseuse et peuvent étre recrutées a partir du sang circulant (178). En réponse a certaines
Iésions valvulaires, les pVICs peuvent se différencier en cellules obVICs participant ainsi a la

formation des dép0ts calciques au niveau de la valve aortique (179).

2.2.2. Les VICs quiescentes (qVICs)

Les VICs quiescentes sont des cellules dites « au repos » au niveau de la valve
aortique chez I’adulte. Ces cellules assurent le bon fonctionnement de la valve et le maintien de
sa structure en favorisant le renouvellement continu de la MEC (176). Bien que les qVICs
puissent s’activer en aVICs lors d’une Iésion valvulaire, elles sont capables de se différencier
en obVICs en presence de mediateurs et facteurs ostéochondrogéniques. Elles participent ainsi

au developpement et a la progression de la calcification valvulaire (178).

2.2.3. 2.2.3. Les VICs activées (aVICs)

Les aVICs sont tres peu abondantes a 1’état physiologique au niveau de la valve
aortique. En réponse a des lésions valvulaires, certains signaux cellulaires sont générés et
favorisent la transformation des qVICs quiescentes en aVICs. Ces dernieres se caractérisent par
leur expression d’un isoforme cytosquelettique de 1’actine (smooth muscle actin ou SMA), au

contraire des qVICs qui ne I’expriment pas (180).

Par ailleurs, notre connaissance de la physiopathologie des cellules inflammatoires
(notamment les macrophages, les cellules spumeuses et les lymphocytes) présentes au sein de
la valve au cours du RAC est actuellement limitée. Il est possible que ces cellules soient
recrutées dans la valve grace a une régulation positive de I’expression des molécules d'adhésion
par les cellules endothéliales et les leucocytes. Une fois localisées dans la valve, ces cellules

pourraient sécréter des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance et des enzymes
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protéolytiques, contribuant ainsi de maniére collective au processus d’activation des VICs.
L’activation des VICs est également associée a une augmentation de leur migration et de leur
prolifération qui est essentiellement régulée par le NO et le facteur de croissance des
fibroblastes 2 (FGF-2) (180).

Par ailleurs, il est décrit dans la littérature une augmentation de la destruction de la
MEC qui accompagne 1’activation des VICs. La dégradation de la MEC est notamment due a
un désequilibre entre des MMPs et leurs inhibiteurs tissulaires (TIMPSs) en faveur des MMPs.
Il a été démontré que I’expression des génes des MMPs (MMP-1 et MMP-2) est augmentée par

certaines cytokines, notamment IL1p et TNFa dans des aVICs mises en culture (181,182).

A la fin de la réparation tissulaire, au niveau de la valve apres un épisode
inflammatoire, les aVICs subissent une apoptose. La dérégulation de ce processus apoptotique
aboutit a un renouvellement continue de la MEC entrainant ainsi un remodelage matriciel non
physiologique et une fibrose valvulaire pathologique. Enfin, ’ensemble de ces éveénements
conduit a linitiation de I’angiogenése, maintient 1’inflammation et favorise in fine le

développement de la calcification valvulaire (177) (183) (184).

2.4.4. Les VICs ostéoblastiques (obVICs)

Les obVICs sont impliquées dans la régulation des processus de 1’ostéogenése et de
la chondrogenese. Ces cellules se caractérisent par I’expression de différents marqueurs de la
différenciation ostéoblastique tels que I’OPN, ’ostéocalcine (OCN), la PAL et les protéines
morphogéniques osseuses (BMP). Malgré I’expression de cet ensemble de marqueurs
ostéochondrogéniques, les obVICs ne sont pas de vrais ostéoblastes et ils n’ont pas besoin avant
d’atteindre ce profil d’expression génique d’un passage préalable par un stade
myofibroblastique (en fait de devenir des aVICs) (185). En revanche, il a été décrit que la
différenciation ostéoblastique des VICs est dépendante de I’activation des voies de signalisation
du BMP et de Notchl au cours de la calcification valvulaire (176) (25).
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2.3. La physiologie de la valve aortique

Il est important de rappeler que le bon fonctionnement de la valve aortique est
essentiel afin d’assurer le passage unidirectionnel du flux sanguin. En effet, lors de la
contraction systolique, la pression intraventriculaire du sang entraine 1’ouverture (a2 peu prés
100 000 fois/ jour) passive de la valve aortique (186). En diastole ventriculaire, les cuspides de
la valve aortique se ferment en raison de la chute de la pression sanguine. L appareil valvulaire
est composé de 6 éléments : les cuspides, le site d’ancrage des cuspides, les triangles inter-
cuspides, le sinus de Valsalva, la jonction sino-tubulaire et enfin I’anneau aortique. Plus
précisément, les cuspides sont physiologiquement présentes au nombre de 3. Anatomiquement,
les cuspides forment des feuillets fins semi-lunaires possédant une base ancrée en forme de «
U » au niveau de la paroi de I’aorte. Alors qu’il existe une barriere physique entre le ventricule
gauche et I’aorte, les cuspides de par leur capacité a assurer le passage du sang selon un sens

unique, forment ce qu’on appelle une jonction hémodynamique

Leur site d’ancrage, une structure fibreuse épaisse, a une forme de couronne dont
les 3 branches verticales remontent aux commissures des cuspides. Sous ces commissures se
trouvent les triangles inter-cuspides qui, histologiqguement, correspondent a une portion de la
paroi aortique amincie et, du point de vue hémodynamique, a une extension de la voie d’éjection
du ventricule gauche. Les sinus de Valsalva sont, quant a eux, des renflements de la racine
aortique dont chacun fait face a une cuspide. Deux de ces sinus servent d’ancrage aux artéres
coronaires droite et gauche permettant ainsi de distinguer chaque cuspide, nommées cuspide
coronaire droite, gauche et non coronaire. Structure tubulaire constituée de la partie distale des
sinus de Valsalva et des commissures, la jonction sino-tubulaire sépare la racine aortique de
I’aorte ascendante. Enfin, bien que n’ayant pas d’identité anatomique ou histologique réelle,
I’anneau aortique forme une structure circulaire virtuelle dont la circonférence est définie par

le point d’ancrage le plus bas de chaque cuspide (187).

2.3. Environnement hémodynamique

En raison de sa localisation anatomique, la valve aortique est exposée a différents
types de contraintes hémodynamiques. Afin qu’elle puisse s’adapter a ces contraintes, la valve
est dotée d’une structure et d’une anatomie particuliere. Elle est soumise a ces forces de fagon

constante et simultanée au moment de son ouverture et de sa fermeture a chaque cycle

78



cardiaque. La contrainte de cisaillement, liée au flux sanguin, expose 1’endothélium de la valve
aortique a des frottements successifs avec les éléments composants du sang. On distingue son
apparition au moment de la systole du coté ventriculaire et de la face aortique lors de la diastole
(188). De part et d’autre de la valve aortique, cette force est trés différente puisque, d’une part,
la direction du flux sanguin exercé sur les faces n’est pas identique et, d’autre part, la vitesse
du sang est plus importante pendant la systole. En effet, la contrainte de cisaillement est élevée
et perpendiculaire au niveau de I’endothélium du c6té ventriculaire mais elle est oscillatoire sur

la face aortique (189).

De plus, la présence des artéres coronaires dans les sinus de Valsalva entraine une
perturbation du flux sanguin appliqué sur les faces aortiques des cuspides coronaires droite et
gauche (190). Il est important de savoir que la présence de ce flux sanguin turbulent élevant les
forces de cisaillement appliquées sur les cuspides coronaires n’entraine pas une prédisposition
a la sténose aortique. A contrario, la cuspide la plus concernée par le développement de la
calcification est la cuspide non coronaire qui semble la moins adaptée aux perturbations du flux
sanguin (190,191). D’autre part, méme si ’ouverture et la fermeture de la valve aortique
dépendent des différences de pression entre le ventricule gauche et I’aorte, celle-ci posseéde une

force intrinséque que I’on observe lors de sa fermeture.

3. Epidémiologie et étiologie du rétrécissement aortique

Le retrécissement aortique est une maladie caractérisée par un dysfonctionnement
de la valve aortique. C’est la valvulopathie la plus fréquente qui touche les pays les plus
développés. C’est une pathologie du sujet 4gé dont le risque augmente au cours du
vieillissement affectant ainsi 25% a 30% des personnes de plus de 65 ans et environ 50% des
personnes de plus de 85 ans. Au cours des deux dernieres décennies, sa prévalence est estimée
entre 2% et 7% faisant de cette pathologie un enjeu majeur de santé publique (192). Dans la
majorité des cas, le rétrécissement aortique découle d'une altération de la valve aortique elle-
méme. Cependant, dans des situations plus rares, il peut également étre provoqué par des
anomalies situées au-dessus de cette valve (rétrécissement aortique sous-valvulaire) ou en

dessous d'elle (rétrécissement aortique sous-valvulaire).
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3.4. Le rétrécissement aortique d’origine dégénérative

L’étiologie du rétrécissement aortique est le plus souvent dégénérative (calcifié) et
appelé rétrécissement aortique calcifié ou RAC. Le RAC ou maladie de Mdnckeberg représente
la forme du RAC la plus souvent retrouvée chez les personnes agees, généralement de plus de
70 ans. Il survient en raison d’un €paississement au niveau de la matrice extracellulaire en plus
de la progression de la calcification des feuillets valvulaires. La rigidité valvulaire générée est
a 'origine de modifications des contraintes hémodynamiques qui a leur tour aggravent au fil

du temps les lésions valvulaires préexistantes (193).

3.5. La bicuspidie congénitale

La bicuspidie aortique se positionne comme la malformation cardiovasculaire
congénitale la plus fréquente, se manifestant dans 0,5 a 2% des naissances vivantes (194). Les
individus porteurs d'une bicuspidie aortique présentent une predisposition a développer des
complications telles qu'une endocardite infectieuse, une insuffisance aortique, et/ou une sténose
aortique. La présence d'une valve aortique bicuspide peut également étre corrélée a une

dilatation de la racine aortique ou de l'aorte ascendante, ainsi qu'a une coarctation de l'aorte.

Cette malformation congénitale est ainsi retrouvée chez 20 a 50% des patients
atteints de RAC. Sa prévalence familiale s'éléve a 9% et par conséquent, les parents au premier
degré des individus porteurs de cette malformation doivent subir une échocardiographie a des
fins de dépistage. Le diagnostic d'une valve bicuspide, méme chez un patient avec une fonction
valvulaire normale, revét une importance capitale pour le suivi, car ces valves bicuspides sont
associées a une aortopathie favorisant une dilatation graduelle de la racine aortique ou de l'aorte
ascendante et, ultimement, la formation d'anévrismes. Bien que les taux de complications
puissent varier considérablement selon les études, en général, une dilatation peut toucher

jusqu'a 56% des individus agés de moins de 30 ans (195).

3.6. Le rétrécissement aortique d’origine rhumatismal

Le rhumatisme articulaire aigu constitue, dans les pays ou les systemes médicaux
sont défectueux, la cause prédominante de RAC dans toutes les tranches d’'age. Sa prévalence

est de plus en plus rare dans les pays occidentaux du fait de I’amélioration de la prise en charge
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du rhumatisme articulaire. Il est issu des complications d’épisodes inflammatoires dus a

I’infection par le streptocoque pyogéne Streptococcus -hémolytique du groupe A (193).

3.7.

On distingue deux formes de RAC provenant du rhumatisme articulaire aigu :

Le rétrécissement aortique supravalvulaire : engendré par une fine membrane
ou une constriction hypoplasique congénitale située juste au-dessus des sinus
de Valsalva, est peu fréquent. Une variante inhabituelle de ce rétrécissement
aortique supravalvulaire est liée a des traits faciaux distinctifs (comme un front
élevé et large, un hypertélorisme, un strabisme, un nez en forme de trompette,
un sillon sous-nasal étendu, une bouche large, des anomalies dentaires, des
joues proéminentes, une micrognathie et des oreilles basses). Lorsqu'elle est
combinée avec une hypercalcémie idiopathique se produisant durant la petite
enfance, cette forme est designée sous le nom de syndrome de Williams.

Le rétrécissement aortique sous-valvulaire, résultant d'une membrane
congénitale ou d'un anneau fibreux positionnés juste en dessous de la valve

aortique, est également peu fréquent (196).

Le RAC et ’insuffisance rénale chronique (IRC)

I1 existe une incidence accrue du RAC chez les patients en stade terminal d’IRC en

comparaison a la population générale. Des études précédentes avaient souligné 1’accélération

de la progression du RAC lors de I'IRC du fait de la présence d’un environnement urémique,

hypercalcémique et hyperphosphatémique qui augmente le risque de formation des

calcifications cardiovasculaires (197,198).

4, Les facteurs de risque du RAC

La sténose aortique et I’athérosclérose partagent des facteurs de risque communs.

Le développement de la sténose aortique est en effet lié aux facteurs de risque traditionnels

notamment

I’age, le sexe masculin, le tabagisme, [I’hypertension artérielle,

I’hypercholestérolemie, l'obésité, le syndrome métabolique, le diabéte mais également a
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d’autres facteurs tels que des concentrations circulantes élevées de la lipoprotéine a Lp(a) dont

le r6le physiopathologique a récemment été demontré (192).

Une composante génétique est également associée au développement du RAC
comme a pu le démontrer Grag et al avec I'impact de variants du géene NOTCH1 qui
représentent un caractére héréditaire dans la bicuspidie valvulaire aortique congénitale (199).
Le gene de la vitamine D, et notamment la présence de mutations au niveau de ’allele B,
pourrait également étre impliqué dans le développement du RAC. La prédisposition génétique
au développement du RAC regroupe d’autres genes représentant des facteurs de risque de cette
pathologie tels que le géne codant pour le récepteur alpha des cestrogene (ERa),

I’apolipoprotéine E ou encore le facteur de croissance transformant béta (TGFp).

5. Geéneralités et développement du RAC

Le RAC ou sténose aortique (SA), est defini comme étant le rétrécissement de la
surface fonctionnelle de la valve aortique. Bien qu’en France, on parlera plus volontiers de
RAC, le terme Sao, aortic stenosis en anglais, est communément utilisé dans les publications
internationales. Cette pathologie est d’autant plus sévére que la surface fonctionnelle de la valve
est rétrécie. Ainsi, la valve s’avere incapable d’assurer le passage unidirectionnel du sang du
fait de sa rigidification qui crée une entrave pour le passage du flux sanguin lors de la systole
et qui entraine lors de sa fermeture en diastole, un retour du flux sanguin vers le ventricule

gauche (figure 16).

Sur le plan physiopathologique, le RAC a été longtemps considéré comme un
processus de dégenérescence passif de la valve aortique. Cette pathologie est freqguemment
dénommée « atherosclerosis-like » puisque sa physiopathologie est quasiment similaire a celle
de I’athérosclérose. Ce processus actif comprend 4 étapes a savoir : I’'inflammation, la fibrose,
la néo-angiogenése et la calcification (200). Le RAC est une maladie progressive se
caractérisant par une longue phase de latence appelée sclérose aortique. Issue du grec skléros
signifiant dur, la phase de sclérose consiste en un épaississement progressif de la valve aortique
conduisant a sa rigidification et, progressivement, a la réduction de sa surface fonctionnelle.
Cette phase de latence est treés souvent asymptomatique car elle induit peu d’effet sur le passage

du flux sanguin. Néanmoins, comme Nightingale et al, le rapportaient en 2005, la sclérose
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aortique n’est pas un « innocent murmure » mais un marqueur de risque cardiovasculaire
majeur car sa présence s’accompagne d’un risque d’infarctus du myocarde dans les 5 ans
suivant sa découverte de I’ordre de 50% (201). Le RAC est initié quand la valve aortique n’est

plus capable de jouer son rdle et ce par 'induction des 4 processus précédemment décrits.

Il est a noter qu’il existe 4 stades différents du RAC, établis sur la base des critéres

cliniques et définis comme suit (154) :

— le stade A correspondant a la sclérose aortique, précurseur asymptomatique du

RAC, ou a la bicuspidie aortique,
— Le stade B, progression légere a modérée de la sténose aortique.
— Le stade C, RAC sévére mais néanmoins asymptomatique.

— Le stade D, RAC sévere et symptomatique.

HEALTHY AORTIC VALVE
Closed

Figure 16 : Valve aortique saine et sténosé

Aortic Valve

D apres (202).

AORTIC VALVE STENOSIS

Open Closed

6. Diagnostic du RAC

6.4. Signes cliniques

Le diagnostic du RAC est systématiquement tardif en raison de l’absence de
symptomes pendant une trés longue période chez les patients. Bien qu’il soit une pathologie

lentement progressive, le pronostic des patients symptomatiques (stade D), s’ils ne bénéficient
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pas d’un remplacement valvulaire, est trés mauvais avec une mortalité atteignant 80% apres 2

ans. L ensemble des signes cliniques survenant sont :

6.4.4. L’angor

L’angor ou angine de poitrine, désigne des douleurs au niveau thoracique qui

apparaissent généralement a ’effort et au stress et sont similaires a celles des coronaropathies.

6.4.5. La dyspnée

La dyspnée ou I’essoufflement a I’effort est le symptome le plus fréquent de la
sténose aortique. Elle est générée essentiellement en raison de I’incapacité du coeur a maintenir

un débit cardiaque nécessaire a I’effort.

6.4.6. La lipothymie

La lipothymie ou le malaise lipothymique est une sensation passagére de malaise
sans aucune perte de connaissance contrairement a la syncope qui est une perte totale de
connaissance. Ces deux sortes de malaise traduisent I’incapacité du coeur au cours de 1’effort a
accroitre le volume d’éjection du ventricule gauche aboutissant a une vasodilatation des artéres

périphériques et donc une hypotension et une baisse de la perfusion au niveau cérébral.

6.5. Exploration échocardiographie

L’échocardiographie couplée au doppler reste ’examen d’imagerie de choix dans
le diagnostic et la surveillance des maladies valvulaires. Il s’agit d’une technique d’imagerie
cardiaque non-invasive utilisée afin de mesurer le degré de sévérité du RAC. Cette évaluation

dépend d’un ensemble de critéres échocardiographiques et notamment la mesure du gradient
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moyen transvalvulaire, de la vitesse maximale du flux sanguin a travers la valve aortique et du

calcul de la surface valvulaire aortique.

6.5.4. La surface valvulaire aortique

Chez ’adulte, la valeur d’une surface valvulaire normale est comprise entre 3 et 4
cm?. Lors de la sténose aortique et en raison de la calcification progressive de la valve, la surface
de valvulaire diminue est peut-étre inférieure & 1 cm? Grace a ’échodoppler, la surface

valvulaire est obtenue au moyen de la formule suivante :
A=A xV1i/V>

Ou : A2 (la surface valvulaire aortique) est égale au produit de A; (I’aire de la
chambre de chasse du ventricule gauche) par V1 (la vitesse du flux sanguin au niveau de la sortie
du ventricule gauche) et divisée par V> (la vitesse du flux sanguin valvulaire aortique)
(154,203).

6.5.5. Le pic de vélocité (AoVmax)

Le pic de vélocité est défini par la vitesse maximale de 1’écoulement sanguin
mesurée au niveau de la valve aortique. En coupe apicale et par doppler continu, I’AoVmax est
mesurée. La valeur obtenue permet de définir une sténose aortique quand elle est supérieure a
2,5 m/s et quand la vitesse maximale est au-dessus de 4 m/s on parle d’une sténose aortique

sévere. En condition physiologique I’AoVmax est inférieure a 1 m/s (203).

6.5.6. Le gradient moyen transvalvulaire

Par définition, le gradient moyen transvalvulaire est la différence de pression qui
existe en phase systolique entre le ventricule gauche et ’aorte. Il est représenté par 1’équation

de Bernoulli :

AP = 4V?
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Ou v est obtenue par la mesure en doppler des vitesses aortiques moyenne
(AoVmoy) ou maximale (AoVmax). Il est également possible de mesurer en doppler le gradient
moyen (AoGmoy) et selon les valeurs obtenues, le stade de la sténose aortique est déterminé.
En absence de RAC, le gradient de pression entre le ventricule gauche et I’aorte est assez faible.
Cependant, ce gradient moyen est supérieur a 40 mmHg en présence d’un obstacle a 1’¢jection

ventriculaire gauche témoignant d’une sténose aortique serrée (203) (154).

6.5.7. Autres manifestations échocardiographiques

L’hypertrophie ventriculaire gauche est une conséquence majeure du RAC. Elle est
compensatrice et a pour but de normaliser les contraintes par 1’épaississement des parois
ventriculaires. Son évaluation est effectuée par échocardiographie en mesurant I’épaisseur du
septum interventriculaire et la paroi postérieure du ventricule gauche. Elle s’accompagne d’une
dysfonction diastolique caractérisée par une diminution de la capacité de remplissage du
ventricule gauche mais son retentissement sur la fonction systolique est plus tardif (évaluée par

la mesure de la fraction d’éjection) (203).

6.6. Physiopathologie

D’apres I’organisation mondiale de la santé (OMS), I’athérosclérose est définie par
«une association variable de remaniements de I’intima des artéres de gros et moyen calibre,
consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits
sanguins, de tissu fibreux et de dépots calcaires, le tout s’accompagnant de modifications de la
média ». De fagon similaire, le RAC débute par 1’accumulation de lipides avec pour
conséquence une réaction inflammatoire locale. Ce processus inflammatoire conduit
essentiellement a I’installation d’une fibrose du tissu valvulaire (sclérose) suivie de sa
calcification a I’origine de la sténose. Au fur et a mesure, le tissu valvulaire aortique devient
plus épais. Les cellules valvulaires présentes alors en trés grand nombre se retrouvent en
souffrance par manque de nutriments et d’oxygéne. Ainsi, divers processus
physiopathologiques se mettent en place et se développent tels que I’inflammation , la fibrose

et la calcification (169).
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7. Mécanismes physiopathologiques

Il est important de rappeler que les premiers mécanismes impliqués dans la
physiopathologie du RAC sont principalement déclenchés dans des conditions de réparation
tissulaire contr6lée. En effet, la valve aortique et, en particulier, sa couche endothéliale peut
par, les nombreuses forces hémodynamiques qu’elle subit, étre endommagée. L’inflammation
consécutive a alors pour objectif de réparer le tissu 1€sé, essentiellement par I’activation de
qVICs. Lorsque cette réparation tissulaire est achevée, I’inflammation est alors résorbée et les
aVICs éliminées par apoptose. La perte de contrdle de ces mécanismes a pour conseéquence le

développement de la sclérose puis de la sténose aortique (204).

La baisse progressive de la surface valvulaire fonctionnelle est a I’origine des
altérations observées au niveau hémodynamique contribuant ainsi a I’amplification du stress
exercé sur la valve. Avec le renforcement des perturbations hémodynamiques, la valve perd sa
capacité a résister a ce stress, d’ou I’installation et la progression de I’inflammation, de la
fibrose, de la néo-angiogenese et la formation de calcifications. Par ailleurs, dans le cadre du
RAC sévere, les agressions répétées de I’endothélium constituent un milieu pro-agrégant. Il
n’est donc pas rare d’observer la présence de thrombi au sein de la valve (205). Comme
précédemment décrit, le RAC se caractérise par une évolution lente correspondant en moyenne

a une regression annuelle de la surface valvulaire fonctionnelle de 0,1 cm? (206).

7.1. Inflammation

A Tétat physiologique, une valve aortique saine est dépourvue de cellules
inflammatoires. Seuls des mastocytes, dans un état quiescent, y résident (207). L’ inflammation
est connue pour étre le premier mécanisme physiopathologique que la valve subit durant le
développement du RAC. En effet, la Iésion endothéliale engendrée par les perturbations
hémodynamiques génére une bréche permettant I'intrusion dans le tissu valvulaire de
cholestérol et de lipoprotéines telle que la Lp(a) et la formation d’un environnement favorable

pour la formation de dép6ts lipidiques intra et extracellulaires (figure 17) (208).
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Ces dépdts lipidiques vont contribuer a I’activation endothéliale avec I’expression
d’un grand nombre de molécules d’adhésion cellulaire telles que la E-sélectine et VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule 1) (209). Ces molécules permettent le recrutement des cellules
inflammatoires telles que les monocytes, les macrophages, les lymphocytes T et les mastocytes
(207). L’oxydation des LDL est stimulée principalement par les macrophages recrutés qui
produisent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires tels que le TGF-p et le TNFa qu’ils

liberent notamment lors de la mort cellulaire (figure 17) (210).
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Figure 17 : Représentation schématique des principaux mécanismes physiopathologiques du
RAC

D’apreés (190).

Les mastocytes, activés par les cytokines pro-inflammatoires, renforcent encore la
réaction inflammatoire par I’activation du systéme rénine-angiotensine. En effet, I’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ECA) entraine la formation de I’angiotensine II par les cellules
endothéliales valvulaires (VECs). Sa liaison au récepteur de type 1 de I’angiotensine II (ATy),
aboutit a I’accumulation des lipides au sein des macrophages et I’initiation in fine du stress

oxydatif.

Par ailleurs, les mastocytes activés vont produire de I’histamine, de 1’héparine et

des cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL1g et le TNFo (figure 17) (181,211).
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L’inhibition d’enzymes aux propriétés antioxydantes telles que la superoxyde dismutase et la
catalase et la perte de I’équilibre redox de I’état cellulaire induite par la perturbation de la
balance thioredoxine (Trx) et de son inhibiteur, TXNIP (thioredoxin-interacting protein)
amplifie le stress oxydatif valvulaire et I’inflammation par la production amplifiée d’IL;g (212).
Les cellules endothéliales acquierent un phénotype pro-oxydant en plus de leur phénotype pro-
inflammatoire par I’expression de NADPH et la libération d’espéces réactives de I’oxygene. La
présence de ce stress oxydatif a pour conséquence la diminution de 1’expression de la eNOS et
donc une réduction du NO, qui ne peut plus exercer son action vasodilatatrice et anti-
inflammatoire. Cette réduction de NO peut expliquer pourquoi les aVICs appliquent une tension
importante sur les éléments de la MEC car cette molécule assure la relaxation des VICs au sein
de la valve normale (213). La contraction des VICs est également favorisée par la présence de

I’angiotensine Il (figure 17).

7.2. Fibrose et remaniement de la MEC

Initié par la réaction inflammatoire, le remaniement de ’ECM est assuré par les
aVICs. En effet, les cytokines inflammatoires produites induisent 1’activation des VICs qui,
d’une part, renforcent I’inflammation du tissu valvulaire et, d’autre part, assurent la réparation
tissulaire (211). En effet, le changement phénotypique des qVICs en aVICs est favorisé par
I’IL1p et le TNFa via la phosphorylation de Smad 2/3 (Figure). Les aVICs vont alors secréter
du FGF-2 en quantité abondante ainsi que les différents éléments de I’ECM pour reconstruire
I’architecture tissulaire de la valve grace aux protéases qu’elles synthétisent : MMP-1, -2, -3, -
9 et -12 ainsi que les cathepsines S, K et V, enzymes egalement produites par les lymphocytes
T et les macrophages (figure 17) (214,215). Par ailleurs, dans un contexte de valve saine, il
existe un équilibre physiologique entre le systéeme rénine-angiotensine, systeme profibrotique,
et le systeme kinine-kallikréine (systeme antifibrotique). En revanche, une augmentation accrue
de 'ECA favorise la dégradation et I’¢limination de la bradykinine, médiateur principal du
systeme Kkinine-kallikréine. 1l existe alors un renforcement du déséquilibre entre ces 2 systéemes
en faveur du systeme rénine-angiotensine et ainsi de la fibrose tissulaire (211,216). De plus, les
MMPs sont produites au niveau de la MEC sous forme de zymogénes, donc inactives, les pro-
MMPs. Ces dernieres sous leur forme active stimulent la plasmine, élément-clé de la fibrinolyse
et qui est elle-méme activée par D’activateur tissulaire du plasminogene (t-PA, tissue

Plasminogen Activator) et 'urokinase (u-PA, urokinase-type Plasminogen Activator) ; tous
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trois présents au sein de la valve aortique sténoseée (217,218). L’apparition de la fibrose
valvulaire tissulaire est a I’origine d’un déséquilibre de la balance synthése/dégradation de la
MEC en faveur d’un exces de sa synthése (219). A son tour, la fibrose valvulaire pourrait
amplifier la réaction immunitaire en produisant massivement le biglycan, un protéoglycane de
la spongiosa. Ce dernier posséde une haute affinité pour les LDL entrainant leur rétention dans
la valve et favorisant ainsi ’inflammation (220). Bien que le processus de fibrose permet de
compenser la dégradation des fibres de collagene de la MEC, il n’existe pas de mécanisme
compensatoire de la dégradation des fibres élastiques. Ainsi, la couche ventricularis est
essenticllement constituée de fibres d’¢lastine fragmentées et désorganisées (221). Par
conséquent, la fibrose valvulaire et la degradation des fibres élastiques participent a la

rigidification de la valve aortique.

7.3. Néo-angiogenese

Le processus de I’inflammation est étroitement li¢ a la néo-angiogenése car les
aVICs et certains types de cellules inflammatoires régulent 1’expression de facteurs pro-
angiogéniques et de facteurs anti-angiogéniques. Pendant I’épisode inflammatoire, des facteurs
pro-angiogeniques tels que le VEGF et ses récepteurs, Tie 2 et la périostine, sont surexprimes
(222,223). En revanche, la chondromoduline-1, I’endostatine et la SPARC (Secreted Protein
Acidic and Rich in Cytsteine), des facteurs anti-angiogéniques sont réprimés (224,225). En
effet, la présence du facteur de transcription FGF-2, le remodelage tissulaire valvulaire et la
fibrose induisent la néo-angiogenése par I’activation de la voie de signalisation TGFp/Smad
(figure 17) (226). Les conséquences de la vascularisation du tissu valvulaire sont (1)
I’amplification de la réaction inflammatoire par [Dinfiltration de nouvelles cellules
inflammatoires comme le démontre la corrélation positive entre la présence de lymphocytes T
et le nombre de néo-vaisseaux sanguins (227) et (2) I’hémorragie intravalvulaire présente chez

78 % des patients atteints de Sao sévere (228).

7.4. Calcifications

Les calcifications présentes au sein de la valve aortique sténosée sont constituées
de différents sels de calcium et en particulier d’hydroxyapatite formant une structure similaire

a celle de ’os (229). Les mécanismes précis impliqués dans la calcification sont néanmoins
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controversés. En effet, deux hypotheses différentes pourraient expliquer la formation des
calcifications : d’une part, il existe la théorie de la calcification dystrophique et, d’autre part, la
théorie de la différenciation ostéogénique/ de 1’ossification (169). Le principe du processus de
la calcification dystrophique repose sur le fait que les calcifications valvulaires générent un
grand nombre de cellules apoptotiques qui a leur tour participent a 1’ossification de la valve
aortique. Ces calcifications sont issues de la libération massive du calcium consécutive a la
mort cellulaire/ nécrose des cellules valvulaires (184). Secrété par les cellules immunitaires, le
TGF-B, pourrait induire I’apoptose des cellules valvulaires par le biais de la plasmine. En effet,
la proteolyse résultant des interactions entre la MEC et les cellules valvulaires représente un
mécanisme d’initiation de la mort cellulaire en activant la voie de la perte d’adhésion cellulaire
(217,230,231). Par une coloration oil Red et un immunomarquage, Olsson et al ont démontré

que les dépodts calciques présents au niveau de la valve aortique colocalisaient avec les zones

riches en lipides (LDL oxydés) et en cellules inflammatoires telles que les lymphocytes T (232)
(figure 18).

Figure 18 : colocalisation des dépots lipidiques (LDL oxydés)

et des cellules inflammatoires

Coloration classique permettant la mise en
évidences des LDL oxydés (232).

La minéralisation du tissu valvulaire est donc consécutive a la formation des dépots
lipidiques et de la présence des cellules inflammatoires (233). Par ailleurs, il a été montré que
la phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (Lp-PLA2, lipoprotein-associated phospholipase
A) est retrouvée a des niveaux d’expression élevés au niveau de la valve aortique. La Lp-PLA;
est responsable du relargage par les LDL oxydés de lysophosphatidylcholine (LPC). Les LPC
sont de puissants activateurs de I’ossification via I’activation de la voie de signalisation de
I’adénosine monophosphate cyclique/protéine kinase A (AMPc/PKA) (234). Au sein d’une
valve sténosée, une glycoprotéine matricielle impliquée dans la formation cartilagineuse et
osseuse, la ténascine-C est retrouvée a des taux trés similaires a ceux de la MMP-2. In vitro, il

a été démontré que la ténascine est également capable de stimuler I’expression de la MMP-2.
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Induite par les nombreuses cytokines inflammatoires présentes, elle serait ainsi impliquée dans
le processus de calcification dystrophique car, outre le fait qu’elle stimule la prolifération, la
migration et différenciation cellulaire, elle est également impliquée dans 1’apoptose cellulaire

(215,231).

La théorie de la différenciation ostéogénique est décrite comme un processus actif
de calcification. Son principe s’appuie sur la présence d’obVICs exprimant massivement
différents facteurs pro-ostéogéniques comme 1’ostéonectine, 1’ostéocalcine, le facteur de
transcription Runx2 ainsi que la PAL et la sialoprotéine. Parallélement, I’expression de facteurs
anti-ostéogeéniques tels que I’OPN et I’ostéoprotégérine par les obVICs est fortement réduite au
sein de la valve sténosée (233,235). Par ailleurs, il a été démontré qu’au sein de valves
sténosées, I’augmentation significative de I’expression de RANKL est concomitante a la
diminution significative de cellules positives a 1’ostéoprotégérine (236). RANKL stimule
I’initiation de la différenciation ostéoblastique a travers la voie de signalisation médiée par
I’ostéoprotégérine/ RANK-RANKL (237). La présence d’obVICs est en fait due a la

différenciation cellulaire d’aVICs induite par la réaction inflammatoire.

Par ailleurs, I’augmentation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires
stimulent la surexpression des BMPs : BMP-2 et BMP-4 par les VECs. Ces BMPs vont induire
I’activation des voies de signalisation cellulaire Runx2/ Notchl et Wnt-Lrp5- Bcat qui sont
responsables de 1’induction de la différenciation ostéoblastique (238). Zhang et al ont rapporté
que la voie Runx2/ Notchl est renforcée par la faible expression du microARN a type 30b
puisque ce dernier est impliqué dans I’inhibition de ’expression de Runx2 (239). De plus, la
protéine matricielle anticalcifiante Gla (MGP, matrix Gla-protein) est retrouvée a des faibles
taux d’expression au sein de la valve aortique. En effet, en condition physiologique, elle inhibe

la différenciation ostéoblastique des VICs par liaison et inhibition des BMP (240).

Des études récentes suggerent que ces deux théories sont non-exclusives et ne
peuvent pas étre dissociées 1’'une de I’autre. Elles seraient donc complémentaires. Il a été montré
par Cot et al, qu’en réponse a I’élévation du stress mécanique présent au niveau
intraventriculaire, ’ENPP1 est surexprimée au sein de la valve aortique sténosée. Sous I’action
de ’eNPP1 exprimée a la surface des VICs, ’ATP est dégradée. Cette réaction génére le PPi
puis ce dernier est dégradé en Pi par les cellules obVICs. De plus, la fixation de ’ATP au
récepteur P2Y2engendrant un effet anti-apoptotique, la baisse d’ATP favorise la mort cellulaire.

Ainsi, la dégradation de I’ATP par ’eNPP1 amplifie la minéralisation de la valve (241). 1l a
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également été montré que le TGF-f augmente 1’expression de I’OB-CDH (cadhérine-11) par
les aVICs, a travers I’activation de la voie de signalisation Erk12, et cette augmentation
constitue une étape clé lors de la différenciation ostéoblastique dépendante de la voie Wnt
(242). De ce fait, I’ossification active de la valve aortique promeut sa minéralisation passive et

inversement.

De facon importante, la présence de calcifications épaissit et rigidifie la valve
aortique (204,220). A son tour, ce phénomeéne stimule le processus de néo-angiogenese au sein
du tissu valvulaire. A titre d’exemple, I’ostéonectine libérée par les obVICs possede la capacité

de dégrader les MMPs en peptides pro-angiogéniques (220).

7.5. Les voies moléculaires calcifiantes

Les voies moléculaires impliquées dans le processus de calcification sont : la voie
de signalisation RANK (activateur du récepteur du facteur de transcription nucleaire kappa )
/ RANKL (ligand RANK), OPG, Wnt (sans ailes et Int-1)/B-caténine et Notch. La présence de
certains variants genetiques dans le gene NOTCHL1 est responsable de I’apparition de la
bicuspidie valvulaire aortique et de formes séveres de calcifications. De plus, des études menées
in vivo ont permis de démontré que Notchl induit une baisse de I’expression de BMP-2 et de
Runx2 prévenant ainsi la différenciation ostéoblastique et la calcification des VICs (199). Par
ailleurs, la voie Wnt/B-caténine régule la différenciation ostéoblastique a travers 1’activation de

sa voie canonique.

Avec I’augmentation des dépots calciques au niveau des cuspides, les forces de
cisaillement augmentent provoquant davantage de Iésions qui a leur tour entrainent I’activation
de la voie Wnt/p-caténine. Cette activation aboutit a la différenciation ostéoblastique des VICs
via I’eNPP1 et donc I’hydrolyse de I’ATP extracellulaire en Pi entrainant ainsi la calcification.
Il a été démontré une association entre le RAC et la présence d’un polymorphisme nucléotidique
de PENPP1 associée a des niveaux élevés de son expression dans les valves calcifiées (241).
Dans le milieu extracellulaire, I’ ATP est capable de se lier au récepteurs purinergique P2Y 2 pour
inhiber I’apoptose des VICs. La diminution de la biodisponibilité de I’ATP extracellulaire
engendre la mort cellulaire des VICs mais augmente également les niveaux d’IL-6. A son tour,

I’TL-6 stimule I’expression de BMP-2 participant & la calcification des VICs (243).
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Une autre voie impliquée dans les calcifications cardiovasculaires et la voie de la
fétuine A et de la MGP. Cette derniere est activée par carboxylation et phosphorylation de
maniére dépendante de la vitamine K. Ainsi, il a été démontré que la présence de faibles niveaux
de vitamine K est responsable d’une carboxylation inefficace de la MGP avec pour conséquence
le développement de calcifications coronariennes (47). En accord, il a été observé que les
patients recevant un traitement avec des antagonistes de la vitamine K, développent des
calcifications au niveau vasculaire et valvulaire aortique (244,245). De plus, l'apport
alimentaire de ménaquinone (vitamine K ) diminue la calcification vasculaire et améliore la
survie (246). Actuellement, les effets de la supplémentation en vitamine K sont en cours
d’évaluation dans le cadre de plusieurs essais cliniques sur des cohortes de patients présentant

un RAC et des calcifications au niveau coronaire.

8. La prise en charge du RAC

A T’heure actuelle, il n’existe aucun traitement pharmacologique permettant le
ralentissement de la progression de cette pathologie. A ce jour, la seule stratégie thérapeutique
disponible pour les patients atteints d’un rétrécissement aortique symptomatique est de
remplacer la valve aortique pathogene par une prothése. Ce remplacement peut étre effectué
par voie chirurgicale (remplacement valvulaire aortique ou RVA) ou grace a I’'implantation de

la prothése par voie percutanée (transcatheter aortic valve implantation ou TAVI) (203).

En raison de la similarit¢ entre le RAC et 1’athérosclérose d’un point de vue
physiopathologique, deux traitements pharmacologiques de référence pour 1’athérosclérose ont
d’abord été testés. Il s’agit des statines qui sont des inhibiteurs de ’hydroxyméthylglutaryl-
CoA réductase, et des inhibiteurs de ’ECA. D’autres essais cliniques sont en cours

actuellement.

8.1. Le remplacement valvulaire

A T’heure actuelle, la chirurgie est considérée comme le traitement de référence

pour la prise en charge des sténoses aortiques severes.
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8.1.1 Le remplacement valvulaire aortique RVA

Le remplacement valvulaire aortique consiste a retirer la valve aortique calcifiée du
patient et de mettre a la place une autre valve biologique ou mécanique. Le choix du
remplacement est basé sur plusieurs critéres: la présence des comorbidités, 1’dge et la
compatibilité du patient au type de valve choisi. Chez les patients moins agés, la valve
mécanique est utilisée pour remplacer la valve pathologique. En revanche, chez un patient agé
de 65 ans ou plus, une valve biologique possédant une durée de vie courte et ne nécessitant pas

une prise d’anticoagulants a vie est utilisée.

8.1.2. Le traitement percutané du rétrécissement aortique « TAVI »

Il y’a plus de vingt ans, le remplacement non chirurgical d’une prothese valvulaire
par voie cutané a été développé au CHU de Rouen. Il s’agit d’une intervention moins invasive
que le RV A nécessitant seulement une anesthésie locale et une légére sédation (247). Le TAVI
a été d’abord principalement indiqué chez les patients a haut risque chirurgical mais en 2017,
les sociétés savantes européennes et nord-americaines ont étendu son indication vers les patients

présentant des risques chirurgicaux intermédiaires (248).

8.2. Les approches pharmacologiques

Bien que les statines aient montré des effets positifs dans des études précliniques,
leur impact sur la progression du RAC demeure limité (246). Les IEC sont néanmoins utilises
dans le contexte de la sténose aortique. Ils pourraient méme avoir des effets positifs sur la
dysfonction cardiagque précoce, avant l'apparition des symptdmes, ainsi qu'apres les procédures
de remplacement, TAVI ou RVA (248-250). Le contrble de I'hypertension, si présent, est
essentiel pour éviter toute augmentation supplémentaire de la post-charge. Cependant, la
prescription de médicaments, notamment les vasodilatateurs, doit étre effectuée avec précaution

afin d’éviter toute chute de tension symptomatique.
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8.2.1. Les statines

Bien que I’hyperlipidémie ait été suggérée comme un facteur de risque du
développement du RAC, I'utilisation des statines n’a pas permis de ralentir le développement
de cette pathologie chez les patients. En effet, la combinaison d’une statine, la simvastatine, et
d’un agent réduisant I’absorption intestinale du cholestérol, 1’ézetimibe, dans une étude
randomisée a permis de mettre uniquement en évidence un bénéfice de cette stratégie dans la
prévention des évenements cardiovasculaires ischémiques sans aucun effet sur la progression
du RAC (249). Ces résultats négatifs ont été observés alors que les études menées chez ’animal
et des études rétrospectives chez ’homme soutenaient ’intérét de cette stratégie (250). Par
ailleurs, chez les patients atteints d'insuffisance cardiaque qui ne sont pas éligibles pour une
intervention chirurgicale ou un TAVI, il est recommandé de suivre un traitement médical

conforme aux directives de I'ESC concernant l'insuffisance cardiaque (251).

8.2.2. Les inhibiteurs de PECA

L’ECA est présente au niveau des I€sions valvulaires comme au niveau des lésions
aortiques sclérotiques. De plus, sa présence est retrouvee avec celle des LDL au niveau des
deux lésions et ces taux sont corrélés aux LDL a I’échelle plasmatique (252). Un traitement
court par un inhibiteur de P’ECA (IEC), le ramipril, a permis la correction de la dysfonction
endotheéliale, la réduction du stress oxydant et de la progression du RAC chez le lapin (253).
Cependant, ces résultats n’étaient pas en accord avec les travaux de Reza Ardehali et al. qui ont
observé que ni le traitement par un IEC ni un bloqueur du récepteur de I’angiotensine 11 (AT1)
a un effet significatif sur la progression de la maladie chez les patients (254). Les IEC sont sans

danger dans le contexte du RAC, avec une surveillance attentive de la tension artérielle.

8.2.3. Essais cliniques en cours

Les éléments confirmant un lien causal entre les taux de Lp(a), principalement
déterminés génétiqguement, et les résultats en matiere de santé cardiovasculaire varient en

fonction des groupes ethniques. Les conclusions tirées d'une étude publiée dans le Journal of
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the American College of Cardiology en juillet mettent en évidence que parmi les conséquences
associées a une concentration élevée de Lp(a), le risque de survenue cumulé des événements
cardiovasculaires, les décés toutes causes confondues et les décés liés au évenements
cardiovasculaire, étaient deux a quatre fois plus élevés par rapport aux patients ayant des
concentrations plus faibles de Lp(a) (255). Ni les taux de LDL ni le traitement par les statines
n’ont influencé les associations établies. Par ailleurs, Kaiser et al, ont évalué la corrélation entre
la Lp(a) et ’évolution du RAC, y compris sa présence initiale, son apparition et sa progression,
au sein d'une cohorte issue de la population générale. Cette analyse a été menée sur une période
de suivi médiane de 14 ans. Les résultats ont mis en évidence que la concentration de Lp(a) est
liée a la présence initiale du RAC ainsi qu'a son apparition récente, mais ne montre aucune
association significative avec sa progression. Pour les individus qui avaient un RAC des le
début de I’¢tude, le score initial s'est avéré étre le seul facteur prédictif de I'évolution ultérieure

de la maladie (256).

A T’heure actuelle, il existe des médicaments candidats prometteurs ciblant la Lp(a).
On retrouve trois traitements qui visent a agir sur la Lp(a) et qui sont en phase de developpement

avance, soit en phase 2 ou 3 :

- Lepelacarsen (développé par Novartis/lonis), une approche thérapeutigue basée
sur un oligonucléotide antisens.
- L 'olpasiran (projet d’/Amgen) et le LY 3819469 (développé par Eli Lilly), tous

deux étant des traitements utilisant des petits ARN interférents (SIRNA).

Le pelacarsen est administré par auto-injection mensuelle et est en cours
d'évaluation dans I'étude de phase 3 Lp(a) HORIZON, qui va inclure plus de 8 000 participants
ayant déja connu des événements cardiovasculaires d’origine athérosclérotique. Ce médicament
est composé d'un brin simple d'ADN lié a la N-acétylgalactosamine (GalNAc), qui est doté d’un
récepteur présent dans le foie. C'est une approche originale en matiére d'administration
médicamenteuse ; les hépatocytes absorbant le sucre, GalNAc, auquel est attaché un court
fragment d'’ADN, correspondant a une séquence de I'ARN messager de I'Apo(a), un élément
essentiel de la Lp(a). Ainsi, I'ARN messager responsable de la synthése de la Lp(a) est dégradé
(257). Lors d'un essai de phase 2, l'utilisation du pelacarsen a permis une réduction de 80 % des
niveaux de Lp(a) (257).
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L'olpasiran, un petit ARN interférent ciblant le foie, a entrainé des diminutions
considérables et durables des taux de Lp(a) chez les patients preésentant une maladie
cardiovasculaire athérosclérotique établie, selon les résultats de I'étude de phase 2 OCEAN(a)-
DOSE (258). D’autre part, le LY3819469 est actuellement en phases 2 et 3 avec des résultats
qui devraient étre publiés sous peu (259). Enfin, le SLN360 de Silence Therapeutics, également
a base d’ARN interférent, est en cours d'évaluation (260). Dans I'étude de phase 1 APOLLO,
dont les résultats ont été publiés dans le JAMA, ce médicament a permis de réduire de plus de
90 % les taux de Lp(a) pour les doses allant de 300 mg et 600 mg (261).

9. Modeles in vivo du RAC

9.1. Modeles de souris du RAC

Malgré 1’amélioration des connaissances, les mécanismes menant au
développement du RAC ne sont pas encore tous connus et il s’aveére nécessaire de disposer de
modeles animaux adéquats afin de mieux les élucider mais €galement pour tester I’intérét de
nouvelles stratégies pharmacologiques. En effet, les données obtenues grace a aux modeles
existants murins et porcins de cette maladie ont été divergentes et finalement assez peu
prédictives des résultats cliniques. Contrairement a d’autres pathologies telles que
I’hypertension artérielle et certaines maladies auto-immunes, il n’existe pas d’animaux
développant un RAC de fagon spontanée. Ainsi, des modéles de RAC porcins et murins ont été
mis en place grace a la supplémentation des animaux par un régime riche en cholestérol (262).
Des approches génétiques ont également été utilisées a travers la modulation de 1’expression de

certains génes présentant des mutations chez les patients atteints d’un RAC (263).

Honda et al ont décrit le développement d’un modéle de RAC chez la souris
présentant des 1ésions tissulaires valvulaires induites par I’insertion d’un fil dans le ventricule
gauche (264). Cette méthode a abouti a une augmentation de 1’AoVmax, une hypertrophie et
une dilatation du ventricule gauche qui s’accompagne d’une baisse de la fraction d’¢jection. De
plus, I’analyse histologique de la valve a montré un épaississement du tissu valvulaire, une
infiltration des cellules de type macrophagique et la présence d’une fibrose et d’une

calcification (265). Cependant, I’anatomie aortique de la souris differe de celle de I'nomme.
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Elle est a titre d’exemple dépourvue d'une architecture tri couche (266). Il est donc important

de confirmer toutes les données obtenues chez la souris sur des valves ou des cellules humaines.

D’autre part, 1’utilisation du modeéle animal de souris invalidées pour la eNOS
(eNOS ) a permet d’établir une association forte entre la déficience en NO et le développement
de valve bicuspide chez ces animaux. En revanche, bien que la présence de bicuspidie de la
valve aortique est un facteur de prédisposition au développement du RAC, aucune des souris
étudiées ne présentait une sténose aortique (267). De la méme facon, ElI Accaoui et ses
collaborateurs ont montré que bien que les souris eNOS 7 présentent au niveau des feuillets
valvulaires des dép6ts lipidiques et calciques, elles ne constituent pas un vrai modele du RAC
avec notamment un gradient moyen transvalvulaire tres faiblement augmenté chez ces animaux
(268).

Une autre voie de signalisation largement étudiée est celle de Notchl qui est
impliquée dans la régulation de la différenciation cellulaire et le processus de formation de la
valve cardiaque et dont les anomalies contribuent particulierement au développement de la
bicuspidie congénitale. Des études expérimentales ont mis en évidence que 1’induction des
mutations hétérozygotes de ce geéne aboutit a ’augmentation de I’expression des geéne pro-
ostéochondrogéniques (Runx2 et BMP-2) conduisant au développement d’une sténose aortique
(199) (269). La mutation hypomorphique egfr*3@? correspond en la substitution d’un acide
amine, la glycine, par une valine localisée pres du domaine de la kinase tyrosine. Les souris
homozygotes egfr*®? possédent une activité tyrosine kinase réduite de prés de 90% en
comparaison a des souris sauvages (270). Les souris porteuses de cette mutation présentent
¢galement des anomalies cutanées, oculaires et se caractérisent aussi par la présence d’un
épaississement des feuillets valvulaires. Récemment, 1’utilisation de ce modéle in vivo a permis
de démontrer le développement de calcifications valvulaires associées a une élévation du
gradient moyen transvalvulaire. Cependant, ce modele se caractére par une insuffisance
aortique significative et I’augmentation du gradient moyen semble en fait dii a la présence d’un

haut débit cardiaque associé a cette insuffisance aortique (271).

9.2. Modeéle de lapins du RAC

Les lapins représentent le modéle animal de grande taille le plus souvent utilisé dans

les études portant sur le RAC. Les lapins présentent plusieurs avantages, étant donné qu’ils i)
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possedent une morphologie de valve a trois feuillets, ii) réagissent aux cholestérol alimentaire,

iii) sont relativement moins dur a gérer en raison de leur taille moyenne ; iiii) qu’ils partagent

sous forme de souches transgéniques et de souches naturelles mutées (263).

9.5.1. Modéles de RAC induit par un régime alimentaire chez le lapin

Le modele animal couramment utilisé est le lapin blanc de Nouvelle-Zélande
(NZWR) ou I'nypercholestérolémie est induite par I'ajout de différentes quantités de cholestérol
dans I’alimentation en présence ou pas de matiere grasse et de vitamine D2. Un de ces modeles,
utilisant des quantités modérées a élevées de cholestérol (de 0,5 a 2%), engendre des niveaux
de cholestérol total dans le sang considérablement élevé et provoque parfois une
hypertriglycéridémie extréme (272). Aprés une semaine de suivi de ce régime, la fibrose
s’installe au niveau de la couche sous endothéliale de la valve. Ce processus est accompagné
d'une hyperplasie de la lame basale, caractérisée par la fragmentation des faisceaux d'élastine
et de collagene, ainsi qu'une accumulation de protéoglycanes au sein de la zone fibrotique (273).
Vers huit semaines, une infiltration de macrophages est observee, une présence de
myofibroblastes et une élévation de la prolifération cellulaire. Cela s'accompagne d’une
augmentation de I'expression génique de I’ECA et de facteurs ostéoblastiques (PAL, OPN et
Runx2) (274). Lorsque la vitamine D2 est ajoutée aux régimes contenant de 0,5 a 1 % de
cholestérol, aprés 10 a 12 semaines, la calcification et I'épaississement deviennent suffisants
pour provoquer une réduction de la zone d'ouverture de la valve aortique ainsi qu’une
augmentation des vitesses transvalvulaires (275,276). Par ailleurs, les régimes a faible teneur
en cholestérol (contenant de 0,125 a 0,25 % de cholestérol) maintiennent des niveaux de
cholestérol plus modérés. Aprés cing mois, des dépdts lipidiques ainsi qu'une perturbation du
collagéne sont observés au sein de la zone de fibrose, accompagnés de la présence de
macrophages et d'OPN dans la lésion. Entre 10 et 15 mois, on constate une augmentation des
macrophages, d'OPN, de la zone de collagéne, de I'épaisseur et des dépéts lipidiques.
Cependant, aucune calcification n'est détectée jusqu'a 30 mois, période marquée par une
augmentation des macrophages, des lymphocytes T et des dép6ts de collagéne, ainsi que par la
présence d'un flux de régurgitation (277,278). D’autre part, un traitement a base de doses

élevées de vitamine D2 seul a été employé pour induire un RAC avancé. Aprés 8 a 10 semaines,
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des modifications fonctionnelles suggérant une sténose légére sont enregistrées, comprenant
une augmentation de la vitesse maximale du flux transvalvulaire et des gradients de pression
élevés, ainsi qu'une réduction de la surface de la valve aortique (275). Cependant, I'association
d'un régime hypercholestérolémique avec la vitamine D12 a 12 semaines engendre une
altération fonctionnelle de la valve plus significative que lors de I'utilisation de la vitamine D2
seule (279).

9.5.2. Modeéles génétiques de RAC chez le lapin

Différents modeles de lapins ont été développés, utilisant a la fois des mutations
spontanées et des manipulations transgéniques. Ces modeles présentent principalement des
altérations au niveau du recepteur des lipoprotéines de basse densité (LDLR) et/ou des
apolipoprotéines qui entrainent une hypercholestérolémie en I'absence de cholestérol et dans le
cadre dun régime restreint en graisses. Quelques-uns de ces modeles incluent
(238,245,280,281) :

- Les lapins hyperlipidémiques heréditaires Watanabe (WHHL), qui portent une mutation
spontanée du récepteur aux LDL.

- Les lapins de I'hopital St. Thomas, chez lesquels se développent a la fois une
hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie.

- Des lapins présentant des profils lipidiqgues modifiés, tels que ceux exprimant

I'apolipoprotéine B100 humaine ou l'apolipoprotéine(a).

Parmi ces modeéles, seul le modele de lapin WHHL a été utilisé dans une étude sur le RAC
démontrant que la calcification induite par I'hypercholestérolémie pourrait étre partiellement
médiée par la voie LPR5/B-caténine. Des revues complétes sur les modéles génétiquement
modifiés de I'athérosclérose chez le lapin ont été réalisées par Brousseau et Hoeg (282) ainsi

que par Fan et Watanabe (283).

9.6. Modele porcins

Les modeles porcins sont largement reconnus comme des choix privilégiés dans la
recherche sur l'athérosclérose (284), et plus récemment, ils ont également été utilisés pour

I'investigation du RAC (285). Les porcs présentent de nombreuses similitudes avec les étres
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humains, notamment des caractéristiques hémodynamiques systémiques et une anatomie
cardiaque comparables y compris une structure de valve aortique a trois feuillets (284).
Naturellement, les porcs développent des lésions athéroscléreuses qui, sous l'effet de régimes
riches en cholestérol et en graisses, évoluent vers des altérations semblables a I’homme (286—
288). De plus, la taille des porcs les rend particulierement adaptés pour les etudes visant a
caracteriser les propriétés mécaniques des valves, ainsi que pour des analyses sanguines

répétées nécessaires a la recherche.

9.6.1. Modéles porcins de RAC induit par I’alimentation

Bien que les modéles porcins aient principalement trouvé leur utilité dans des études
s’intéressant a I’athérosclérose, ils ont aussi été utilisés dans la recherche sur le RAC. Les
régimes typiques utilisés pour induire I'nypercholestérolémie chez les porcs consistent en une
alimentation standard composée de mais et de soja, supplémentée de 1,5 a 2% de cholestérol et
de 10 a 20% de matieres grasses, avec parfois avec l'ajout de 0,7 a 1,5 % de cholate de sodium.
Certaines indications laissent entendre que I'amorcage de ces régimes avant la maturité sexuelle

pourrait se réveéler plus efficace pour générer une pathologie avancée (286).

Les premieres études realisées indiquent que les porcs soumis a un régime
hypercholestérolémique développent une pathologie similaire a celle observée chez les
humains. Des zones localisées de densification macroscopique sont observables aprés six mois
de régime hypercholestérolémique, en I’absence ou en présence d’un diabéte. De petits nodules
calcifiés sont également repérés histologiquement a I'age de 6-7 mois, qu'il s'agisse d'un regime
de deux semaines ou de six mois associé ou non a un diabete. L'infiltration lipidique sous-
endothéliale se manifeste uniquement dans la couche fibreuse, et son intensité augmente avec
la durée du régime. Toutefois, aucune inflammation n'est présente aprés deux semaines ou Six
mois de régime. Les variations dans les schémas d'expression génique ont suggéré que les VECs
de la face aortique de la valve, semblent permissives a la formation de dép6ts calciques, mais
elles bénéficient d'une protection contre l'inflammation et la formation de lésions dans une valve
normale grdce a des mécanismes antioxydants. Apres exposition a un régime

hypercholestérolémique, les VECs aortiques adoptent un profil protecteur, d

écrit comme étant anti-inflammatoire, anti-apoptotique et prévenant la calcification

(289,290). Pour comprendre les mécanismes sous-jacents aux phénotypes spécifiques des
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VECs du c6té ventriculaire vs. le cté aortique, des investigations supplémentaires s'averent

nécessaires.

9.6.2. Modeéles génétiques porcins de RAC

Des mutations génétiques spontanées ont également été utilisées chez le porc pour
créer des modeles d'hypercholestérolémie non induite par l'alimentation, en vue d'études sur
I'athérosclérose ; ces modéles peuvent également convenir pour I'étude du RAC. Dans ces
modeles, des mutations sont présentes dans les génes du récepteur aux LDL et/ou les

apolipoprotéines. Parmi les modeéles fréqguemment utilisés, on peut citer :

- Les porcs porteurs de mutations heréditaires affectant les lipoprotéines de trés basse
densité, présentant une hypercholestérolémie grace aux alléles mutants Lpb®, Lpr* et Lpu?
pour ApoB et ApoU , avec un récepteur aux LDL non modifié (291,292).

- Les porcs manifestant une hypercholestérolémie familiale attribuable a une mutation du
gene du récepteur aux LDL, qui s’accompagne de modifications importantes des profils
lipidiques (293,294).

- Les porcs présentant une hypercholestérolémie familiale due a des mutations touchant les

genes ApoB et du réecepteurs aux LDL (295).

Ces modeles ont montré tout leur intérét de par le développement de lésions
athéroscléreuses complexes a I'age de deux a trois ans, sans nécessiter d'intervention alimentaire
(292).

9.7. Autres modeles animaux

Divers modeéles animaux ont été historiquement employés pour étudier
I'athérosclérose. Parmi eux figurent les rats, les hamsters, les pigeons, les cobayes, les chats, les
chiens ainsi que les primates non humains, qui ont fait l'objet d'études par Moghadasian et al
(296). Parfois, ces animaux (les chiens et les rats) ont été utilisés pour des études portant sur le
RAC (297,298), et certains d'entre eux peuvent étre appropriés pour examiner certaines

comorbidités directement liées au RAC (150,298).
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10. L’atteinte cardiaque au cours du RAC

10.1. L hypertrophie ventriculaire gauche au cours du RAC

Il est nécessaire de considérer le RAC comme une maladie a la fois de la valve
aortique et du ventricule gauche. Ce dernier va en effet s’hypertrophier et sa fonction s’altérer

menant a I’insuffisance cardiaque (190).

L’hypertrophie ventriculaire gauche est par définition une masse ventriculaire
gauche anormalement élevée. Elle est issue de 1’é1évation de la post-charge et du stress pariétal
ventriculaire. Afin de préserver la fonction du ventricule gauche et de diminuer le stress pariétal,
les myocytes vont augmenter de taille et I’épaisseur de la paroi augmente (299,300).
Néanmoins, certaines études montrent que cette hypertrophie n’est pas uniquement adaptative.
Framingham et al ont établi la présence d’un lien entre 1’hypertrophie évolutive et la
progression vers une insuffisance cardiaque (301). Ainsi, la présence d’une hypertrophie
ventriculaire gauche temoigne d’un pronostic défavorable chez le patient (302,303). Par
ailleurs, il existe des differences de la réponse hypertrophique du ventricule gauche chez les
patients atteints d’un RAC. Ces variations sont d’une trés grande importance pronostique et
peuvent étre a lorigine de I’hétérogénéité observée entre l'apparition des symptdmes et la
gravité du RAC. En effet, dans leur étude Cioffi et al ont démontré que parmi 218 patients
atteints d’une maladie grave asymptomatique, un taux de mortalité accru est retrouvé chez les
patients présentant une masse ventriculaire gauche élevée par rapport aux sujets ayant un RAC
similaire mais une hypertrophie moins prononcee. Le mécanisme de ce pronostic défavorable
est potentiellement associé a une décompensation ventriculaire gauche prématurée (304).
Cependant, chez certains patients, une évaluation par échocardiographie a montré que le degré
d’hypertrophie ventriculaire gauche n’est pas toujours li¢ a la gravité du rétrécissement aortique
(305). Ceci a été plus tard confirmé par une étude utilisant I’imagerie par résonance magnétique
cardiaque (306). Ainsi, le degré d’hypertrophie ventriculaire en présence d’un RAC semble étre
modulé par d’autres facteurs comme 1’age, le sexe (masculin) et 1’obésité (305,307). D’autres
facteurs notamment génétiques peuvent également affecter le degré de la réponse

hypertrophique au cours du RAC et notamment les polymorphismes du gene de ’ECA (308).

Par ailleurs, le degré d’hypertrophie est également régulé par des facteurs

participant a I’augmentation de la post-charge observée chez les patients atteints d’'un RAC. En
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effet, 'analyse de 1’essai SEAS ( Simvastation and Ezetimibe in aortic stenosis) a montré que
chez des patients atteints de RAC asymptomatique, 1’hypertension artérielle concomitante
impacte significativement la géométrie du ventricule gauche et est associée avec une masse du
ventricule gauche et une épaisseur relative de la paroi plus élevées (309). De plus, la rigidité
artérielle accrue participe a 1’é1évation de la post-charge et prend part a la baisse de la fonction
ventriculaire gauche dans le RAC. Cette baisse de la compliance artérielle systémique est
souvent retrouvée en raison de la combinaison d’un age avancé avec d’autres comorbidités
(diabéte et hypertension artérielle) (310). Sur la base de ces éléments, Hachicha et ces
collaborateurs ont proposé un nouvel indice de charge hémodynamique globale du ventricule
gauche a savoir I’impédance Zva. Ce dernier est calculé a partir du gradient moyen
transvalvulaire et de la compliance artérielle systémique. Il représente en fait le colt en mm Hg
pour chaque millilitre de sang pompé par le ventricule gauche pendant la systole, indexe en
fonction de la taille du corps. D’autres équipes ont établi que cet indice était plus performant
que les indices standards de gravité du RAC pour prédire une dysfonction du ventricule gauche.
Les résultats ont démontré que 1’augmentation du marqueur Zva permettait d’identifier les
patients avec un mauvais pronostic atteints d’'un RAC modéré et sévere. Enfin, cette étude
souligne I'utilité du Zva comme un outil d’amélioration du risque et de la prise de décision

clinique (311).

10.2. La progression de I’hypertrophie vers I’insuffisance cardiaque

Au départ bénéfique, I’hypertrophie ventriculaire gauche entraine une
augmentation progressive et délétere du travail cardiague qui va aboutir au développement de
I’insuffisance cardiaque. Celle-ci est a I’origine de I’apparition d’événements et de symptomes
cliniques de mauvais pronostic chez les patients atteints d’'un RAC. Hein et al dans une étude
comparant trois groupes de patients ayant subi un RVA avec des fractions d’éjection différentes
(FE > 50 %, FE 30% a 50% et FE < 30%) et un groupe de témoins (sans RAC et avec une
fonction ventriculaire gauche normale), ont établi que la transition de I’hypertrophie vers
I’insuffisance cardiaque se produit parallelement au développement de la fibrose et de
I’apoptose des myocytes. Cependant, lorsque la post-charge excessive revient a la normale
aprés un RVA, le processus auto-entretenu de dégénérescence des myocytes, de mort cellulaire

et de fibrose de remplacement sera maintenu. Ce cycle chronique va renforcer significativement
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le dysfonctionnement systolique du ventricule gauche et favoriser le mauvais pronostic des

patients (312).

Normal Left
Ventricle
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Left Ventricular »
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* Ischemia, Angiotensin
Mechanical stress
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Angiotensin Il
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Figure 19 : Le développement et la décompensation ultérieure de I'hypertrophie du VG en

réponse a la sténose aortique

D’apres (313).
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10.3. L’apoptose des myocytes

Le pourcentage d’apoptose des myocytes dans le muscle cardiaque hypertrophié a
été évalué entre 5 % a 10 % chaque année (314). Ce phénoméne d’apoptose des myocytes est
normalement compense par leur régenération mais celle-ci est insuffisante en cas
d’hypertrophie, entralnant une baisse du nombre de ces cellules. L’¢lévation des taux
d’apoptose pourrait étre une réponse a 1’élévation des contraintes mécaniques ainsi que des

concentrations locales d’angiotensine (163-165).

L'ischémie, c'est-a-dire la réduction de I'apport en oxygéne, peut également jouer
un rdle important. Au cours du RAC, la demande en oxygene du myocarde s’accroit en raison
de I’élévation de la masse musculaire cardiaque et de la post-charge. A la différence de
I'nypertrophie physiologique, les vaisseaux capillaires du réseau coronaire ne se développent
pas suffisamment afin de répondre a cette demande accrue, ce qui altére la perfusion coronaire
cardiaque (figure 19) (317). Des recherches meneées par Galiuto et al ont mis en evidence chez
les patients atteints d'un RAC sévére et ayant des artéres coronaires normales, une détérioration
de la perfusion myocardique. Cette reduction de la perfusion sanguine était liée a une

augmentation de l'apoptose des myocytes (318).

10.4. La fibrose

Des études histopathologiques ont confirmeé que la fibrose accompagnait le
développement de I’hypertrophie du myocarde (319). En effet, les myofibroblastes pénétrent le
tissu myocardique et libérent des protéines de la MEC, notamment du collagene de type I et 111
(320). De facon intéressante, il a été observé que les zones de fibrose co-localisent avec les
régions ou les myocytes sont en apoptose (321), supportant I’hypothése que la fibrose se
produit en réponse a une forme de cicatrisation apres I’apoptose des myocytes. De maniére
similaire a la fibrose valvulaire, ce processus implique le systéme rénine-angiotensine, le TGFj,
ainsi qu'un déséquilibre entre les métalloprotéinases de la matrice et leurs inhibiteurs tissulaires
(figure 19) (322,323).

L’utilisation de I'imagerie par résonance magnétique cardiaque avec le gadolinium
en rehaussement tardif permet de visualiser de maniere non invasive la fibrose de remplacement

au sein du muscle cardiaque. Il est ainsi observé que plus d’un tiers des patients présentant un
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RAC modéré a sévere, présente une fibrose touchant la paroi médiane du myocarde associée a
une hypertrophie cardiaque avancée. Il s’avere que la présence de fibrose dans la paroi médiane
multiplie également le risque de décés par huit (324). Ainsi, cette méthode peut servir de
marqueur pronostique et constituer un moyen de repérer une altération de la réponse
hypertrophique avant que l'insuffisance cardiaque ne se manifeste (figure 19). Toutefois, les
mécanismes sous-tendant ce pronostic restent en partie mal connus. Cela témoigne
probablement en partie de la présence d’une dysfonction systolique et diastolique liée a
I'apoptose et a la fibrose du myocarde, la premiere provoquant une baisse de la capacité de
contraction du ventricule et la seconde entrainant une augmentation de la rigidité ventriculaire
(312,325). Cependant, I’arythmie peut également y contribuer (326). On a observé une
association entre le rehaussement tardif du gadolinium et 1’arythmie ventriculaire dans d'autres
pathologies cardiaques (327). La fibrose prédispose a I’arythmie en perturbant la conduction
électrique, en induisant la formation de circuits de réentrée et en modifiant la période réfractaire
et I'excitabilité des cellules musculaires cardiaques (328). 1l est important de noter que, méme
aprés un remplacement de la valve aortique, les patients souffrants d’un RAC restent exposés a
un risque important de mort subite, souvent lié a une hypertrophie marquée du ventricule
gauche (329). Bien que cette hypothése soit prometteuse, des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour clarifier la contribution de I’arythmie maligne a la mort subite d'origine

cardiaque dans le contexte du RAC.
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Chapitre 111 — L activité phosphatase de I’époxyde
hydrolase soluble et les calcifications
cardiovasculaires
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1. Les époxydes hydrolases

L'oxydation des lipides notamment des acides gras insaturés entraine fréquemment
la formation de composés contenant des époxydes. Ces composés jouent un role essentiel dans
divers processus biologiques chez plusieurs types d’organismes. Par des voies enzymatiques ou
par des processus d'auto-oxydation les lipides oxydés peuvent étre produits (330-333). De

nombreuses enzymes telles que les époxydes hydrolases (EHs) possédent la capacité de

transformer les époxydes en composés ayant une réactivité chimique réduite, une solubilité dans

I'eau élevée, et une activité biologique modifiee (334).

Enzymes Localisation sou-cellulaire Substrats
EH soluble chez les Cytosol, peroxysomes Acides gras  époxydes,
mammiferes phospholipides
EH soluble dans les Cytosol, glyoxysomes Acides gras hydroxyles,
plantes acides gras époxydés
EH hépoxiline Cytosol, membranes plaquettaires Acides gras hydroxyleés,

acides gras époxydés

LTA4_ hydrolase Cytosol 5(6)-époxyeicosa-poly-
énoiques
EH microsomale Membrane plasmatique du réticulum Stéroides époxydés

endoplasmique
EH cholestérol Réticulum endoplasmique Epoxydes de cholestérol
Hormone juvénile Réticulum endoplasmique Hormones juvéniles, acide

gras époxydés

Tableau 1 : Localisation et substrats lipidiques des époxydes hydrolases
D’apres (335).

Les EHs sont largement répandues dans le regne animal. Chez les vertébreés, cing
types d'EHs ont été identifiés : I'EH soluble (sEH), I'EH microsomale (mEH), I'EH de
cholestérol (ChEH), I'népoxiline hydrolase et la leucotriéne A4 (LTA4) hydrolase. On trouve
également des équivalents de I'EH soluble chez les plantes, ou ils jouent un réle dans le

métabolisme des lipides époxydés. L'hormone juvénile EH (JHEH) est quant a elle une enzyme
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responsable du métabolisme des acides gras époxydes chez les insectes, présentant une
similitude avec les mEH. Le tableau 1 résume la localisation subcellulaire et les substrats

endogénes connus de ces EHs (336-338).

2. L’époxyde hydrolase microsomale (mEH)

La mEH est codée par le géne EPHX1. A I’inverse de la sEH, la mEH ne possede
pas un large domaine N-terminal. Cependant, la particularit¢ de cette enzyme est qu’elle
posséde un domaine transmembranaire fortement hydrophobe constitué d’une vingtaine
d’acides aminés (10,11). La suppression de ce domaine n’aboutit pas a la perte de I’activité
enzymatique de la mEH. Elle conduit en revanche a une perte de solubilité (340). Chez le rat,
la purification des fractions de la mEH par chromatographie suggere que ceux-ci présentent une
association avec certains phospholipides suggerant in fine I’existence d’un complexe

d’accrochage de la mEH a la membrane cellulaire (341).

3. L’époxyde hydrolase soluble

Codée par le gene EPHX2, la sEH est une enzyme localisée principalement au
niveau cytosolique. Elle est cependant retrouvee également au niveau des peroxysomes chez
certains mammiferes 5). Cela dépend potentiellement de la structure quartenaire de la SEH et
de son taux d’expression protéique 6). Par ailleurs, Mullen et al (345) avaient suggéré dans
leurs travaux que cette différence de localisation résulterait d’une différence de ciblage
cytosolique et peroxysomal chez le rat et la souris. Son expression est ubiquitaire mais elle est
principalement retrouvée au niveau du cceur, du foie, des poumons, des reins et des ovaires 17).
Il s’agit d’une enzyme bifonctionnelle et homodimérique. Ces dimeéres, de poids moléculaire
de 62,5 kDa chacun, sont liés par un pont riche en proline (14,15). Au niveau de chaque dimeére
on retrouve deux domaines catalytiques distincts (figure 20). Une activité hydrolase (SEH-H)
est localisée a son extrémité C-terminale tandis que sa partie N-terminale est dotée d’une
activité phosphatase (SEH-P) (335). De nombreuses études réalisées chez des rongeurs ont
révélé que I’expression de la sEH est controlée par la famille des proliférateurs de peroxysomes

(PPs), a travers I’activation de leurs récepteurs, les récepteurs nucléaires PPARs (18,19,20).
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Figure 20 : Structure cristalline d'un

homodimére de la sSEH humaine

a : domaine N-terminal (I’activité
phosphatase), b : domaine C-terminal
(I’activité hydrolase), ¢ . domaine riche
en proline permettant la liaison entre les
deux monomeres (350).

4, Régulation de ’activité de la sEH

Malgré son expression constitutive, il est important de noter que lactivité de
I’époxyde hydrolase soluble chez les vertébrés peut étre induite afin de pouvoir s'adapter aux
variations de I'environnement. Par exemple, il a été démontré que la consommation de cigarettes
entraine une réduction temporaire de l'activité de la SEH, et que cette diminution est correlée
avec la quantité de cigarettes fumées (351). Plusieurs études ont montré que l'activité de la sEH
chez les mammiféres est soumise a une régulation hormonale. On a observé, chez la souris et
le rat, que l'activité de la SEH est plus élevée chez les males que chez les femelles (352,353).
Chez la souris, cette différence d'activité entre les sexes était plus marquée dans le rein des
males (283%) que dans leur foie (55%), par rapport aux femelles. La castration a réduit l'activité
de la sEH dans les deux organes, et les niveaux d’activit¢ ont été restaurés par une
supplémentation en testostérone (352). Une étude chez des rats méales a confirmé que la
transcription du géne de la sEH était induite par les androgénes (354). De la méme facon,
I'administration de testostérone aux rats femelles a provoqué une augmentation plus marquee
de l'activité de la sEH dans les reins que dans le foie. A I’inverse, chez les souris femelles, la
suppression des ovaires a entrainé une augmentation de 30% de l'activité de la SEH dans le foie
et les reins (352). Par ailleurs, lI'administration d'estradiol a réduit I'activité de la sEH dans le
foie d’animaux males mais pas chez les femelles (355). Une autre découverte intéressante est
que I'hypophysectomie entraine une augmentation de l'activité hépatique de la SEH chez la

souris femelle, tout en réduisant cette activité chez la souris male, suggérant que ces effets sont
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dus a la perte d'hormones gonadotropes (356). Par ailleurs, les processus de développement
jouent également un réle dans la régulation des niveaux de la sEH. Bien que l'importance
précise de la sEH dans le développement soit encore peu comprise, 1’absence de modification
de la viabilité des souris invalidées pour la sEH (357) suggére que l'absence de ce gene n'est
pas crucial pour le développement feetal. La démonstration de I’existence d’une activité de la
SEH documentée dans le développement des vertébrés a été enregistrée chez le poisson
téleostéen, le médaka doré (Oryzias latipes), environ 2 jours aprés la fécondation, ce qui
correspond a la formation tardive de la blastula, avant une différenciation cellulaire significative
(358). Chez I'nomme, une activité associée a la sEH (mesurée dans des tissus hépatiques et
extrahépatiques de feetus et de sujets adultes) a été détectée dés la 14e semaine de gestation,

apparaissant dans plusieurs tissus, sans modification notable d'activité (359).

5. L’activité sEH hydrolase (sSEH-H)

L’activité hydrolase réside dans I’extrémité C- terminale dont le poids moléculaire
est d'environ 35 kDa. Cette région présente une structure repliée ressemblant a celle d'une
protéine de la famille des o/B-hydrolases, partageant des similitudes avec ['haloalcane
déshalogénase bactérienne, ainsi qu‘avec les EHs solubles des plantes et celles présentes dans
les microsomes (360). Elle permet d’hydrolyser les acides gras époxydés en leurs diols
correspondants. Parmi les substrats préferentiels de la SEH on retrouve le 14,15-EET, le 11,12-
EET, le 8,9-EET et le 5,6-EET. Ces EETs sont rapidement métabolisés dans le cytosol par

I’activité sSEH-H en composés biologiquement moins actifs : les DHETSs (361).
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5.1. Les substrats de la sEH-H

L’activité sSEH-H hydrolyse de nombreux substrats endogénes qui sont les acides
gras époxydés (figure 21). La sEH-H métabolise donc les EETs mais également les acides
époxydocosapentaénoiques (EDPs), les acides époxyeicosatétraénoiques (EEQs), les acides

époxyoctadécamonoénoiques (EpOMES) et les hépoxilines (32).

5.1.1.  Les acides époxyoctadécamonoénoiques (EpOMES)

Les EpOMEs sont issus du métabolisme de 1’acide linoléique, un acide gras
polyinsaturé oméga-6 de 18 atomes de carbones, sous I’action des cytochrome P450 de type
époxygénase. Les acides dihydroxyoctadécaénoiques (DIHOMES) sont le produit de
I’hydrolyse des EpPOMEs par la sEH-H.

Dans un contexte pathologique, des données de la littérature démontrent
I’implication des DIHOMEs dans la physiopathologie du diabéte et on note d’ailleurs une
élévation de leurs concentrations chez les patients diabétiques (364). De plus, ces diols seraient
potentiellement des biomarqueurs utiles pour la surveillance des patients asthmatiques avec une

élévation de leurs taux plasmatiques aprés exposition a un allergene (365). Moghaddam et al
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ont montré in vivo que le 9,10-EpOME, trés présent a 1’état physiologique, est une protoxine et
que son diol correspondent est cytotoxique et associé a certaines maladies respiratoires dont le

syndrome de détresse respiratoire aigu (366).

5.1.2.  Les acides époxyeicosatétraenoiques (EEQS)

A partir de ’acide eicosapentaénoique (EPA), un acide gras polyinsaturé omega-3,
les EEQs également appelés EpETE sont générés par la voie des cytochrome P450. La sEH-H
métabolise ces acides gras époxydés en diols appelés acides dihydroxyeicotétraénoiques
(DHEQ). Il existe différents régioisomeres des EEQs dont le plus répandu est le 17,18 EEQ. Ce
dernier possede des effets bénéfiques in vivo et notamment il prévient ’infiltration leucocytaire

qui témoigne d’une action anti-inflammatoire puissante (367).

Au niveau cardiaque et pulmonaire, ce régioisomere exerce également des effets
protecteurs chez ’homme. Il est vasorelaxant par son action sur les cellules musculaire lisses
pulmonaires d’une part et contrdle la contraction des cardiomyocytes d’autre part (38,39).
Contrairement au 9,10-EpOME, le 17,18 EEQ est doté d’un pouvoir anti-allergique lorsqu’il

est administré in vivo (370).

5.1.3.  Les acides époxydocosapentaénoiques (EDPs)

Les cytochromes P450 de type époxygénase peuvent également métabolisés un
autre type d’acide gras polyinsaturé oméga-3 constitué de 22 atomes de carbone, 1’acide
docosahexaénoique (DHA). Les acides gras époxydés générés sont les acides
époxydocosapentaénoiques EDP ou EpDPA. Ces derniers sont en outre métabolisés par la SEH-
H en diols, les acides dihydroxydocosapentaénoiques DIHDPA. Les EDPs ont des effets
physiologiques variables mais leur mécanisme d’action demeure cependant mal connu du fait
de la variété de localisation cellulaire de ces acides gras (371). Le 19,20-EpEDPA est le
régioisomere le plus fréquemment retrouvé des EpDPA. Il posseéde un large éventail d’effets
physiologiques importants et est impliqué a différents stades du processus de la tumorigenése
(372).
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Par ailleurs, il a été montré¢ que ’utilisation d’un inhibiteur de la sEH-H et le
traitement par le 19,20 EpEDPA dans un mode¢le d’hypertension dépendante de 1’angiotensine
Il chez le petit animal a abouti & une diminution nette de la pression artérielle de ces animaux
(373). De plus, dans un modele de cytotoxicité cardiaque induite par le LPS, il a été montré que
le 19,20 EpDPA protege la fonction des cellules HL-1 et favorise la biogenése mitochondriale

au moyen de I’activation du géne SIRT1 (374).

5.1.4.  Les acides époxyeicosatriéenoique (EETYS)

Ce sont des médiateurs lipidiques qui résultent du métabolisme de I’acide
arachidonique qui exercent non seulement des effets autocrines mais également paracrines.
L’acide arachidonique est un acide gras polyinsaturé oméga-6 a 20 atomes de carbone. Il est
impliqué dans plusieurs—mécanismes oxydatifs. Sous 1’action d’une classe d’enzyme, les
phospholipases A, les phospholipides membranaires libérent 1’acide arachidonique. Le
métabolisme de ce dernier aboutit a la formation de trois classes d’eicosanoides. On note trois
voies métaboliques principales de I’acide arachidonique : la voie des cyclooxygénases (COX)
qui forment les prostaglandines, la voie des lipooxygénases (LOX) permettant la formation des
acides hydroxyeicosatétraénoiques (HETES) et des leucotrienes et la voie des cytochromes
P450 qui générent des EETs par époxydation mais également par hydroxylation des HETES
46). Les diols issus de I’hydrolyse des EETs par la sEH-H sont les acides
dihydroxyeicosatriénoiques (DHETS) qui sont considérés biologiquement moins actifs mais
possedent egalement des effets qui leurs sont propres. En particulier, les EETSs, et dans une
moindre mesure les DHETS, sont capables d’induire des effets au niveau vasculaire, rénal mais
également cardiaque (377) (378). L’action cardiovasculaire la mieux décrite des EETs est leur
propriété vasodilatatrice. Cette vasodilatation a été observée dans de nombreux organes en
réponse a I’ajout des EETs (dans le ceeur, le rein, I'intestin, le muscle squelettique et le cerveau)
50,36,31). Cependant, a I’échelle pulmonaire, les EETs induisent une vasoconstriction et sont
largement impliqués dans la vasoconstriction pulmonaire normoxique et hypoxique. Ces effets
inattendus des EETs n’étaient pas retrouvés lors de 1’invalidation génétique du géne codant
pour les canal cationique potentiel de récepteur transitoire sous-famille C, membre 6 (TRPC6)
chez la souris démontrant I’implication de ce récepteur (31). De plus, les effets pulmonaires des

EETs, en cas d’exposition a I’hypoxie chez la souris, sont abolis suite a I’inhibition sélective
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de I’époxygénase CYP2C29 soulignant ainsi le role clé¢ de cette voie en particulier dans le
remodelage pulmonaire en réponse a I’hypoxie (383). En effet, les mécanismes sous-jacents de
la vasodilatation dépendante des EETS, et notamment le 11,12-EET et le 14,15-EET, reposent
sur I’activation des canaux K* activés par le calcium (Kc.?*) de la cellule musculaire lisse
favorisant une hyperpolarisation de sa membrane cellulaire en réponse a la sortie de potassium
(384). Par ailleurs, certaines données de la littérature ont montré la présence d’autres
mécanismes a ’origine de I’activation des canaux K* par les EETs a travers l'activation de
I’AMPc, de la protéine kinase A et de la ribosylation de ’ADP (56,57). L’utilisation des
inhibiteurs de la SEH-H inhibe I’hydrolyse des EETs et ainsi augmente leur biodisponibilité et
I’effet vasodilatateur (387).

Les EETs et la SEH-H sont par ailleurs des régulateurs de la prolifération et de la
migration des cellules musculaire lisses et endothéliales qui sont des éléments clé de la
régulation de I’homéostasie vasculaire. Dans leurs travaux, Guijun et al ont attribué au 11,12-
EET unréle pro-angiogénique en favorisant la prolifération des cellules endothéliales humaines
a travers I’activation de la sphingosine kinase 1 (388). D’autres études ont montré que les EETs
permettent également la régulation de la pression artérielle selon deux mécanismes différents :
un premier qui dépend de I’action des EETs sur le tonus vasculaire des petites artéres de

résistance et un second en promouvant la natriurese rénale 61).

5.2. Les inhibiteurs de ’activité sEH-H

L’utilisation des modé¢les animaux invalidés génétiquement pour la SEH et la mise
en évidence de I’association de polymorphismes génétiques du géne EPHX2 modifiant
I’activité de la sEH-H chez ’homme et certaines maladies cardiovasculaires ont montré que
I’augmentation de la biodisponibilité des EETs par I’inhibition de la sEH est protectrice contre
le développement de ces maladies. Par conséquent, I’inhibition de I’activité sEH-H constitue
une cible thérapeutique prometteuse pour la prise en charge des maladies liées au
développement de la fibrose et de la dysfonction vasculaire. Le développement de molécules
pharmacologiques inhibitrices de ’activité sEH-H visant a augmenter la biodisponibilité des
EETs a débuté au début des années 2000 et des études menées sur leurs propriétés
pharmacocinétiques apres optimisation ont permis d’obtenir une délivrance par voie orale de
ces inhibiteurs (391). Ces agents sont dirigés spécifiquement contre I’activité sEH-H sans

impact sur I’activité phosphatase de la sEH (63,64).
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Deux molécules structuralement similaires : les oxydes chalcones et le trans-3-
phénylglycidoles étaient les premiers inhibiteurs de la SEH-H (394). Quelques temps apreés,
d’autres molécules plus puissantes et stables ont été développées a savoir les dérivés de 'urée
(395). Enfin, de nombreuses études menées chez 1’animal ont mis en évidence que I’inhibition
pharmacologique de la SEH-H prévient la survenue des complications cardiovasculaires liees
au diabéte de type 2 (figure 22) (396).

o Figure 22 : Structure chimique
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5.3. Impact de ’inhibition de I’activité sEH-H au cours de la calcification
vasculaire

Les travaux de Varennes et al ont démontré que I’activité de la sEH-H exerce un
réle protecteur contre le développement de la calcification vasculaire en métabolisant les EETs
(398). Afin de mieux comprendre le role de I’activité sEH-H dans le processus de calcification
vasculaire, des anneaux aortiques de rats ont été soumis a des conditions de culture riches en
phosphate, en présence et en absence de linhibiteur spécifique, l'acide trans -4-(4-(3-
adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyloxy)-benzoique (t-AUCB) et d’EETSs exogenes. L'avantage
clé de l'utilisation de t-AUCB par rapport a l'invalidation génétique du géne de la sEH est qu'il
inhibe spécifiquement l'activité SEH-H, sans affecter sa deuxiéme activité enzymatique, la SEH-
P (395,399). Dans un premier temps, lI'évaluation des dép6ts de calcium et les analyses
histologiques ont confirmé que pour induire une calcification significative de l'aorte, il était
nécessaire de maintenir une concentration de 3,8 mM de phosphate pendant une période de
culture de 7 jours (400). L’ajout de t-AUCB a une concentration de 10 uM a augmenté la
calcification des anneaux aortiques de rats lorsque ceux-ci étaient exposes a une concentration
élevée de phosphate, suggerant que I’activité sEH-H jouerait un rble protecteur lors de la

calcification vasculaire. A cette concentration de 10 pMs, le t-AUCB a également provoquéune
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augmentation significative de 1’expression de I'ARNm des marqueurs ostéochondrogéniques
Runx2, Msx2 et Sox9 ainsi que de I'activité de la TNAP. Par ailleurs, les niveaux de PPi n'ont
pas diminué dans le milieu de culture des anneaux aortiques traités avec le t-AUCB, mais cela
pourrait étre attribué a la présence préexistante de PPi dans ce milieu en conditions basales. De
plus, il a été constaté que le t-AUCB n'a pas eu d'effet procalcifiant sur les anneaux aortiques
qui avaient été desendothélialisés ni sur les CMLVs humaines, tandis que I'ajout du 11,12-EET
ou du 14,15-EET au milieu de culture a rétabli I'effet procalcifiant du t-AUCB. Ces effets
procalcifiants des EETs exogenes sur les CMLVs n'ont été observés qu'en présence de t-AUCB,
tandis que dans le cas des aortes, les EETs exogénes seuls étaient suffisants pour favoriser la
calcification vasculaire. Cette constatation suggere que la potentialisation de la calcification
vasculaire par les EETs exogénes peut se produire soit en I'absence soit en présence de leurs
métabolites DHETS. Cela confirme que la SEH exerce un rdle protecteur contre la calcification
vasculaire en métabolisant les EET endogénes produits par les cellules endothéliales. De plus,
ces travaux ont souligné que l'inhibition de la PKA a supprimé l'augmentation de l'activité de
la TNAP et la potentialisation de la calcification induite par les EETs, confirmant ainsi
I'implication de cette voie de signalisation, comme précédemment indiqué pour la régulation
par les EET de la prolifération des CMLVs (401).

6. L’activité sEH phosphatase (SEH-P)

A sa découverte, la SEH a été décrite comme une enzyme d’expression ubiquitaire
ayant une activité hydrolase localisée an niveau de son domaine C-terminale. Des années plus
tard, il a été mis en évidence que la SEH est une enzyme bifonctionnelle et que son extrémité
N-terminale possede une autre activité catalytique, de type phosphatase (402) (399). En effet,
le domaine N-terminal de la sEH d'une masse d'environ 25 kDa présente une homologie
structurale avec des résidus enzymatiques des haloacides déshalogénases. De plus, il semble
que ce domaine joue un réle crucial dans le maintien de la structure globale du dimere par un
effet stabilisateur. La comparaison de ces domaines a montré que I’extrémité N-terminale est
un site catalytique de la sEH possédant I’ensemble des constituants nécessaires a I’activité
phosphatase. Les phosphatases sont des enzymes catalytiques qui en utilisant, différents
mécanismes, effectuent une hydrolyse des groupements monoesters de phosphate. Différents
substrats peuvent étre hydrolysés par les phosphatases tels que les acides nucléiques, les

protéines phosphorylées et d’autres métabolites (71,72). De Vivo et al et Cronin et al avaient
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suggéré dans leurs travaux un mécanisme d’action de la sSEH-P dépendant de la présence des
cations de magnésium Mg?* qui agissent comme cofacteurs (73,74). Ces derniers vont produire
un dérivé d’alcool et une molécule d'hydrogénophosphate (407). Apreés libération d’alcool du
site actif de ’enzyme, le site actif est regénéré et I’hydrolyse du groupement phosphate est

effectuée.

6.1. Les substrats de la SEH-P

Depuis la découverte de I’activité sEH-P, de nombreux substrats endogénes
candidats ont été proposes. Rapporté par Oguro et al, I'exposition a I'hypoxie provoquait une
baisse nette de I'expression de la SEH a la fois dans le foie de souris et dans une lignée cellulaire
d'’hépatome humain, Hep3B. Bien que I'hypoxie entraine la prolifération des cellules
endothéliales vasculaires et des cellules cancéreuses, I’invalidation du géne de la SEH dans les
cellules Hep3B a induit une augmentation des taux d’ARNm du facteur de croissance
endothelial vasculaire (VEGF) et de la croissance cellulaire. En revanche, ces effets ont été
supprimes par la surexpression de la sEH. La mutation inactivatrice du domaine hydrolase et
phosphatase, par le changement d'acide aminé Asp335Ser ou Asp9Ala respectivement, a
favorisé la perte des effets de la SEH sur la croissance cellulaire. Cependant, uniquement la
mutation du domaine hydrolase impacte 1’expression du VEGF (408). Ainsi, il a été suggéré
que des médiateurs lipidiques seraient des substrats endogenes de la SEH-P. Ils réguleraient in
fine la croissance et la prolifération cellulaire (409). De plus, I’étude in vitro des effets d’une
variété de phopholipides sur I’activité phosphatase de la sEH a permis de mettre en évidence
les substrats endogénes de cette enzyme. Il s’agit d’une triade de substrats a savoir les acides
lysophosphatidiques (LPAs), qui sont les substrats préférentiels, les isoprénoides

pyrophosphates et la sphingosine-1-phosphate (SP1) (410) (figure 23).
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6.1.1.  Sphingosine-1-phosphate (SP1)

La SP1 est issue de la phosphorylation d’une sphingosine, composé commun a tous
les sphingolipides, par deux types de kinase la sphingosine kinase 1 et 2 (SPHK1 et SPHK2)
(412). La SP1 est impliquee dans de nombreuses fonctions biologiques qui sont assurées par la
fixation de la SP1 sur ses récepteurs transmembranaires couplés a une protéine G (413). Elle
joue un role important dans le processus tumoral et la réponse immunitaire par le contrdle de la
croissance et la survie cellulaire (414). De plus, la liaison de la SP1 produite par les plaquettes
a son récepteur stimule ’angiogenése en agissant comme un facteur chimio attractant des
cellules endothéliales apres un épisode de coagulation (415). La SP1 est déphosphorylée en

sphingosine par 1’action phosphatase de I’activité sEH-P.

6.1.2. Les isoprénoides pyrophosphates

Les terpénoides ou les isoprénoides sont des molécules a cing atomes de carbones
qui forment la base de divers composés organiques. lls sont également impliqués dans la
biosynthése du cholestérol (416). De maniére intéressante, Tran et al avaient montré in vitro
que les dérivés isoprénoides pyrophosphates comme le géranylgéranyl-pyrophosphate (GGPP),
le geéranyl-pyrophosphate (GPP) et le farnésyl-pyrophosphate (FPP) sont des substrats
endogenes de la sEH-P. Ces derniers sont dotés de propriétés anti-inflammatoires et sont
largement impliqués dans la voie de synthése des stérols (417). Les isoprénoides pyrophosphate

sont convertis en leur alcools correspondants avec une libération de deux molécules de
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phosphate sous ’action de 1’activité SEH-P. En effet, cette réaction se produit en deux étapes

séquentielles, la deuxieme étape étant nettement plus rapide que la premiére (417).

6.1.3. Les acides lysophosphatidiques (LPAS)

Des études in vitro ont démontré que les acides lysophosphatidiques (LPAS)
palmitoyle, stéraoyle, oléoyle et archidonoyle inhibent I’activité de la sEH-P et sont des
substrats de la SEH-P (410). Les LPAs sont trés présents dans les fluides biologiques comme la
lymphe et le sang et ils peuvent étre libérés par différents types cellulaires tels que les
adipocytes, les cellules cancéreuses, les plaquettes et les fibroblastes (418). Longtemps
considérés comme acteurs clés de la synthese des glycérolipides, les LPAs sont également des

phospholipides bioactifs régulant plusieurs processus cellulaires (419).
Deux voies principales sont impliquées dans la biosynthese des LPAS :

- Le clivage des lysophospholipides (LPL) par action de [P’autotaxine, une
lysophospholipase, comme les  lysophosphatidylcholine  (LPC) et les
lysophosphatidylsérine (LPS) (420).

- L’hydrolyse des acides phosphatidiques par des phospholipases A1 et A2 (PLA: et
PLA?) (421).

Les récepteurs de ces médiateurs lipidiques sont divers et appartiennent a la famille
des récepteurs membranaires couplés a une protéine G (Ggq, Gs, Gi et G 12113). La diversité des
LPAs et de leurs récepteurs est a ’origine d’une variété des voies de signalisation impliquées
dans différents processus chez I’homme. On note leur participation a régulation de la
contractilité cardiaque, de la survie des cardiomyocytes et de I’hypertrophie cardiaque (422).
Les LPAs controlent également la perméabilité vasculaire et ’inhibition de cette voie est une
cible thérapeutique prometteuse pour le traitement des accidents vasculaires cérébraux (423).

L’activité sEH-P catalyse la réaction de déphosphorylation des LPAs en monoacylglycérol.

D’autre part, les LPAs sont des agonistes de PPARy (424) suggérant que la SEH-P

régulerait cette voie de signalisation en diminuant leur concentration intracellulaire.
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6.2. Les inhibiteurs de la sEH-P

Plusieurs études expérimentales ont visé a identifier des inhibiteurs dirigés contre
la sEH-P (figure 24). L’utilisation in vitro des dérivés sulfates, phosphanates et sulfonates
lipidiques a abouti a I’inhibition de I’activité N-terminale phosphatase de la SEH mais aussi a
’altération de I’activité sEH-H (417). En 2012, I’ebselen a été identifié comme un inhibiteur
pharmacologique de la SEH-P. Brievement, un test de criblage a haut débit utilisant un substrat
fluorescent de I’activité sEH-P, le phosphate de 2'-[2-benzothiazoyl]-6'-hydroxybenzothiazole
(AttoPhos), a ¢ét¢ employé pour mesurer l’activité enzymatique. A partir notamment de
I’analyse d’une bibliotheque de médicaments, les résultats ont montré que 1’ebselen présente
une affinité pour le domaine N-terminal et que cette interaction de nature chimique entraine une
inhibition rapide et irréversible de I’activit¢é sEH-P. Cependant, en plus de ses effets
antixoydants connus, 1’ebselen inhibe également I’activité de SEH-H avec une constante
d’inhibition (Ki) de 500 nM (425). Enayetallah et al avaient identifié un autre inhibiteur, un
dérivé du groupement géranyl, farnésyl et géranylgéranyl, a savoir le N-Acetyl-S-L-cysteine
(AFC) (426). L’AFC est un substrat synthétique des méthyltransférases isoprénylées. 1l a été
utilisé pour montrer I’existence d’une interaction entre la SEH-P et la NO-synthase endothéliale
(eNOS) (426). Des recherches menées avec le composé SMTP-7, du nom des phénols triprényl
de Stachybotrys microspora (avec une IC50 de 24 UM sur la SEH-P) ont révélé un effet anti-
inflammatoire et antioxydant de ce composé apres thrombolyse. Ces effets ont été médiés par
I’inhibition simultanée par le SMTP-7 a la fois de la SEH-H et la SEH-P. Il est important de
noter que ce composé n'interagit pas directement avec le site catalytique de I'enzyme, mais
plutdt via un site allostérique (427). En 2016, un criblage a haut débit in vitro a identifié
I’oxaprozine, un inhibiteur des cycloxygénases, comme inhibiteur du domaine N-terminal de la

sEH n’ayant pas d’effet sur la sSEH-H (428).
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Figure 24 : les inhibiteurs de I'activité phosphatase de la
sEH
D ’apres (350).
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Par la suite, des optimisations ont été réalisés a partir de 1’oxaprozine permettant la
mise au point d’un nouvel inhibiteur, I’acide 4-(4-3(3,4-dichlorophznyle -5-phényloxazole-2-
yl) butanoique (22b SWE101), ayant une specificité plus intéressante sur la SEH-P humaine et
de rat méme s’il persiste un effet inhibiteur des cycloxygénases et de la sEH-H a fortes
concentrations (350). Cet inhibiteur a été utilisé avec succes in vivo avec une augmentation des
LPAs circulants et hépatiques apres administration aigue chez le rat (350). Cependant, les fortes
doses nécessaires limitant sa spécificité et ’absence d’effet chez la souris limitent son

utilisation pour étudier I’intérét de I’inhibition de la sEH-P in vivo.

7. Role physiologique de la sEH-P

En raison de I’absence d’inhibiteurs spécifiques et efficaces du domaine N-
terminale de la SEH-P in vivo, peu de données sont disponibles concernant le réle physiologique
de la sEH-P. Le r6le physiologique du domaine sEH phosphatase reste partiellement compris,
mais nous allons résumer ici les principales théories qui ont émergé. L'une des premiéres idéees
suggerait que la principale fonction du domaine phosphatase était d'améliorer la stabilité de la
structure protéique et la stabilité globale de la protéine (429). De plus, il a été proposé un lien

entre la fusion/dimérisation des genes et certaines fonctions de régulation. Ces théories ont
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trouvé un certain appui avec des preuves expérimentales suggérant une interaction coopérative
entre les deux domaines et une réduction de la stabilité et de l'activité du monomere SEH.
D’autres études expérimentales ont cependant suggéré que la sEH-P pourrait également
contribuer a la régulation de certaines fonctions biologiques, notamment participer au contréle
de la voie de synthése des stérols et de I’activation de la eNOS. L’oxyde nitrique (NO) est un
gaz dérivé de I’endothélium qui joue un role primordial dans la régulation du tonus vasculaire
(430). Un défaut de la régulation de laeNOS, enzyme produisant le NO a partir de la L-arginine,
est associ¢ au développement de différentes pathologies en particulier de I’hypertension
artérielle (431). Un ensemble de voies de signalisation impliquant des protéines phosphatases
et kinases controle I’activité enzymatique de la eNOS. La voie des facteurs de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) en est une. En effet, il a été démontré que I'utilisation du
VEGF comme traitement in vitro a abouti a I’augmentation de I’activité de la eNOS au niveau
des cellules endothéliales via ’augmentation de sa phosphorylation sur le résidu serine (s187)
par la phosphoinositide 3-kinase/Akt (432). De plus, Il a été montré dans un modele de souris
délétées pour le géne de la sEH que le traitement avec des EETs exogénes entraine une
vasodilatation eNOS-dépendante, suggérant un réle important de I’activité sEH-H dans le
processus de régulation de la eNOS (433). En revanche, le VEGF peut également contrdler
négativement I’activité de la eNOS et diminuer ainsi la biodisponibilité du NO. En effet, la
eNOS au niveau des cellules endothéliales est phosphorylée par la protéine kinase C (PKC),
suite a ’activation du VEGF (434). De plus, Hsin-Han-Hou et ses collaborateurs ont montré
qu’il existe un dialogue entre la sEH et la eNOS en réponse au VEGF. Bien que I’inhibition de
I’activité sEH-P augmente I’activité de la eNOS, I’inhibition de I’activité la sSEH-H n’a pas
abouti a ce méme effet. Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents du contrdle de la

eNOS par la sEH-P, stimulé par le VEGF, demeurent mal connus (435).

Une autre étude a confirmé le role régulateur négatif de 1’activité de la sSEH-P dans
le controle de la voie d’activation de la eNOS sous I’effet d’un hypocholestérolémiant, la
simvastatine. Au-dela de son utilisation pour le traitement de I’hyperlipidémie et des
complications cardiovasculaires associées, en inhibant la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl
coenzyme A réductase (103,104) , la simvastatine stimule la production du NO en agissant sur
la eNOS au niveau des cellules endothéliales (105,106). En effet, lorsque les cellules
endothéliales sont exposées a la simvastatine, cela entraine une augmentation de l'activité de la
SsEH-P, qui, a son tour, exerce un effet négatif sur la phosphorylation des protéines Akt, AMPK

et de la eNOS induite par la simvastatine. Cette régulation négative contribue au maintien de la
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production de NO. De plus, I'utilisation des inhibiteurs pharmacologiques et des modifications
génétiques de I’activité sSEH-P ont montré que l'augmentation de I'activité sEH-P induite par la
simvastatine dépend de l'activation de la signalisation du récepteur du facteur de croissance
endothéliale « EGFR — c-Src ». En paralléle de I'activation de I'eNOS, le traitement des cellules
endothéliales avec la simvastatine entraine rapidement la phosphorylation de la tyrosine de la
SEH et renforce considérablement I'interaction physique entre la SEH, Akt, AMPK et la eNOS
(figure 25) (426).

Simvastatin

EGFR

NO
~——— Angiogenesis

Figure 25 : Mécanisme illustrant le réle de I’activité sEH-P dans la régulation de ’activation de

I’eNOS induite par la simvastatine et la production du NO dans la cellule endothéliale

D’apreés (426).

En outre, de nombreuses études ont montré que la SEH-P exerce un réle important
dans le contréle du métabolisme, notamment du cholestérol, et la croissance cellulaire (76,107).
Dans un modele d’athérosclérose induite chez la souris par traitement avec des LDL oxydés,
’activité de la SEH-P prévient I’accumulation du cholestérol au niveau des macrophages. Ces
effets ont été médiés partiellement par ’augmentation de I’expression des transporteurs ATP-

Al binding cassettes (ABCAL1) et de I’efflux de cholestérol (441). Ces résultats ont confirmé le
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role crucial de la sEH-P dans le métabolisme du cholestérol en inhibant la formation des

macrophages spumeux retardant ainsi la progression de I’athérosclérose (109,110).

Par ailleurs, il a été récemment démontré que la SEH-P joue un r6le essentiel dans
le maintien des concentrations de phospholipides impliqués dans la régulation de la
signalisation autocrine de la réponse inflammatoire au sein des macrophages péritonéaux (444).
L’utilisation d’un inhibiteur de la SEH-P, I’acide amino-hydroxybenzoique (AHBA), a
interrompu la déphosphorylation des LPAs entrainant une atténuation considérable des

fonctions liées a I'inflammation.

8. Les polymorphismes du gene EPHX2 et le lien avec les maladies
cardiovasculaires

L’analyse de la structure primaire de la sEH suggere que son gene est le produit de
la fusion de deux génes codants pour deux enzymes de type déhalogénase. Bien que le domaine
N-terminal soit similaire a la déhalogénase haloacide, I’extrémité C-terminale présente une
homologie avec la déhalogénase haloalkane (111,30). Ce géne est localisé au niveau du
chromosome 8. Il est contient 18 introns et 19 exons de taille de 45 kb et dont 15 kb ont été
séquencés (446). Des études precédentes avaient mis en évidence la présence de deux isoformes
de ce gene appelée EPHX2B et EPHX2C. En effet, il s’agit d’une substitution d’acides aminées
localisés au niveau des deux premiers exons (113,114). Le clonage de I’ADN complémentaire
de la sEH humaine au niveau hépatique a démontré que sa structure monomere est composée
de 544 acides aminees (449).

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNPs) représentent la forme la plus
courante de variation génétique présente dans le génome humain. Les SNPs permettent d’établir
des liens entre des variations de séquence génétique entrainant des modifications d’activité
enzymatique et des modifications phénotypiques, en particulier les caractéristiques clinico-
biologiques des patients. En effet, il existe des SNPs pour les genes EPHX1 et EPHX2 codants
respectivement pour la mEH et la sEH. La présence de deux mutations faux sens du gene
EPHX1 a été¢ documentée. L une de ces mutations est localisée au niveau de I’exon 3 du gene :
rs1051740T > C (Tyr113His) et entraine une diminution de 39% [’activité enzymatique de la
mEH (450). L’exon suivant (4) porte le second SNP rs2234922A>G (His139Arg) qui
augmente ’activité de la mEH (450). Des méta-analyses avaient démontré que la présence de

ces SNPs étaient un facteur de risque important au développement de certains types de cancers
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(poumon et prostate) (117,118). De méme, plus de 100 SNPs et des mutations faux sens

touchant le géne codant pour la SEH ont été rapportés chez 1’homme (453). Des travaux ont pu

suggérer que des mutations affectent 1’activité enzymatique de la sEH. El Kadi et collaborateurs

avaient rapporté que les polymorphismes génétiques induisant une baisse de 1’activité de cette

enzyme sont systématiquement liés a un haut risque de maladies cardiovasculaires (454). En

comparaison avec I’all¢le le plus fréquent (I’alléle sauvage, NG012064), on note des SNPs qui

alterent de facon significative la fonction hydrolase de la SEH par la baisse de son expression
et de sa stabilité : le variant rs751141 A > G (Arg287GIn) et le double mutant rs17057255 A >
Cetrs751141 A > G (Argl03Cys / Arg287GlIn) (455).

Parmi les SNPs qui impactent 1’activité phosphatase de la sEH, on retrouve :

Les mutations rs41507953 (Lys55Arg) et rs57699806 qui se traduisent par une baisse
de lactivité de la sEH-P (453).

Les variants rs751141 (Arg287GIn) et le rs17057255 qui ont été associés a une élévation
de l’activité de la sEH-P (456). De facon plus précise, le R287Q semble diminuer

I’activité de la SEH-P pour les LPAS et I’augmenter pour ses autres substrats.

En particulier, parmi ces SNPs deux ont été largement documenté :

Rs41507953 (Lys55Arg) : L’étude ARIC (The Atherosclerosis Risk in Communities) a
mis en évidence que ce mutant qui a la fois diminue de 15% P’activité de la sEH-P et
augmente celle de la SEH-H (106) est associé a une élévation du risque d’incidence des
coronaropathies. Cette association a été démontrée au sein de la population caucasienne,
mais n'a pas été retrouvée dans la population afro-américaine. De plus, il a été montré
que des SNPs du CYP2J et du CYP2C, qui sont des cytochromes impliqués dans la
production des EETs a partir de I'acide arachidonique, participent a la physiopathologie
des maladies cardiovasculaires (457) et de I'hypertension artérielle (458,459).
Rs751141 (Arg287GIn) : a I’inverse du variant Lys55Arg, il augmente la réponse
vasodilatatrice médiée par I’endothélium chez les individus blancs américains (460).
L’étude Coronary Artery Risk Development in Young Adults “CARDIA” a mis en
évidence une association entre la présence du SNP R287Q et le développement de
calcifications artérielles coronariennes dans une population afro-américaine, mais cette
association n'a pas été retrouvée dans une population caucasienne (461). Une analyse
en sous-groupes de lI'étude CARDIA a également révélé que le tabagisme, qui augmente

I'expression du géne EPHX2, est lié a une augmentation du risque de calcification
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artérielle coronarienne (462). De maniere intéressante, des SNPs situés dans des régions
non codantes du géne EPHX2, comme les régions 5' et 3' UTR, ont été identifiés comme
associés au développement des calcifications des plaques des artéres carotides et
coronaires chez des patients d'origine africaine et caucasienne dans I'étude "Diabétique
Heart Study" (463). Ces résultats montrent également que le polymorphisme R287Q est
associé a une augmentation de la calcification des plaques carotidiennes dans les
populations euro-américaines. De plus, la présence de certains autres polymorphismes
du géne EPHX2 est associée a la calcification coronarienne et carotidienne, ainsi qu'a
une augmentation de I'épaisseur intima-média de l'artére carotide. Dans I'ensemble, ces
résultats suggérent que la modulation des activités de la SEH-P contribue a la régulation

du développement des calcifications vasculaires.
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Objectifs de la these
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L’¢époxyde hydrolase soluble est une enzyme bifonctionnelle qui possede une
activité phosphatase et une activité hydrolase. Alors que de nombreux travaux ont été réalisés
sur lactivit¢ hydrolase et menés jusqu’au développement clinique d’inhibiteurs
pharmacologiques, trés peu de données sont disponibles sur le role physiologique et
physiopathologique de I’activité phosphatase. Ainsi en 1’absence d’agents pharmacologiques
utilisables in vivo pour moduler cette activité phosphatase, nous avons utilisé un modele murin
transgénique au moyen de la méthodologie CRISPR/Cas9 afin de I'inactiver spécifiquement et
obtenir des rats Knock In pour I’activité phosphatase de la sEH (KI-sEH-P). Au cours de ma
thése nous nous sommes intéressés au role de I’inhibition de I’activité phosphatase de la sEH

dans les calcifications cardiovasculaires.

Les calcifications cardiovasculaires ou encore dites calcifications ectopiques
représentent un pathophénotype terminal tres répandu. Leur développement est associé au
vieillissement, au diabéte, a I’hypertension artérielle, 1’athérosclérose et 1’insuffisance rénale
chronique. L’apparition et la progression de ces calcifications augmentent la morbimortalité
cardiovasculaire chez les patients. Les calcifications cardiovasculaires sont aujourd’hui
connues comme étant un processus actif qui mene a la formation de dépdts de cristaux
d’hydroxyapatite, et qui présente des similarités avec le mécanisme de minéralisation osseuse.
Ces calcifications peuvent se développer au niveau vasculaire notamment au niveau de la
média, mettant en jeu les CMLVs qui vont se différencier en cellules de phénotype
ostéoblastique, ainsi qu’au niveau de la valve aortique menant au RAC. Aucun traitement
pharmacologique n’est aujourd’hui disponible pour prévenir ou ralentir le développement des

calcifications cardiovasculaires.

L’hypothese formulée dans ce travail est que I’activité phosphatase de la sEH est
impliguée dans la régulation du processus des calcifications cardiovasculaires. En particulier,
I’inhibition de I’activité enzymatique de la sEH-P pourrait prévenir le développement et la

progression des calcifications cardiovasculaires.

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de thése ont été d’évaluer 1’impact de
I’inhibition de la SEH-P sur les calcifications artérielles et valvulaires aortiques au moyen
d’approches in vitro sur des cellules humaines et ex vivo sur des aortes et des valves de rats. De
plus, des études in vivo ont été réalisées au moyen du modéle murin transgénique Kl-sEH-P

permettant de déterminer ’impact de I’inhibition de I’activité phosphatase de la sEH sur :
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1/ Le développement des calcifications artérielles et des complications

cardiovasculaires dans un modele d’insuffisance rénale chronique chez le rat.

2/ Le développement des calcifications valvulaires aortiques et du RAC dans un

modele d’insuffisance rénale chronique chez le rat soumis a un régime riche en phosphate.

132



133



Matériel et Méthodes
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1. Culture cellulaire

Apres exérése au bloc opératoire, la valve aortique a été imprégné dans du sérum
physiologique (NaCl 0,9 %) et transportée sur glace jusqu’au laboratoire. Afin de séparer les
hVICs des hVEC, le feuillet valvulaire aortique a été coupé en plusieurs petits morceaux et
ensuite incubé 3 heures a 37°C sous agitation douce avec de la collagénase de type I (a 0,3%,
Thermoscientific). A ’aide d’un tamis cellulaire de 40um (Falcon), le surnageant a été filtré
avant d’étre centrifugé 5 minutes a 1500g. Avec du milieu de classique DMEM (dulbecco’s
modified eagle medium, Gibco) supplémenté d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine 1%,
Sigma-Aldrich) et de SVF 5% (Gibco), le culot cellulaire, contenant les hVICs, a été
ressuspondu. Les hVICs ont été ensuite ensemencées dans une flasque de culture préalablement
coatée avec du collagéne a type I (100 pg/mL, Gibco) a une densité de 3x10°cellules/cm. Dans
les mémes conditions de culture cellulaire que les hVECs, les hVICs ont été cultivées et n’ont

pas éte utilisées au-delas du cinquiéme passage.
2. Modeles animaux expérimentaux

2.1. Expérimentation animale

Les expérimentations animales ont été realisées en accord avec les directives de
I’Institut National de la Santé. L’étude a été approuvée par le comité d’éthique régional de
I’Universit¢ de Rouen Normandie, conformément a la législation francaise et européenne
(APAFIS#9108- 2017030215075973). L’ensemble des animaux a été maintenu dans des
conditions standards avec un cycle jour/nuit de 12 heures a une température de 22+1°C, avec

un acces libre a 1’eau et a la nourriture.

2.2. Génération des rats knock-in pour P’activité sEH-P

Afin d’étudier spécifiquement la fonction de SEH-P, une édition génétique in vivo
du gene ephx2 a été entreprise. Il s’agit d’une mutation ciblée d’ephx2 en remplagant le résidu
catalytique, du domaine de I’activit¢é sEH-P d'acide aspartique 9 par l'alanine (D9A). Cette
mutation est bien connue pour inhiber complétement l'activité de SEH-P in vitro. Par la
technologie du génome editing basée sur la méthode de CRISPR (Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats) des rats Sprague-Dawley knock-in (KI) ont été générés.
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Pour cela, un ARN guide unique (sgRNA-rEphx2-2.3), de 'ARNm Cas9, et un brin simple
d’ADN donneur (ssODN) ont été employeés. Le sSODN a été congu pour introduire la mutation
DO9A, créer un site de restriction Xbal afin de faciliter le génotypage par PCR, et éliminer la
séquence cible du sgRNA pour éviter la coupure apres l'intégration. Aprés confirmation du K,
les fondateurs porteurs de la mutation D9A ont été croisés avec des rats de WT puis des
croisements entre des rats hétérozygotes males et femelles ont permis d'obtenir des rats
homozygotes sEH-P KI ainsi que des rats sauvages (wild-type : WT) au sein des laboratoires

Janvier (Le Genest-Saunt-Isle, France) pour la réalisation des expériences ultérieures.

2.3. Génotypage des animaux

Des biopsies de queues pour le génotypage ont été réalisees chez des rats ages de 8
a 10 jours, aprés anesthésie. Les prelevements ont été soumis a une digestion pendant toute une
nuit a 56°C en utilisant 500 pL d'une solution de digestion tissulaire (contenant Tris-HCl a 0,1
mol/L aun pH de 8,3, EDTA a5 mmol/L, SDS a 0,2%, NaCla 0,2 mol/L, et PK a 100 mg/mL).
Les régions du génome ciblées par la nucléase CRISPR ont ensuite eté amplifiées par PCR a
partir d'‘échantillons issus de la lyse des tissus dilués (a un rapport de 1/20), en utilisant une
polymérase (Herculase 11 fusion polymérase). Afin de détecter les modifications génétiques,
des amorces spécifiques au locus Ephx2 ont été employées, et les mutations ont été analysées a

travers I'électrophorése capillaire ainsi que le séquencage direct des produits de PCR.
Les amorces utilisées sont :
Amorce sens : GGCAGGGTTTCTAGTTCTTGG

Amorce anti-sen : TCTTGTAAACTGAGGCGGGTA

2.4.  Modeéle d’insuffisance rénale chronique : néphrectomie des 5/6eme

Ce modele d’IRC est induit par une néphrectomie des 5/6°™. Brievement, la
néphrectomie partielle des 5/6°™ (5/6Nx) a été réalisée en deux étapes chez des rats WT et SEH-
P KI &gés de 18 semaines. Dans un premier temps et aprés anesthésie de 1’animal, une ligature
des deux branches artérielles (postérieure et antérieure) du péle supérieur du rein gauche est

effectuée. La deuxiéme étape de la chirurgie, réalisée 7 jours aprés la premiere, consistait en
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I'ablation du rein droit. Pour les groupes d’animaux témoins, des procédures chirurgicales
similaires ont été effectuées, mais sans ligature du p6le supérieur ni néphrectomie droite. Une
analgésie pré et post opératoire a eté réalisée avec un suivie journalier des animaux et la mise

en place des mesures compensatoires si nécessaire.

2.5. Supplémentation en phosphore et en calcium

Pour induire la calcification valvulaire, un régime alimentaire spécial a été associé
avec le modeéle d’insuffisance rénale chronique induit par une néphrectomie des 5/6°™. Les
animaux des groupes 5/6 Nx (WT et sEH-P-KI) ont été autorisés a se nourrir a volonté avec un
régime alimentaire supplémenté en calcium et en phosphate. Ce régime correspond a 1% de
calcium total et 1,8% de phosphore total, fourni par la société Safe (Augy, France). Les rats
ont été maintenus sous ce régime jusqu'au moment du sacrifice, qui a eu lieu 11 semaines apres
l'intervention chirurgicale. Les groupes d’animaux controles ont été soumis a un régime
standard contenant des niveaux normaux de calcium et de phosphore. Ce régime contenait 1%

de calcium total et 0,9% de phosphore total, également fournis par la société Safe.

3. Etude de la fonction et de la structure cardiaques
3.1. Echocardiographie transthoracique

Les mesures échocardiographiques ont été réalisées a I’age de 3, 6 et 9 mois au
moyen d’un échographe Vivid7 Ultrasound (General Electric Healthcare, Chicago, Illinois,
Etats-Unis). L’échographe est équipé d’une sonde de cardiologie pédiatrique GE 6S-RS pour
les acquisitions morphologiques et Doppler. L’analyse des images a été réalisée avec le logiciel

Echopac PC (General Electric Healthcare).

Pour procéder a 1’échocardiographie, les animaux ont d’abord été anesthésiés par
de I’isoflurane 1% (ISO-VET Piramal Healthcare) en cage a induction, puis tondus au niveau
de I’hémithorax gauche. Les rats étaient ensuite placés sur une plaque chauffante a 37°C pour
éviter I’hypothermie. La concentration en isoflurane a été adaptée si besoin afin de garder une

fréquence cardiaque entre 250 a 600 bpm tout en permettant une sédation suffisante.
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L’acquisition des mesures en mode temps-mouvement a été réalisée en coupe

parasternale petit axe passant par les piliers de la valve mitrale.

Les épaisseurs des parois antérieure et postérieure, ainsi que les diamétres du ventricule gauche
(VG) ont été mesurés en télésystole (DtSVG) et en télédiastole (DtDVG) afin de calculer la
fraction de raccourcissement (FR), paramétre reflétant la fonction contractile du VG. FR (%) =
DtDVG - DtSVG/ DtDVG x 100

L’analyse doppler en mode puls¢€ permet de visualiser et de mesurer les vitesses de
déplacement des flux sanguins au sein des cavités cardiaques et des vaisseaux. La sonde était
placée au niveau de I’aorte thoracique pour visualiser le flux sanguin sortant du VG. Les
mesures de la fréquence cardiaque (FC, battements/minute) et de I’intégrale temps-vitesse
(ITV, cm) permettent de calculer le volume d’éjection systolique (VES, mL) qui représente la
capacite du VG a éjecter le sang vers le systeme périphérique : VES =ITV aortique x = x C D"

aortique 4 D. Le débit cardiaque (DC mL/minute) a eté calculé de la fagon suivante :
DC=VES xFC

L’analyse doppler en mode tissulaire a permis la visualisation et I’évaluation de la
fonction diastolique dans la vue apicale a quatre chambres. La mesure nous a permis de calculer
le rapport E/e" impliquant de mesurer ’onde E du flux transmitral et 'amplitude de la vitesse
I’onde Ea ou €' (au niveau de I’anneau mitrale). Le calcul du rapport E/e’ a €té utilise pour

estimer la fonction diastolique.

3.2. Evaluation de la fibrose cardiaque

Par une incision médiane du sternum, aprés la mise a mort des animaux, le cceur
des rats a été prélevé. Une fois les cavités cardiaques disséquées, le VG a été subdivisé en trois
sections distinctes : une partie supérieure réservée a ’analyse de 1’expression protéique, I’apex
dédié¢ a I’étude de I’expression d’ARNm, et une section médiane consacrée a 1’analyse
histologique. Cette derniére a été mise dans du milieu de congélation pour tissus (TFM, Microm
Microtech) puis rapidement plongée dans 1’azote liquide avant d’étre congelée a une
température de -80°C. Par la suite, des coupes d’une épaisseur de 7 um ont été réalisées a 1’aide

d’un cryostat (Microm HM 525, Microm Microtech).
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Les coupes de VG ont été décongelées pendant 5 minutes a température ambiante.
Ensuite, elles ont été plongéees dans un bain de liquide de Bouin (Q Path VWR) pendant 30
minutes a température ambiante. La solution de rouge Sirius était préparée par dilution de 0,19
de rouge Sirius (Direct Red 80, Thermoscientific) dans 100 mL d’acide picrique a saturation
dans de I’eau distillée. Les coupes ont ét¢ immergées dans un bain de rouge Sirius pendant 45
minutes & tempeérature ambiante. Elles ont été ensuite rincées rapidement dans un bain d’eau.
Les coupes ont été déshydratées par allers-retours rapides dans un bain d’alcool 95% puis dans
trois bains d’alcool a 100%. Enfin, elles ont été passées dans un bain de xyléne puis aussitot

montées entre lame et lamelle avec le milieu de montage (Q Path Coverquick 2000, VWR).

Afin de quantifier de la fibrose ventriculaire cardiaque, les coupes de VG colorées
ont été observées au microscope optique (Axioskop, Zeiss) et des photos au grossissement x20
ont été effectuées. La fibrose a été mesurée en utilisant le logiciel ImageJ par calcul du

pourcentage de I’aire occupée par le collagéne sur I’aire totale de la coupe du VG.

4, Evaluations valvulaires aortiques

4.1. Mesures échocardiographiques

La mesure du diamétre de I’écart intersigmoidien (cm) a été évalués en mode temps-
mouvement en coupe parasternale grand axe. L’analyse en doppler continu en couple apicale a
permis de mesurer le gradient moyen (AoGmax, mmHg) et le jet de vélocité maximale
(AoVmax, m/s).

4.2. Histologie et immunohistochimie

La section supérieure réservée a l'analyse de I'expression protéique a été subdivisée
en deux parties. La premiére partie, associée a l'aorte, a été utilisée pour la dissection de la valve
aortique. La valve aortique a été par la suite incubée, a 4°C toute la nuit, avec une sonde
d'imagerie fluorescente (IVISense Osteo NIR bisphosphonates) qui est spécifiquement congue
pour présenter une forte affinité envers I'hydroxyapatite. A I’issue de 1’incubation, trois lavages
de la valve aortique au PBS 1X ont été effectués. Ensuite, la valve aortique a été immergée dans

un milieu de congélation pour tissus (TFM, Microm Microtech) et rapidement refroidie en la
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plongeant dans de l'azote liquide avant d'étre stockée a une température de -80°C. Des coupes
d'une épaisseur de 14 um ont été préparées en utilisant un cryostat (Microm HM 525, Microm
Microtech). Ces coupes de la valve aortique ont été examinées sous un microscope optique
(Axioskop, Zeiss) afin d'identifier une coupe compléte contenant les trois feuillets valvulaires.
Par la suite, ces coupes ont été conservées a une température de -80°C. Les coupes de valves
aortiques ont été observées au microscope optique (Axioskop, Zeiss) et une photo de la valve
aortique entiere a été effectuée. Un montage entre lame et lamelle a été effectue avec un milieu
de montage contenant du DAPI (Vectashield, Vector Laboratories), permettant de marquer les
noyaux. Les calcifications valvulaires ont été observées au microscope a fluorescence
(Axiolmager J1, Zeiss). La calcification a été évaluée en utilisant le logiciel ImagJ par calcul
du pourcentage de I’aire occupée par le collagéne ou les calcifications sur ’aire totale de la

valve aortique.

Les immunomarquages tissulaires ont été réalisés sur les coupes de valves aortiques
préalablement décrites. Les macrophages ont été visualisés par marquage de la glycoprotéine
CD68. Les coupes ont été décongelées 5 minutes a température ambiante puis ont éte fixées par
immersion dans un bain d’acétone (Thermoscientific) pendant 10 minutes. Les coupes ont été
ensuite réhydratées avec du PBS 1X (10 minutes) puis recouvertes d une solution composée de
BSA 3% (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) et de saponine 0,3% (Sigma-Aldrich) pendant
20 minutes afin de saturer les sites non-spécifiques de marquage et de perméabiliser les
membranes. L’anticorps primaire (CD68 1/800éme Rat BioRad, MCA341R) a été incubé une
heure a température ambiante. Les coupes ont été ensuite rincées plusieurs fois avec du PBS
1X, puis I’anticorps secondaire (anticorps d’ane anti-rat couplé au FITC 1/400eme Jackson,
712-545-153) a été incubé pendant 30 minutes a température ambiante. Les coupes ont été
rincées plusieurs fois avec du PBS 1X avant d’étre montées entre lame et lamelle avec un milieu
de montage contenant du DAPI (Vectashield, Vector Laboratories), permettant de marquer les
noyaux. Les coupes de valves aortiques ont été observées au microscope a fluorescence
(Axiolmager J1, Zeiss) au grossissement x20. L’inflammation a été évaluée par comptage des

macrophages par valve aortique.
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5. Evaluation de la fonction rénale
5.1. Mesure du débit de filtration glomérulaire

Une mesure transdermique du débit de filtration glomérulaire (DFG) a été
effectuée. Le systéme de mesure est composé d’un détecteur de fluorescence directement
attaché sur le dos de 1’animal conscient et qui se déplace librement dans sa cage. Ce détecteur
permet de mesurer et d’enregistrer la cinétique d’excrétion du traceur exogéne injecté chez

I’animal a savoir la sinstrine conjuguée a la fluorescéine (FITC), un analogue de I’inuline.

5.2. Histologie rénale

Des sections sagittales de rein gauche ont été immergées dans une solution de
formol & 4% pendant une période de 24 heures. Par la suite, elles ont été incluses dans de la
paraffine aprés avoir suivi un processus de traitement conventionnel, comprenant la
déshydratation a l'alcool. Des coupes d'une épaisseur de 3 um ont été réalisées a I’aide d’un
microtome et colorées en utilisant une solution de trichrome de Masson. Les lames ont ensuite
été réalisées de maniere randomisée afin de déterminer le degré des lésions histologiques
rénales. Pour cette évaluation, une échelle de notation de 0 a 4 a été utilisée pour évaluer le
niveau de l'inflammation interstitielle, la fibrose interstitielle et la glomérulosclérose a un
grossissement x20 (0 : pas de dommage ; 1 : moins de 25 % ; 2 : entre 25 % et 50 % ; 3 : entre
50 % et 75 % ; 4 : entre 75 % et 100 %). Les lésions tubulaires ont été constatées a un
grossissement x10. La fibrose vasculaire a été analysée a un grossissement de x40. 1l convient
de noter que la moitié supérieure du rein n'a pas été utilisée en raison de son état ischémique

dans le groupe de rat soumis & une néphrectomie des 5/6°™.

5.3. Dosages plasmatiques

Afin d’avoir un suivi de I’insuffisance rénale chronique, le sang a été récolté
pendant (S4/ S5 post-chirurgie) et a la fin du protocole expérimental (S8/ S10). Le sang total
est récupéré et centrifugé pendant 10 min a 1500 g et le plasma généré est aliquoté et congelé a
-80 °C. Différents parametres biochimiques ont été mesurés tels que la créatinine, le calcium,

le potassium et le phosphore.
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5.4. Cages métaboliques et dosages urinaires

Les animaux ont été placés dans des cages métaboliques afin de récolter les urines
des 24h (aprés 24 h d’habituation dans ces cages). A ’issue des 24h, le volume urinaire et de
consommation hydrique ont été mesurés. Les échantillons urinaires ont été récoltes et ont été

stockés a -20 °C jusqu’au moment du dosage des différents paramétres biochimiques.

6. Evaluation de la fonction endothéliale et de la pression artérielle
6.1. Mesure de la dilatation endothélium-dépendante

Apreés la mise a mort des animaux, la dilatation endothélium-dépendante en réponse
au flux a été mesuré au niveau de 1’artére mésentérique de 2eme ordre. Brievement, le mésentere
a été prélevé et mis dans un tampon frais (solution de Krebs oxygenée). Un segment de 2 a 3
mm du 2éme ordre a été ensuite disséqué puis monté sur un artériographe d’Halpern (DMT,
Danemark). Dans un premier temps, les arteres ont été pré-constrictée par I’ajout de
phényléphrine a une concentration finale de 10° M. Par la suite, 1’augmentation du flux
intraluminal (0,5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 puL/min) a permis d’évaluer la dilatation

endothélium-dépendante en réponse du flux.

6.2. Mesure de la pression artérielle

Au moyen de la pléthysmographie a la queue (CODA, Kent scientific Corporation,
Torrington, CT, USA), la mesure non invasive de la pression artérielle systolique a été réalisée.
Cette procédure a été effectuée a 10 semaines post-chirurgie chez des rats conscients
préalablement habitués et entrainés. Pour chagque animal, la valeur de pression systolique a été

obtenue par le calcul de la moyenne de deux séries de 10 cycles de mesures.
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7. Dosage du calcium direct : méthode o-crésolphthaléine

Le calcium a été mesuré de maniere directe par la méthode du dosage au o-
crésolphthaléine dont le principe repose sur la formation d’un complexe entre le calcium et
’orthocrésolphthaléine. Pour ce faire, les cellules ont été rincées avec du PBS 1X et incubées
avec du HCI 0,6N toute la nuit sous agitation constante a +4°C. Le surnageant de décalcification
était récupére et déposé dans une plaque 96 puits (Falcon) puis une lecture au spectrophotometre
a 565nm (Spark® Multimode microplate reader, Tecan) était réalisée. La quantité de calcium a
été calculée a partir d’une courbe de calibration. De la méme maniére, les concentrations de
calcium ont été mesurées dans des surnageants de décalcification des anneaux aortiques (aorte
abdominales) mises en culture en ex vivo. Les taux de calcium ont été calculés par la suite pour

chaque échantillon apres normalisation sur le poids sec du tissu.

8. Les inhibiteurs pharmacologiques

Le tableau 2 résume I’ensemble des molécules pharmacologiques utilisées dans

cette étude et dirigees contre la SEH-P, la NO- synthase et le récepteur PPARY.

Inhibiteurs Concentration Références

N-Acetyl-S-farnesyl-L- 0.84£0.9 uM 63270, Cayman Chemical Company
cysteine (AFC), sEH-P

4-(4-(3,4- 0.058 £ 0.005 uM
Dichlorophenyl)-5-

phenyloxazol-2-

yl)butanoic acid

(SWE101), sEH-P

T0070907 (PPARY) 1uM Tocris Bioscience
Nw-Nitro-L-arginine (L- 100 uM Sigma-Aldrich
NNA)

Tableau 2 : Molécules pharmacologiques utilisées
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Q. RT- QPCR quantitative

9.1. L’extraction d’ARNSs totaux

Les ARNS totaux ont été extraits par I’ajout de 1mL de TRIzol (Life technologies)
et les échantillons ont été homogénéisés pendant 5 minutes a température ambiante. A la suite
de cette étape, 300uL de chloroforme (Sigma-Aldrich) a été ajouté. Les tubes ont été vortexés
puis incubés a nouveau a température ambiante pendant 2 a 3 minutes. Les échantillons ont
ensuite €té centrifugés a 12000g pendant 15 minutes a +4°C. L’ensemble des manipulations a
¢été réalisé sur glace. La phase aqueuse a été transférée dans un nouvel Eppendorfet I’ARN était
précipité par ajout de 500 pL d’isopropanol (Fisher BioRegeants). Les tubes ont été briévement
vortexés et incubés 10 minutes a tempeérature ambiante. Apres une centrifugation a 12000g
pendant 15 minutes a +4°C, le précipité d’ARN formait un culot colloidal au fond du tube. Le
surnageant a été jeté et ’ARN a été lavé par ajout de 1 mL d’éthanol a 75% (Fisher
BioRegeants). Les tubes ont été agités puis centrifugés a 7500g pendant 5 minutes a 4°C. Les
lavages ont été répétes trois fois. Lors du dernier lavage, le surnageant était jete et le culot
brievement séché a I’air libre. Les ARNs ont été resuspendus dans 30uL d’eau RNase free (Life
technologies). La qualité et la quantité des ARNs étaient eévaluées par dosage au Nanodrop

(Nanodrop 2000, Thermoscientific). Les ARNs ont éte conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

9.2. Le traitement a la DNase

Apres I’extraction des ARNSs totaux il peut persister une présence d’ADN pouvant
biaiser les résultats. Un traitement a la DNase | (Invitrogen) a été effectué afin de débarrasser
I’ARN de toute contamination éventuelle. Deux microgrammes d’ARN ont été prélevés et
complétés a 16 uL d’eau RNase free. Un mix comprenant 2 pL de DNase | et 2 pL de tampon
10X était ajouté a chacun des échantillons. Les tubes ont été incubés 15 minutes a température
ambiante. Deux microlitres d’EDTA ont été ajoutés a chaque échantillon puis les tubes ont été
placés 10 minutes a 65°C. Les échantillons ont été a nouveau dosés au Nanodrop avant d’étre

conserveés a -20°C.
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9.3. Transcription inverse

Apres le traitement & la DNase |, 1pug d’ARN était déposé dans un tube et complété
avec 16,75uL d’eau RNase free. Un mix préparé de la fagon suivante a été ajouté a chacun des
échantillons : - 3uL de dNTP (10mM, Invitrogen) - 2,5uL de random primers (0,75ug/pL,
Invitrogen) - 0,75uL de RNase OUT (40U/uL, Invitrogen) - 5uL de tampon 5X (M-MLV RT
Buffer, Invitrogen) Les tubes ont été ensuite incubés 5 minutes & 65°C. Un microlitre de
transcriptase inverse (MMLV reverse transcriptase 200U/uL, Invitrogen) était ajouté dans
chacun des tubes avant d’étre placés une heure a 37°C. Les échantillons ont été enfin incubés 5
minutes a 95°C pour dénaturer I’enzyme. Les produits de la transcription inverse ont été

conserveés a -20°C avant d’étre utilisés.

9.4. PCR quantitative

Les produits issus de la réaction de transcription inverse ont éte amplifiés par la
réaction de polymérisation en chaine (PCR) gréace a un appareil de RT-qgPCR (Light Cycler
LC480, Roche). La qPCR permet le suivi en temps réel de I’amplification grace a la détection
de la fluorescence émise par le SYBR Green (Roche), un agent intercalant de I’ADN double
brin néo-formé141. La fluorescence émise par le SYBR Green est directement proportionnelle
a la quantité d’ADN amplifié Pour procéder a I’amplification, un mix a été préparé de la fagon

suivante :
- 1,5uL d’eau RNase free
- 0,5uL de ’amorce sens du geéne d’intérét
- 0,5uL de ’amorce anti-sens du gene d’intérét
- 5uL de SYBR Green |

7,5 uL de ce mix ont été déposés dans chaque puit d’une plaque 96 puits (Corning)
préalablement déposée sur un bloc froid. Les échantillons de la réaction de transcription inverse
ont été dilués au 1/10éme dans de 1’eau RNase free, puis 2,5 pL de chaque échantillon dilué a
été déposé dans la plaque 96 puits pour chacun des genes d’intéréts étudiés. La plaque était
ensuite centrifugée quelques secondes a 500g a +4°C puis placée dans 1’appareil de PCR

quantitative (Light Cycler LC480, Roche). La PCR quantitative se déroulait selon la
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programmation référencée dans le tableau 9. Le logiciel LightCycler LC480 permet de calculer
la concentration d’ADNc cible grace a la réalisation d’'une gamme de dilution établie par un
mélange d’ADNc de chacun des échantillons étudiés. Les résultats obtenus ont ensuite été

standardisés par rapport au gene de ménage.

10.  Analyses statistiques

Selon la distribution de la variable, les résultats sont présentés sous la forme moyenne + écart-
type (SD, standard deviation) ou médiane (25éme et 75éme interquartile). La normalité des
distributions a été évaluée a I’aide du test de Shapiro-Wilk. Dans le cas d’une distribution
normale, les tests paramétriques ont été appliqués. Dans le cas contraire, nous avons utilisees
des tests non-paramétriques. Les comparaisons entre deux groupes ont été effectuées a I’aide
du test de Student lorsque la distribution suivait une loi normale, ou par un test de Mann-
Whitney dans le cas contraire. Pour les comparaisons de trois groupes et plus, le test
nonparamétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé. Des valeurs de P < 0,05 étaient considérées
comme significatives. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide des logiciels GraphPad

Prism (version 9.0).
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Résultats et discussion
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Etude 1

Effet de I’inhibition de ’activité de la sSEH-P sur le
développement des calcifications vasculaires
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ABSTRACT

Background. Increasing evidence suggests that the bifunctional soluble epoxide hydrolase (sEH)
regulates vascular calcification. This study addressed the hypothesis that the phosphatase activity of

soluble epoxide hydrolase (sEH-P) is involved in this regulation.

Methods and results. Pharmacological and genetic inhibition of sEH-P reduced the increase in calcium
deposition in rat aortic rings cultured in high-phosphate conditions. This was associated with a
decreased mRNA expression of the osteochondrogenic marker Msx2 and Sox9. The
deendothelialization of aortic rings abolished this anti-calcifying effect and the calcification of human
aortic smooth muscle cells was not affected by sEH-P inhibition, suggesting a major role of the
endothelium. On one hand, endothelial NO release appeared not involved since the level of its
metabolite nitrite was not increased during sEH-P inhibition and the inhibition of NO-synthase did not
prevent the anticalcifying effect of sEH-P inhibition. On the other hand, an increased level of the
calcification inhibitor pyrophosphate anions (PPi) was observed in the culture supernatant of aortic
rings when sEH-P is inhibited and in vitro experiments demonstrated that PPi is released by human
aortic endothelial cells and can be metabolized by sEH-P. In addition, the blockade of PPARYy, which
mediate the intracellular effect of the sEH metabolites lysophosphatidic acids, reduced the
anticalcifying effect of sEH-P inhibition. Finally, the aortic calcification associated with chronic kidney
disease induced by subtotal nephrectomy was reduced in sEH-P-deficient rats compared with wild-
type rats. This was associated with a prevention of the development of vascular dysfunction and

cardiac remodeling.

Conclusion. These results show that the inhibition of sEH-P prevents the development of vascular
calcification by reducing the degradation of PPi and LPA-mediated activation of PPARY, representing a
promising therapeutic approach to limit the development of the cardiovascular complications of

patients with chronic kidney disease.
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INTRODUCTION

Vascular calcification is an ectopic calcification resulting from an imbalance between
promoters and inducers of the osteochondrogenic transdifferentiation of vascular smooth
muscle cells (VSMC) (1-4). Medial calcification is commonly observed in patients with chronic
kidney disease (CKD) and diabetes (1-4). The extent and severity of arterial calcification
contribute to the high prevalence of cardiovascular morbidity and mortality during these
diseases (1-4). Currently, no specific therapeutic strategies are available for preventing or
treating the development of vascular calcification, highlighting an urgent therapeutic need.

In this context, soluble epoxide hydrolase (SEH) could be a new potential therapeutic target.
The sEH is a bifunctional enzyme notably expressed in endothelial cells and VSMC (5-7). It
hydrolyzes by its C-terminal domain (SEH-H) cytochrome-derived epoxyfatty acids, in
particular epoxyeicosatrienoic acids (EETs) that display potent anti-inflammatory and
vasodilating properties, to corresponding diols, the dihydroxyeicosatrenoic acids (DHETS) (5-
7). In addition, sEH possesses a less studied phosphatase activity (SEH-P) on its N-terminal
domain that is notably involved in the degradation of intracellular lysophosphatidic acids
(LPAs) to monoacyglycerols and contributes to the regulation of cardiometabolic homeostasis
(8,9). Pharmacological inhibition of sEH-H has emerged as a new therapeutic strategy to
prevent the cardiovascular complications associated with various diseases by restoring EET
bioavailability (5-7). Nevertheless, we observed that EETs may potentiate aortic calcification
ex vivo and therefore that in this particular context, SEH is protective by hydrolyzing EETs (10).
However, sEH knockout was recently shown to be prevent the development of aortic
calcification including in vivo in a mouse model of chronic kidney disease (11). In addition, the
SEH Arg287GIn polymorphism that is known to decrease SEH-H activity towards EETs has
been shown to be associated with the presence of coronary and carotid artery calcified plaques

(12,13). Since this genetic polymorphism also decreases sEH-P activity towards LPA (14),
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these results suggest that the inhibition of sEH-P could be protective against vascular
calcification.

In this context, this study aimed to assess the effects and the mechanisms associated with the
pharmacological and genetic inhibition of sEH-P in cell and tissue calcification assays and in an in vivo

model of CKD-induced vascular calcification.
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METHODS

An expanded detailed description of Methods section is available in the online-only Data

Supplement.

Animal experiments

Experiments were performed in 12-week old male wild type (WT) Sprague-Dawley rats and rats with a
specific inactivation of sEH-P activity, generated using the CRISPR-Cas9 technology as previously
described (9), (Janvier Labs, France). All animal studies were approved by the Animal Ethics Committee

(CENOMEXA #24107) and performed in accordance with the care and use of laboratory Animal’s guide.

For ex vivo mineralization assays, rats were euthanized by intraperitoneal injection of
pentobarbital (120 mg/kg), and the thoracic and abdominal aortas were dissected as
previously described (10). After removal of fat and connective tissues, the vessels were cut
into 2- to 3-mm rings and placed in regular medium (DMEM 6546, Sigma-Aldrich),
containing 0.9 mM inorganic phosphate (Pi), or in high-phosphate DMEM with 3.8 mM
Pi to induce vascular calcification, supplemented with 10% FBS at 37°C in 5% CO for 7
consecutive days. The medium was changed at days 3 and 6.

For in vivo experiments, WT and sEH-P Kl rats were submitted to a two-step surgical procedure to
induce CKD or a sham surgery. The first step of the surgical procedure consisted in the ligation of the
upper branch of the left kidney artery, followed by a cauterization of the lower pole of the left kidney,
leading to 2/3 of non-functioning left kidney. One week later, the right kidney was removed, inducing
5/6 nephrectomy (5/6 Nx). Sham animals underwent laparotomy and manipulation of both kidneys,
without removing them, before wound closure. Assessment of cardiovascular and renal parameters

was performed 10 weeks after surgery.
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Human VSMC experiments

Human arterial tissues were obtained from patients undergoing aortic surgery, who gave
written informed consent, and studies were conducted in accordance with the Principles
of Good Clinical Practice and the Declaration of Helsinki and approved by the local
ethical committees (Protocol number 2009-19). Aortic vascular smooth muscle cells
(VSMC) were isolated from aortic lesion-free explants as previously described (10). For
mineralization assays, human VSMC were cultured between P3 and P8 (100 000
cells/well; 6-well plates) in regular (0.9 mM Pi) or high-phosphate DMEM (3 mM Pi)
supplemented with 1% FBS at 37°C in 5% CO for 14 consecutive days. The medium was

changed every 2 to 3 days.

Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism software 8.0.2. Group effects were
determined by one-way ANOVA or repeated measures ANOVA with Bonferroni's post hoc test unless
differentially indicated. Data are presented as mean + SEM values. Two-sided P values less than 0.05

were considered statistically significant.
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RESULTS

Ex vivo an in vitro experiments

Inhibition of sEH-P, using N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC) (15), induced a dose-dependent
decrease in the calcium content of aortic rings cultured in high-phosphate conditions (Figure 1A). As
illustrated by Alizarin red and Von Kossa staining (Figure 1B), this effect was obtained since the
concentration of 1 pM that was shown to not reduce aortic viability in contrast to 10 uM AFC
(Supplementary Figure 1). AFC at 1 uM also prevented the increase in the mRNA expression levels of
the osteochondrogenic markers Msx2 and Sox9 without modifying SMMHC and Runx2 mRNA
expression levels (Figure 1C). In addition, AFC increased the level of the calcification inhibitor
pyrophosphate anions (PPi) in the culture supernatant of aortic rings cultured in high-phosphate
conditions (Figure 1D). Although the increase in the 18:1 MAG-to-18:1 LPA ratio without change in
14,15-DHET-to-14,15-EET ratio in the culture supernatant (Supplementary Figures 2A and 2B)
suggested the efficient inhibition of sEH-P activity and no change in sEH-H activity with 1 uM AFC, we
confirmed the anticalcifying effect of sEH-P inhibition using the recently-developed and more specific
SEH-P inhibitor SWE101 (Figure 1E) (16). In addition, aortic rings isolated from sEH-P knock-in (KI) rats,
generated using the CRISPR-Cas9 technology as previously described (9), were less prone to calcify
compared to aortic rings isolated from control wild-type (WT) rats when cultured in similar high-

phosphate conditions (Figure 1F).

Then, we explored the mechanism that could be involved in the prevention of calcification associated
with sEH-P inhibition. First of all, deendothelialization of aortic rings prevented the effect of AFC
against calcium deposition (Figure 2A). In addition, AFC did not affect high-phosphate-induced
calcification of primary human aortic smooth muscle cells (HASMC) and VSMC isolated from Kl and WT
rats similarly calcified when cultured in high-phosphate conditions 2B and 2C). This demonstrates that
the endothelium plays a major role in the anticalcifying effect associated with sEH-P inhibition.

However, an interaction between sEH-P and endothelial NO-synthase (eNOS), previously suggested
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from in vitro experiments (17,18), appeared not involved. Indeed, the concentration of the NO
metabolite nitrite in the culture supernatants were not affected by AFC and the addition of the eNOS
inhibitor Nw-Nitro-L-arginine (L-NNA) did not reverse the impact of AFC on aortic calcium deposition
(Supplementary Figure 3A and 3B). Based on the previously-demonstrated efficiency of sEH-P to
metabolize molecules containing a pyrophosphate moiety (8) and the increase in PPi associated with
sEH-P inhibition, kinetic experiments were performed on recombinant sEH. We demonstrated that rat
and human sEH are efficient in hydrolyzing PPi and that this hydrolysis is reduced when inhibiting sEH-
P with SWE101 (Figure 3A, 3B and 3C). Moreover, we observed that human aortic endothelial cells
(HAEC) cultured in standard conditions release PPi over time (Figure 3D). Furthermore, addition of
exogenous LPA did not affect aortic ring calcification induced by high-phosphate even if sEH-P is
inhibited (Supplementary Figure 4), but the blockade of PPARy, which mediate the effects of
intracellular LPA (9,19), using the cell-permeable antagonist T0070907 (9,20) abolished the prevention
of aortic ring calcification by SWE101 (Figures 4A and 4B). Altogether, these results strongly support
the hypothesis that the anticalcifying effect of sEH-P inhibition is due to a reduced degradation of PPi

produced by endothelial cells and of intracellular LPA mediating PPARy activation.

In vivo experiments

To assess whether sEH-P inhibition is effective in preventing vascular calcification in vivo, we induced
chronic kidney disease (CKD) by subtotal nephrectomy in sEH-P Kl rats and control WT rats. We first
confirmed the efficient inhibition of sEH-P activity in the renal tissue of knock-in rats without significant
change in sEH-H activity (Supplementary Figure 5). Over the 10-week follow-up period after surgery,
mortality rate was similar in sEH-P knock-in rats and control rats (Supplementary Figure 6) and CKD
developed similarly in both strains, as shown by the parallel increase in plasma creatine and urea, the
reduction of glomerular filtration rate, estimated using transdermal measurement of FITC-sinistrin

clearance, and the increased albuminuria in nephrectomized WT and Kl rats compared to
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corresponding sham-operated rats (Figures 5A, 5B, 5C and 5D). In addition, the degree of polyuria and
polydipsia degree were similar in both strains (Supplementary Figures 7A and 7B) as well as histological

lesions (Supplementary Figure 8).

In this context and despite the absence of change in the blood calcium-phosphate product
(Supplementary Figure 9), nephrectomized WT rats displayed aortic calcification, as shown by the
increase aortic calcium content and Alizarin red staining compared to sham-operated rats (Figures 6A
and 6B). Importantly, the development of aortic calcification was fully prevented in sEH-P knock-in rats
(Figures 6A and 6B). In addition, the degree of vascular dysfunction associated with CKD was lesser in
SEH-P knock-in rats compared to WT rats (Figures 6C). At the cardiac level, left ventricular (LV)
hypertrophy and dilatation was reduced in nephrectomized sEH-P knock-in rats compared to
nephrectomized WT rats, as shown by the decrease in the LV weight-to-tibia length ratio and in end-
diastolic LV wall thickness and LV diameter (Figures 6D and 6E). In addition, sEH-P Kl partially prevented
the development of LV fibrosis induced by nephrectomy (Figure 6F). In contrast, sEH-P knock-in did
not appear to prevent the development of cardiac diastolic dysfunction, illustrated by the increase in
the E/e’ ratio with nephrectomy (Figure 6G), without change in systolic function i.e., cardiac output

and fractional shortening (Figures 6H and 6l).
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DISCUSSION

The major finding of the present study is that sEH-P is involved in vascular calcification through the

degradation of PPi together with LPA-mediated PPARy activation.

First, ex vivo experiments demonstrated that the pharmacological or genetic inhibition of sEH-P reduce
the calcification of rat aortic rings submitted to high-phosphate conditions. This was notably associated
with a prevention of the increase in mRNA expression levels of Msx2 and Sox9 induced by high-
phosphate, showing a decrease in the osteochondrogenic transition of VSMC. The osteogenic factor
Msx2 and the chondrogenic factor Sox9 exert opposite effects on Runx2 expression level that may
explain the absence of significant effect of sEH-P on its expression (21). In fact, we previously observed
that inhibition of sEH-H enhances Runx2 expression (10), while inhibition of sEH-P downregulates Msx2
and Sox9, which act upstream of Runx2 (21), we can hypothesize that sEH phosphatase domain exerts
its deleterious role at an early stage of the vascular calcification process while the role of the sEH
hydrolase domain may be more important thereafter. In this way, no change in Msx2 and Sox9
expression levels was observed in human carotid calcified plaques, while Runx2 expression was
markedly increased and inversely correlated with sEH expression (10), supporting a more marked

impact of the hydrolase domain at this advanced stage of the disease.

Next, the absence of a preventive effect of sEH-P inhibition on deendothelialized aortic rings and on
human and rat VSMC strongly supports the hypothesis that endothelium-dependent mechanisms are
involved in the anticalcifying effect of sEH-P, as previously shown for sEH-H that metabolizes the
procalcifying endothelial factors EETs (10). We cannot demonstrate that the potentiation of eNOS
pathway, which may prevent vascular calcification (22,23) is involved in the effects of sEH-P inhibition,
in contrast to what was previously observed in endothelial cells stimulated with VEGF or statins (17,18).
Next, we focused on PPi that is a known direct inhibitor of the formation and growth of phosphate-
calcium crystals, mainly hydroxyapatite (24-26). We demonstrated that PPi is a natural substrate of

sEH-P and gave evidences that the prevention of PPi degradation originated from endothelial cells is a
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main mechanism involved in the anticalcifying effects of sEH-P inhibition. This suggests that sEH is the
main enzyme involved in the catabolism of intracellular PPi, while tissue-nonspecific alkaline
phosphatase (TNAP) mediates its degradation at the extracellular level, and that both pathways
regulate Pi/PPi balance and vascular mineralization (26). Furthermore, as previously shown for the
potentiating effect of SEH-P inhibition on thermogenesis (9), blockade of the LPA intracellular receptors
PPARYy also alleviates this anticalcifying effect. This result is consistent with numerous studies showing
the preventive effect of PPARy activation against vascular calcification through downregulation of the
Wingless and Int-1 (WNT) signaling pathway (27,28). Interestingly, these two substrates of sEH-P PPi
and LPA are formed by enzymes of the same family that are the ectonucleotide
pyrophosphatases/phosphodiesterases (eNPP1 and eNNP2, also termed autotaxin, respectively).
Although a similar role for eNPP1 and eNPP2 at the intracellular level remains elusive, many other

enzymes/enzymatic pathways contribute to the intracellular production of PPi and LPA (29,30).

Furthermore, in the absence of modification in the degree of renal alterations induced by subtotal
nephrectomy, the comparison of WT and sEH-P Kl rats allowed to finally demonstrate that the
inhibition of sEH-P efficiently prevents the development vascular calcification in vivo. These data
extend recent results showing that sEH also regulate vascular calcification by interacting with and
regulating Sirtuin-3 expression (11). Thus, part of the decrease in aortic calcification observed in sEH
knockout mice fed a high adenine and phosphate diet may be also at least partly related to the
suppression of sEH-P activity (11). Importantly, the preventive effect of sEH-P against vascular
calcification in the present work was associated with an improvement in vascular function and cardiac

remodeling, further highlighting the interest of this therapeutic approach in the context of CKD.

Altogether our results show that sEH-P contributes to the development of vascular calcification by the
degradation of the mineralization inhibitor PPi in endothelial cells and by reducing LPA-mediated
activation of PPARY. It appears thus that sEH plays a dual role on the vascular calcification process with

opposite roles of its phosphatase and hydrolase domains, the latter previously shown to be rather
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protective limiting EET-mediated increase in TNAP activity (9) (Graphical abstract). Moreover, this
study demonstrates that sEH-P inhibition represents a unique therapeutic opportunity to prevent
vascular calcification in aging and in diseases such as CKD, and to finally help improving the
cardiovascular prognosis of patients. In this way, the need for the development of new orally-available

specific sEH-P inhibitors appears of crucial importance.
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Figure 1. Relative calcium content of aortic rings cultured during 7 days in normal (0.9 mM inorganic phosphate, Pi) and high-phosphate (3.8 mM Pi) conditions,
in absence and in presence of increasing concentrations of the sEH-P inhibitor N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC; A), and representative images of Alizarin
red and Von Kossa staining (B). Aortic mRNA expression levels of the contractile marker smooth muscle myosin heavy chain (SMMHC) and of the

osteochondrogenic markers Msh homeobox 2 (Msx2), sex determining region Y-box 9 (Sox9) and runt-related transcription factor 2 (Runx2) (C) and
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pyrophosphate anions (PPi) levels in culture supernatants (D) after 7 days of culture in 0.9 and 3.8 mM Pi conditions, in absence and in presence of AFC 1 uM.
Relative aortic calcium content of aortic rings cultured during 7 days in 0.9 and 3.8 mM Pi in absence and in presence of the sEH-P inhibitor SWE101 (E) and
of aortic rings isolated from WT and sEH-P Kl rats cultured during 7 days in 0.9 and 3.8 mM Pi (F). Mean and SEM values are shown and group effect was

determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, *** P<0.0001.
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Figure 2. Relative calcium content of intact (E+) and deendothelialized (E-) aortic rings cultured during 7 days in high-phosphate (3.8 mM Pi) conditions, in
absence and in presence of the sEH-P inhibitor N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC; A). Relative calcium content of human aortic smooth muscle cells (HASMC)
cultured during 14 days in normal (0.9 mM Pi) and high-phosphate (3.0 mM Pi) conditions, in absence and in presence of 1 uM AFC (B) and of aortic vascular
smooth muscle cells (VSMC) isolated from WT and sEH-P Kl rats cultured during 14 days in 0.9 and 3.8 mM Pi (C). Mean and SEM values are shown and group

effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test. *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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shown and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test. *P<0.05, ****P<0.0001.
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determined by one-way ANOVA or repeated measured ANOVA with Bonferroni's post hoc test. **P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. PPi levels measured in the
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supernatants of human aortic endothelial cells (HAEC) cultured in standard conditions during 0, 3, 5 and 6 days (n=2-4; D). Mean and SEM values are shown

and P value is from linear-trend ANOVA.
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Figure 5. Plasma creatinemia (A), urea nitrogen (B), estimated glomerular filtration rate (GFR, C) and 24h-urinary albumin (D) determined 5 and/or 10 weeks

after surgery in WT and sEH-P KI sham-operated and 5/6 nephrectomized rats (5/6Nx). Mean and SEM values are shown and group effect was determined by

one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test. *P<0.05, ****P<0.0001.
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Figure 6. Calcium content and representative Alizarin red staining (A) of aortas, flow-mediated dilatation of second mesenteric resistance artery (B), left
ventricular (LV) weight-to-tibia length ratio (C), LV anterior wall thickness (D), LV end-diastolic diameter (E), LV ventricular fibrosis and representative Sirius
red staining (F), LV E/e’ ratio (G), LV fractional shortening (H) and cardiac output (I) determined in WT and sEH-P KI sham-operated and 5/6 nephrectomized
rats (5/6Nx). Mean and SEM values are shown and group effect was determined by one-way ANOVA (A, C-F) or repeated measures ANOVA (B) with Bonferroni's

post hoc test. ¥*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. """P<0.0001 vs. WT sham. ****P<0.0001 vs. WT 5/6Nx.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

In vitro and ex vivo experiments

Pharmacological agents

Inhibition of the phosphatase domain of soluble epoxide hydrolase (SEH-P) was first obtained
using N-Acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC; 63270, Cayman Chemical Company). AFC has a
IC50 value against SEH phosphatase of around 0.84+0.9 uM and nonspecific effects i.e.,
inhibition of methyl transferase enzymes, at a concentration higher than 20 uM.*? To confirm
the results obtained with AFC, complementary experiments were performed with the recently-
validated more specific sEH-P inhibitor 4-(4-(3,4-Dichlorophenyl)-5-phenyloxazol-2-
yl)butanoic acid (SWE101: 1 uM) that exhibits a a CI150 value of 0.058+0.005 uM.3 The role
of NO-synthase and PPAR gamma was assessed using co-treatment of aortic rings with their
inhibitors No-Nitro-L-arginine (L-NNA: 100 uM; Sigma-Aldrich) and T0070907 (1 uM;

Tocris Bioscience) respectively.

LC-MS/MS analysis

To monitor the impact of AFC on sEH enzymatic activities, 14,15-EET, 14,15-DHET, oleoyl-
L-a-lysophosphatidic acid (oleoyl-LPA) and its metabolite 1-oleoyl-rac-glycerol (OG) were
quantified in the aortic culture supernatant at day 6 by liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry as previously descrived.* 14,15-EET and 14,15-DHET analysis was
performed after protein precipitation, lipids extraction and saponification. Briefly, 300 uL of
culture supernatant were spiked with 10 pL of internal standards (14,15-EETds and 11,12-
DHETd;: at 200 ng/mL) and 1mL of methanol was added for protein precipitation. After
centrifugation, the supernatant was collected and lipids were extracted with dichloromethane

after acidification with formic acid. The organic layer was evaporate to dryness under a gentle
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stream of nitrogen. The crude extract was saponified with sodium hydroxide at +90°C for 20
min to release fatty acids into their free form. Then, the sample was acidified with formic acid
and EETs and DHETSs wee extracted with a second extraction. The sample was once again
evaporate to dryness and reconstituted in 100pL of methanol. Chromatographic separation was
performed on a Kinetex C18 column (2.6-um particle size, 50-mm length X 3-mm inner
diameter). The autosampler temperature was set at 8 °C, the column oven at 30 °C, the injected
volume was 20 pL, and the flow rate was 600 uL/min. The mobile phase was 0.2% formic acid
in MeOH (solvent A) and 2 mM ammonium formate with 0.2% formic acid in water (solvent
B). The elution was started with 95% B (0-0.5 min), 95-20% B (0.5-1 min), 20-10% B (1-4
min)10-5% B (4-5 min), 5-95% B (5-6 min), 95% B (6-7.5 min). The following multiple
reaction monitoring (MRM) transitions m/z 319.1 to m/z 219.1 and m/z 337.1 to m/z 207.1 in
negative ion mode were used to detect 14,15-EET and 14,15-DHET respectively.

For the determination of oleoyl-LPA and OG, 200uL of methanol (MeOH) was added to 100
ML of culture supernatant ina 1.7 mL Eppendorf tube. The sample was thoroughly vortexed for
10 seconds and centrifuged at 16,100 x g for 5 min. Chromatographic separation was achieved
on a Kinetex C18 column (2.6-um particle size, 50-mm length x 3-mm inner diameter). The
autosampler temperature was set at 8 °C, the column oven at 30 °C, the injected volume was
20 pL, and the flow rate was 500 pL/min. The mobile phase was 1% acetic acid in MeOH
(solvent A) and 10 mM ammonium acetate with 1% acetic acid in water (solvent B). The elution
was started with 30% B (0-0.5 min), 30-1% B (0.5-3 min), 1% B (3-9 min), 1-30% B (9-10
min), 30% B (10-12 min). The following MRM transitions m/z 435 to m/z 152.9 in negative
ion mode and m/z 357.2 to m/z 265.1 in positive ion mode were used to detect oleoyl-LPA and

OG respectively.

Chemiluminescence assay
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The concentrations of the NO metabolite nitrite were determined in the culture supernatant of
aortic rings at day 6 using a tri-iodide/ozone-based chemiluminescence assay.® Thawed culture
supernatant (250 pL) was injected into a glass purge vessel containing acidified tri-iodide
solution, at room temperature, and actively purged with nitrogen in-line with a gas-phase
chemiluminescence NO analyzer (NO Analyzer 280, Sievers). The tri-iodide solution rapidly
reduces NO metabolites, mainly nitrite (>95% in plasma), to NO gas, which is measured by its
gas-phase chemiluminescent reaction with ozone:

NO + O3 & NO;" + O>

NO2" = NO; + hv

The excited state of nitrogen dioxide emits light, which is then detected by a photomultiplier
tube. Quantification of nitrite in a sample involves the conversion of the NO Analyzer signal
into actual concentration using a calibration curve drawn from standard nitrite solutions

prepared in phosphate buffer.

Viability assay

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT; M5655, Sigma-Aldrich), a yellow
tetrazole reduced to purple formazan in living cells, was used to determine the viability of aortic
rings. The MTT substrate was prepared in a PBS solution at a final concentration of 0.05
mg/mL. Aortic rings were incubated in MTT solution during 1 hour at 37°C and 5% CO,. The
MTT solution was then removed and the aortic rings were left 2 hours at room temperature.
DMSO was added to dissolve formazan and changes in absorbance at 570 nm, which is directly

proportional to the quantity of viable cells, were measured.

Quantification of calcium deposition
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Aortic segments or human VSMC were washed once with PBS and then decalcified with 0.6 N
HCI overnight at 4°C. The calcium content in the HCI supernatant was colorimetrically
analyzed with the o-cresolphthalein complexone method.® Briefly, a solution of ortho-
cresolphtalein complexone at 300 pM (P5631, Sigma-Aldrich) is prepared with 8-
hydroxyquinoline 16 mM (252565, Sigma-Aldrich) in 2-amino-2-methyl-1-propanol 0.5M
distilled water solution (pH=10.5; Sigma-Aldrich) and heated for 2 hours. For the
quantification, 25 pl of HCI supernatants are added to 150 ul of ortho-cresolphtalein solution
in 96-well plates. Plates are shacked for 15 min at 500 RPM and the absorbance is then
measured at 565 nm. Calcium content in aortic rings were corrected by aortic dry weight with

aortas dried overnight at 37°C.

Pyrophosphate (PPi) assays
PPi concentrations in the culture supernatant of aortic rings were determined by the use of a

fluorogenic pyrophosphate sensor using the manufacturer instructions (MAK168 Sigma
Aldrich).® Briefly, samples were diluted (1/5 assay buffer) and 20 pL were mixed with 20 pL
of PPi sensor. Fluorescence was read within 15 min using microplate reader (Flexstation,
Molecular Devices; Aex =316/Aem = 456 nm). After background signal (no PPi) removal, the
concentration was determined from a PPi standard curve (107 to 10* M).

PPi assays hsEH and rsEH Christophe

Immortalized human aortic endothelial cells (HAEC; ATCC CRL-4052) were cultured in 12-
well plates with endothelial cell growth kit-VEGF (ATCC PCS-100-041) and supplemented by
10 units/ml penicillin and 10 pg/ml streptomycin (P4333, Sigma Aldrich) at 37°C in humidified
atmosphere with 5% CO». Culture medium was removed after 3 to 6 days of culture for
measurements of PPi levels (PPi kit). Results were normalized to PPi levels measured in culture

medium removed from wells without cells.
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Histological assessment of the osteochondrogenic differentiation
Samples were cryopreserved in OCT (Optimum Cutting Temperature, O.C.T Compound,

Sakura® Finetek). Seven pm-thick cross sections were obtained perpendicularly to the vessels
(Leica® CM 1850 Cryostat). Briefly, the slides were stained 2 minutes with Alizarin Red S
solution (40 mmol/Il, pH=4.2, at room temperature) to observe specifically calcium ions. Slides
were then immersed successively in 3 baths (100% acetone, acetone-toluene (1:1) and 100%
toluene) to dehydrate them completely. Von Kossa staining (VK) was used to identify divalent
ions. The slides were fixed by ethanol with 2 successive baths for 5 minutes. A 1% silver nitrate
solution was added in the dark for 30 minutes and slides were then rinsed with water. Sodium
thiosulfate (5%) was added for 5 minutes, rinsed in water and Kernechtrot counterstain was
added (0.2% Kernechtrot in aqueous solution, 5% aluminium sulfate) for 5 minutes. The slides

were washed with water and dehydrated with 100% EtOH and toluene before observations.

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted using the RNA isolation kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Then 500
ng RNA was reversed transcribed into cDNA using the ‘High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit' (Applied Biosystems) according to the manufacturer's instructions. Primers
for the osteochondrogenic transcription factor genes Runt-related transcription factor 2
(Runx2), Msh homeobox 2 (Msx2), and sex determining region Y-box 9 (Sox9), the contractile
marker smooth muscle myosin heavy chain (SMMHC), , and GAPDH were from Eurogentec
(See Supplementary Table 1). The quantitative PCR was performed on Biorad CFX connect
RealTime System using SYBR Green Master Mix and RNA expression levels of the different

genes were corrected for GAPDH.
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In vivo experiments

Renal Parameters

Water intake and 24-h urine volume were obtained 5 and 10 months after surgery in rats placed
in metabolic cages. Plasma creatinine, urea and the calcium-to-phosphorus product were
assessed using enzymatic methods 5 and 10 weeks after surgery thanks to 100 pL-retro-orbital
blood collection and aortic blood sampling respectively in rats anesthetized with 1-2%
isoflurane. Transcutaneous measurement of glomerular filtration rate (GFR) was performed 9
weeks after surgery by using fluorescein-isothiocyanate-labelled sinistrin in freely moving rats
as previously described.” The remnant kidney of nephrectomized rats and the left kidney of
sham-operated rats were removed and weighted at sacrifice. The kidney weight was normalized
to tibia length. In addition, Masson's trichrome staining of paraffin-embedded kidney sections
was used for semi-quantitative scoring of glomerular, tubular injury, interstitial inflammation

and interstitial fibrosis as previously described.®

Cardiac parameters

Echocardiography was carried out 9 weeks after surgery under light anesthesia (1-2%
isoflurane) using a Vivid 7 ultrasound echograph (GE Healthcare, Buc) equipped with a M12L
linear probe operating at 14 MHz and fitted out with Echopac PC software (GE Medical
Systems). All echocardiography studies were performed and analyzed by a single operator.
Briefly, a two-dimensional parasternal long axis view of the left ventricle was obtained at the
level of the papillary muscle, in order to record M-mode tracings. Left-ventricular (LV) end-
diastolic (EDD) and systolic diameters (ESD), and end-diastolic anterior LV wall thickness
were measured by the American Society of Echocardiology leading-edge method from at least
3 consecutive cardiac cycles. LV fractional shortening (FS) was calculated from the variation

in LV diameters as FS (%)=((LVEDD-LVESD)/LVEDD)x100. In addition, LV outflow
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velocity was measured by pulsed-wave Doppler, and cardiac output was calculated as CO =
aortic VTI x [t x (LV outflow diameter/2)2] x heart rate, where VTI is velocity—time integral,
as described previously.® Doppler measurements were made at the tip of the mitral leaflets for
diastolic filling profiles in the apical four-chamber view, allowing to determine the E/e’ ratio
(mitral inflow E wave/e’ tissue Doppler mitral annulus velocity), as estimate of diastolic
function. Rat hearts were removed and dissected. The LV weight was normalized to tibia length.

In addition, Sirius red staining of LV cryosections was used for collagen determination.

Vascular parameters

At sacrifice, endothelium-dependent flow-mediated dilatation was assessed on second
mesenteric resistance artery segment. Briefly, the mesentery was removed and placed in cold
oxygenated Krebs buffer. A 2-3 mm segment of third mesenteric resistance artery segment was
isolated and mounted on an arteriograph (DMT, Denmark). Vessels were pre-constricted using
10° M phenylephrine before assessing the dilatory response to stepwise increase in intraluminal
flow (0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 and 200 pL/min). In addition, the thoracic aorta was removed
and cut in half. One segment was washed once with PBS and then decalcified with 0.6 N HCI
overnight at 4°C. The calcium content in the HCI supernatant was colorimetrically analyzed
with the o-cresolphthalein complexone method cresol-phtalein method.® Calcium content in
aortic rings were corrected by aortic dry weight with aortas dried overnight at 37°C. In addition,
calcium deposition was evaluated on the second thoracic segment using 7 pm-thick histological

slices stained with Alizarin red.
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SUPPLEMENTARY TABLE

Supplementary Table 1. Primers used for quantitative RT-PCR

Forward (5'-3")

Reverse (3'-5")

GAPDH

Runx2

Msx2

Sox9

SMMHC

TATGATGACATCAAGAAGGTGG

CCTCTGACTTCTGCCTCTGG

CAGAACCGAAGGGCTAAGGCA

GTGCTGAAGGGCTACGACTGG

CAGTATTTGGCTGTGGTGGC

CACCACCCTGTTGCTGTA

GATGAAATGCCTGGGAACTG

GTAGGAGGCGCTGTATATGG

GCAGATGCGGGTACTGGT

CATTGCCGAAAGCCTCCAGG
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Figure S1. Viability of rat aortic rings cultured during 7 days in high-phosphate conditions (Pi

3.8 mM) in absence and in presence of N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC) at 1 and 10 pM,

assessed using a methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium assay. Mean and SEM values are shown

and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test.

****p<0.0001.
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Figure S2. Ratio of 18:1 lysophosphatidic acid-to-18:1 monoacylglycerol (18:1 MAG/18:1

LPA; A) and of 14,15-epoxyeicosatrienoic acid-to-14,15-dihydroxyeicosatrienoic acid (14,15-

EET-to-14,15-DHET; B) in the supernatants of aortic rings cultured during 7 days in normal

(0.9 mM inorganic phosphate, Pi) and high-phosphate (3.8 mM Pi) conditions, in absence and

in presence of 1 uM N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC). Mean and SEM values are shown

and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test. *P<0.05;

**pP<0.01.
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Figure S3. Nitrite levels in the supernatants of aortic rings cultured during 7 days in normal
(0.9 mM inorganic phosphate, Pi) and high-phosphate (3.8 mM Pi) conditions, in absence and
in presence of 1 UM N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine (AFC). Relative calcium content of aortic
rings cultured in 3.8 mM Pi during 7 days, in absence and in presence of 1 uM AFC alone and
associated with the NO-synthase inhibitor L-NA at 10 uM. Mean and SEM values are shown
and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test. *P<0.05;

***P<0.001.
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Figure S4. Relative calcium content of aortic rings cultured during 7 days in high-phosphate
(3.8 mM Pi) conditions, in absence and in presence of 1 UM N-acetyl-S-farnesyl-L-cysteine
(AFC), 10 uM lysophosphatid acids (LPA) and their combination. Mean and SEM values are

shown and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test.

*P<0.05.
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Figure S5. Soluble epoxide hydrolase (sEH-H) and phosphatase (SEH-P) activities measured
in renal tissue of WT and sEH-P KI rats. Mean and SEM values are shown and group effect

was determined by Mann-Whitney test. **P<0.01.
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Figure S6. Twelve-week survival after surgery of WT and sEH-P KI sham-operated and 5/6
nephrectomized rats (5/6Nx). Group effect was determined by log-rank test (Mantel-Cox).

*P<0.05 vs. Sham WT, **P<0.01 vs. Sham KI.
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Figure S7. Urine volume (A) and water intake (F) measured 5 and 10 weeks after surgery in WT and sEH-P KI sham-operated and 5/6

nephrectomized rats (5/6Nx). Mean and SEM values are shown and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc

test. *P<0.05, ****P<0.0001.
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Figure S8. Representative images of kidney Trichome Masson staining (A) and scoring of interstitial inflammation (B), tubular damage (C) and
glomerular sclerosis (D) lesions in WT and sEH-P KI sham-operated and 5/6 nephrectomized rats (5/6Nx). Mean and SEM values are shown and

group effect was determined by Kruskal-Wallis test with Dunn’s post hoc test. **P<0.01.
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Figure S9. Plasma calcium-to-phosphore product measured 5 and 10 weeks after surgery in
WT and sEH-P KI sham-operated and 5/6 nephrectomized rats (5/6Nx). Mean and SEM values
are shown and group effect was determined by one-way ANOVA with Bonferroni's post hoc

test.
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Abstract: Introduction. This study addressed the hypothesis that subtotal nephrectomy associated with a

Academic Editor: Rihab Bouchareb high-phosphorus diet (5/6Nx + P) in rats represents a suitable animal model to mimic the cardiovascular
consequences of chronic kidney disease (CKD) including calcified aortic valve disease (CAVD). Indeed, the
latter contributes to the high morbidity and mortality of CKD patients and sorely lacks preclinical models for
pathophysiological and pharmacological studies. Methods. Renal and cardiovascular function and structure
were compared between sham-operated and 5/6 Nx rats + P 10 to 12 weeks after surgery. Results. As
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expected, 11 weeks after surgery, 5/6Nx + P rats developed CKD as demonstrated by their increase in
plasma creatinine and urea nitrogen and decrease in glomerular filtration rate, estimated by using
fluorescein-isothiocyanate-labelled sinistrin, anemia, polyuria, and polydipsia compared to sham-operated

animals on a normal-phosphorus diet. At the vascular level, 5/6Nx + P rats had an increase in the calcium
content of the aorta; a decrease in mesenteric artery dilatation in response to a stepwise increase in flow,
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1 Introduction

Despite major therapeutic advances, cardiovascular morbidity and mortality remain high in patients with
chronic kidney disease (CKD) mainly due to the deleterious effects
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the mechanisms involved in the
development of aortic stenosis
and test new therapeutic
strategies at an early stage of
the disease.
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of uremic toxins on the cardiovascular system [1,2]. Among their
effects, the potentiation of the development of ectopic calcification in
arteries but mostly in cardiac valves remain poorly studied due in
particular to the lack of representative animal models [2—4]. Calcified
aortic valve disease (CAVD) is a slow and progressive disorder that
ranges from mild valve thickening without obstruction of blood flow,
termed aortic sclerosis, to severe calcification with impaired leaflet
motion that characterize aortic stenosis. CAVD is highly prevalent and
aortic stenosis progresses more rapidly in CKD patients than in the
general population, contributing to increase cardiac afterload that
further aggravates cardiac remodeling and dysfunction and significantly
reduces survival [3,4]. To date, the mechanisms involved in the
development of CAVD are poorly understood, and no specific
therapeutic strategies are available. This is notably due to the absence
of adequate animal models that truly mimic human AS [5,6]. Recently, it
was proposed that the induction of CKD using subtotal nephrectomy
associated with a high-phosphorus diet (5/6Nx + P) can promote aortic
valve calcification, but the associated modifications in cardiovascular
structure and function have to be evaluated [7].

In this context, the aim of the present study was to perform a
comprehensive cardiovascular phenotyping of 5/6Nx + P rats with
particular emphasis on the development of CAVD.

2. Methods

2.1. Animals and Experimental Procedures

All procedures were performed in accordance with the standards and
ethical rules (CENOMEXA #24107). Twenty-four 10-week-old male
Sprague—Dawley rats were purchased from Janvier Labs (Le Genest-
Saint-Isle, France) and were aged until 18 weeks old, weighing 500-600
g. Then, 16 rats were submitted to a two-step surgical procedure
performed by a single trained experienced operator (H.M.) in order to
ensure reproducibility. The first step of the surgical procedure consisted
of ligation of the upper branch of the left kidney artery, followed by a
cauterization of the lower pole of the left kidney, leading to 2/3 of a
non-functioning left kidney. One week later, the right kidney was
removed, inducing 5/6 Nx. Then, 5/6 Nx rats were fed ad libitum a
normal-calcium, high-phosphate diet (pellets containing 1% total
calcium, 1.8% total phosphorus, Safe, Augy, France) until animal
sacrifice 11 weeks after surgery. A group of 8 sham-operated rats
(surgical laparotomy) eating a standard normal-calcium, normal-
phosphate diet (pellets containing 1% total calcium, 0.9% total
phosphorus, Safe) served as controls.
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2.2. Blood and Renal Evaluations

At sacrifice, plasma blood samples were collected to assay creatinine,
urea nitrogen, sodium, potassium, calcium, and phosphorus on Cobas’
analyzer (Roche, Mannheim Germany), as well as white and red blood
cell counts, hemoglobin, and hematocrit levels. Uremic toxins including
indoxyl sulfate, paracresyl sulfate, indole-acetic acid, trimethylamine
oxide, and hippuric acid were assayed in the serum using a liquid
chromatography— tandem mass spectrometry method as previously
described [8]. Next, 24 h urine was collected 8 weeks after surgery
using metabolic cages, allowing for the quantification of sodium,
potassium, calcium, and phosphorus excretion, as well as albuminuria
and creatininuria using the Catalyst Analyzer (IDEXX, Westbrook, ME,
USA). Transcutaneous determination of glomerular filtration rate was
performed 8 weeks after surgery by using fluorescein-isothiocyanate-
labelled sinistrin as previously described [9].

2.3. Vascular Evaluations

Non-invasive measurements of systolic blood pressure were performed
by tail cuff plethysmography (CODA, Kent Scientific Corporation,
Torrington, CT, USA) 10 weeks after surgery. These measurements were
performed in conscious and trained mice and consisted of two series of
10 cycles of measurements for each animal. At sacrifice,
endotheliumdependent flow-mediated dilation was assessed on the
second mesenteric-resistance artery segment. Briefly, the mesentery
was removed and placed in cold oxygenated Krebs buffer. A 2—3 mm
segment of third mesenteric resistance artery segment was isolated and
mounted on an arteriograph (DMT, Aarhus, Denmark). Vessels were
pre-constricted using 10-> M phenylephrine before assessing the
dilatory response to stepwise increase in intraluminal flow (0, 5, 10, 25,
50, 100, and 150 pL/min). Endothelium-independent dilatation to
sodium nitroprusside (10-> M) was assessed in preconstricted vessels. In
addition, the thoracic aorta was removed and cut in half. One segment
was washed once with PBS and then decalcified with 0.6 N HCI
overnight at 4 ° C. The calcium content in the HCl supernatant was
colorimetrically analyzed by the o-cresolphthalein complexone method
[10]. Calcium content in aortic rings were corrected by aortic dry weight
with aortas dried overnight at 37 ° C. In addition, calcium deposition was
evaluated on the second thoracic segment using 7 um thick histological
slices stained with Alizarin red [11].

2.4. Cardiac Evaluations

For transthoracic echocardiography, rats were anesthetized with
isoflurane 2% in 21% oxygen/compressed air at 1 L/min) and placed on a
heated plate to maintain body temperature at 37.5 ° C, the chest
shaved, and a Vivid 7 ultrasound echograph (GE Healthcare, Buc,
France) equipped with a M12L linear probe operating at 14 MHz and
fitted out with Echopac PC software (GE Medical Systems) was used
[10].
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2.4.1. Left-Ventricular Systolic Function

Briefly, a two-dimensional parasternal long-axis view of the left
ventricle was obtained at the level of the papillary muscle, in order to
record M-mode tracings. Left-ventricular

(LV) end-diastolic (EDD) and systolic diameters (ESD) and end-diastolic
anterior and posterior LV wall thicknesses were measured by the
American Society of Echocardiology leading-edge method from at least
3 consecutive cardiac cycles. LV fractional shortening (FS) was
calculated from the variation in LV diameters as FS (%) = ((LVEDD -
LVESD)/LVEDD) x 100, and the LV ejection fraction (EF) was calculated
by the Teicholz formula from LV diameters. Cardiac output (CO) was
calculated by multiplying the stroke volume (the LV end-diastolic
volume minus LV end-systolic volume) by the heart rate.

2.4.2. Left-Ventricular Diastolic Function

Doppler measurements were made at the tip of the mitral leaflets for
diastolic filling profiles in the apical four-chamber view, allowing us to
determine the E/e’ ratio (mitral inflow E wave/e’ tissue Doppler mitral
annulus velocity) as an estimate of diastolic function.

2.4.3. Aortic Valve Assessment

In addition, the aortic valve peak flow velocity and aortic valve mean
gradient were measured in the apical five-chamber view by continuous
wave doppler in systole. The presence or absence of aortic
regurgitation was visualized in this five-cavity view by color Doppler.
Furthermore, aortic stenosis was estimated in two-dimensional
parasternal long-axis view by measuring the aortic valve cusp
separation in systole.

At sacrifice, the heart was harvested and weighed, and a section of the
left ventricle was snap-frozen for subsequent determination of LV
fibrosis, using 8 um thick histological slices stained with Sirius Red as
previously described [12]. In addition, the aortic valve was carefully
dissected and incubated over 24 h at 4 * Cin a solution of a 20 nM
Osteosense 680Ex” (Perkin-Elmer, Waltham, MS, USA) in PBS. This
fluorescent probe binds to hydroxyapatite with high affinity and thus
allows for the detection of microcalcifications. Then, the valve was
rinsed and snap-frozen for subsequent analysis using 8 um thick
histological slices with mounting medium containing DAPI. Pictures
were acquired on an epifluorescence microscope (Axio Imager 1, Zeiss,
Jena, Germany) equipped with an apotome using the Cyanine 5.5 filter
for calcification detection and a DAPI filter for cell nuclei detection.

2.5. Statistics

All data are presented as mean + SEM unless differentially indicated.
Data normality was verified in sham-operated and 5/6Nx + P groups
using the Shapiro—Wilk test. Comparisons between groups were
performed using Student’s t-test for normally distributed data and using
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the Wilcoxon rank-sum test for non-normally distributed data. The
comparison between groups for endothelium-dependent relaxations to
stepwise increase in flow was performed using repeated measures
ANOVA.

3. Results

The mortality rate was 25% in the 5/6Nx + P group during the 11-week
follow-up, while no death was observed in the sham-operated group
(shown in Figure 1a). First of all, 5/6Nx + P rats developed renal failure,
as shown by the increase in plasma urea and creatinine and the
reduction of glomerular filtration rate compared to sham-operated rats
(shown in Figure 1b—d). In addition, 5/6Nx + P rats had polyuria and
polydipsia (shown in Figure 1e,f). Biochemical and hematological
analyses are shown in Table 1. As expected from the experimental diet,
phosphaturia was dramatically increased in 5/6Nx + P rats. Urinary
calcium, sodium, and potassium levels were also all increased in 5/6Nx
+ P rats. However, the plasma levels of calcium and phosphorus as well
as the calcium-phosphorus product remained similar between groups.
In addition, the plasma sodium level was unchanged, but hyperkalemia
was observed in 5/6Nx + P rats as well as hypoproteinemia.
Furthermore, anemia developed in 5/6Nx + P rats as shown by the
decrease in the number of blood erythrocytes and in hemoglobin and
hematocrit levels without change in leukocyte number. As shown in
Table 2, the concentrations of uremic toxins were also increased in the
serum of 5/6Nx + P rats compared to sham-operated rats.
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Figure 1. Eleven-week survival after surgery (a), plasma creatinemia (b), urea nitrogen
(c), glomerular filtration rate (GFR, d), urinary volume (e), and water intake (f) measured
10 to 11 weeks after surgery in sham-operated and 5/6 nephrectomized rats receiving a
high-phosphate diet (5/6Nx + P). * p < 0.05, **** p < 0.0001.
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At the vascular level, 5/6Nx + P rats displayed aortic calcification, as
shown by the increase in aortic calcium content and Alizarin red
staining compared to sham-operated rats (Figure 2a,b). This was
associated with the presence of systemic hypertension as well as
vascular dysfunction, as shown by the impairment of both mesenteric
artery endotheliumdependent and -independent dilatation (shown in
Figure 2c—e).

Table 1. Hematological and biochemical analyses, 9 to 11 weeks after surgery, in sham-
operated rats and 5/6 nephrectomized rats receiving a high-phosphate diet (5/6Nx + P).

Sham 5/6Nx + P
Parameters
n=8 n=11or 12

Blood hematological parameters (at 11 weeks post-surgery)

Leukocytes, x 10°/L 6.51 + 0.46 5.78 +0.53
Erythrocytes, x 1012/L 9.2 +£0.19 6.09 £ 0.41
Hematocrit, % 0.49 £0.01 0.35+0.02
Hemoglobin, g/dL 14.99 + 0.32 10.63 = 0.69
Plasma biochemical parameters (at 11 weeks post-surgery)
Sodium, mmol/L 142.3£0.7 1425+1.1
Potassium, mmol/L 3.87 £0.28 4,49 £0.12
Calcium, mmol/L 2.42 £ 0.07 2.25 £ 0.09
Phosphorus, mmol/L 1.72 £ 0.08 2.06 £0.29
Calcium-phosphorus product 4.15+0.18 4.41+0.44
Proteins, g/dL 5.53 £ 0.09 5.32+0.05
24 h urine biochemical parameters (at 9 weeks post-surgery)
Creatinine, mmol/L 7.05 +£0.83 2.53+0.18
Sodium-to-creatinine ratio 7.4 £0.34 25.6 £1.27
Potassium-to-creatinine ratio 30.4 +0.6 60.5+1.9
Calcium-to-creatinine ratio 0.11 +0.01 0.30+£0.03
Phosphorus-to-creatinine ratio 0.45+0.14 30.71+1.18
Albumin-to-creatinine ratio, mg/mmol 275+ 26 583 £ 105

Data are mean * SEM.

Table 2. Serum concentration of uremic toxins assayed 11 weeks after surgery in sham-
operated rats and 5/6 nephrectomized rats receiving a high-phosphate diet (5/6Nx + P).

Sham 5/6Nx + P
p-Value
n=_§ n=12
Indoxyl sulfate (mg/L) 0.23 £ 0.05 10.73 £1.98 0.0004
Paracresyl sulfate (mg/L) 0.04 +=0.01 8.23 £ 1.19 <0.0001
Indole acetic acid (mg/L) 0.18 £ 0.02 0.45 £ 0.05 0.0002
Triethylamine oxide (mg/L) 0.11 £0.02 1.65 +0.33 0.016
Hippuric acid (mg/L) 211 £0.16 8.23 +1.19 0.0006

Data are mean * SEM.
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Of major importance, immunohistological examination of aortic valve
sections allowed us to demonstrate the presence of hydroxyapatite
crystals in 5/6Nx + P rats but not in shamoperated rats (shown in Figure
3a). In addition, there was an increased CD68+ cells in aortic valves of
5/6Nx + P rats (shown in Figure 3b), demonstrating macrophage
infiltration and inflammation. Echocardiography showed classical
structural and hemodynamical changes associated with aortic valve
calcification, i.e., a decrease in aortic valve cusp separation and an
increase in aortic valve peak flow velocity and aortic valve mean
pressure gradient (shown in Figure 3c—e). In addition, alterations in
cardiac systolic and diastolic function were observed with a slight but
significant decrease in LV fractional shortening, ejection fraction, and
cardiac output, and an increase in the E/e’ ratio (shown in Figure 4a—d),
while cardiac remodeling was supported from the nonsignificant
increase in LV weight and the presence of LV fibrosis (shown in Figure
4e,f).
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Figure 2. Representative images (a) and relative values of calcium content (b) of aortic
rings stained with Alizarin red, systolic blood pressure (c), mesenteric artery
endothelium-dependent dilatation to stepwise increase in flow (d), and endothelium-
independent dilatation to 10~5 M sodium nitroprusside (e) obtained 10 to 11 weeks
after surgery in sham-operated and 5/6 nephrectomized rats receiving a high-phosphate
diet (5/6Nx + P). ** p <0.01, *** p < 0.001.
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Figure 3. Representative images and relative values of hydroxyapatite expression of
aortic valves stained with Osteosense 680Ex” (a), representative images and values of
CD68+ cells per mm2(green and blue staining represent CD68+ cell and DAPI nuclear
marker, respectively) (b), aortic valve cusp separation (c), peak flow velocity (d), and
mean pressure gradient (e) obtained 10 to 11 weeks after surgery in sham-operated and
5/6 nephrectomized rats receiving a high-phosphate diet (5/6Nx + P). ** p <0.01, ****

p < 0.0001.
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Figure 4. Left-ventricular (LV) fractional shortening (a), ejection fraction (b), cardiac
output (c), E/e’ ratio (mitral inflow E wave/e’ tissue Doppler mitral annulus velocity) (d),
LV weight-to-tibia length ratio (e), and representative images of Sirius red-stained LV
sections and level of fibrosis (f) obtained 10 to 11 weeks after surgery in sham-operated
and 5/6 nephrectomized rats receiving a high-phosphate diet (5/6Nx + P). * p < 0.05,
*** n <0.001.

4. Discussion

The major finding of this study is that the induction of CKD by subtotal
nephrectomy in rats combined with a high-phosphate diet allowed us to
promote the development of aortic valvular calcification with classical
structural and hemodynamical repercussions of CAVD.

At this time, no reliable animal model for human CAVD exists,
restraining the determination of the mechanisms involved in the
development of aortic stenosis and the discovery of adequate
therapeutic strategies. Only swine has been shown to spontaneously
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develop CAVD, while rabbit or murine models require genetic and/or
external interventions, are time-consuming, and only a small proportion
of the animals truly develop CAVD [5,6]. For this study, we decided to
focus on a rat model of subtotal nephrectomy associated with a high-
phosphate diet, since CKD remains a major risk factor for the
development of aortic stenosis [3,4], and because one recent work
demonstrates that it is associated with the development of valvular
calcification [7]. We chose a phosphate diet containing 1.8%
phosphorus that allowed for maintaining all other dietary nutrients at
the same values than the normal 1% phosphate diet and a duration of
10 to 11 weeks since a 8-week period appeared to not be sufficient [7].

As expected from this model, 5/6Nx + P rats quickly developed all the
hallmarks of CKD with decreased kidney function, a uremic state, and
anemia. In this context, and despite the absence of change in the
plasma calcium-phosphorus product, 5/6Nx + P rats displayed ectopic
calcification at the arterial level and in the aortic valve. The latter
calcifications were highlighted thanks to the use of a synthetic
fluorescent bisphosphonate, which binds to hydroxyapatite crystals
with high affinity [12], thus allowing us to confirm previous results
obtained using sophisticated methods based on electron microscopy
and X-ray diffraction [7].

As suggested in CKD patients, vascular calcification may contribute to
the development of hypertension and vascular dysfunction in 5/6Nx + P
rats. Importantly, we can demonstrate for the first time using
echocardiography that the aortic valvular calcification and inflammation
is associated with a significant decrease in the aortic valve cusp
separation and an increase in aortic valve peak flow velocity and aortic
valve mean pressure gradient, which are classically used to categorize
patients with CAVD. Although it is not possible to distinguish between
the effects of renal dysfunction/uremic toxins and a putative early
consequence of CAVD, cardiac diastolic and systolic functions were
slightly altered, and cardiac remodeling was already present in 5/6Nx +
P rats. The alteration in systolic function was not previously observed in
this model by Wang et al. [7], but it should be kept in mind that we
used older animals (18-week-old vs. 8-week-old rats) and that the
severity of 5/6Nx and thus of kidney damage may vary notably
depending on the extent of kidney cauterization. In our 5/6Nx + P rats,
the left-ventricular remodeling (as shown by the increase in left
ventricle weight and fibrosis) and both the systolic and diastolic
dysfunctions of the left ventricle (as shown by the decrease in fractional
shortening and the increase in the E/e’ ratio, respectively) were
consistent with type 4 cardiorenal syndrome [13]. This uremic
cardiopathy was associated with an increase in afterload objectified in
vivo by the slight but significant increase in arterial blood pressure and
ex vivo by the impaired endothelial function. This led to the reduction in
cardiac performance (as shown by the decrease in ejection fraction and
cardiac output) that will aggravate until heart failure development.
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This study demonstrates that subtotal nephrectomy combined with a
high-phosphorus diet in SD rats allows us to recapitulate, over a short
period, the cardiovascular hallmarks of CKD including CAVD and its
hemodynamic consequences. A longer follow-up of the 5/6Nx rats on
this high-phosphorus diet may be helpful to potentialize the
development of aortic stenosis and cardiac alterations. However, this
model already represents a promising experimental tool to study the
pathophysiology of CAVD and test the impact of new therapeutic
strategies targeting the valvular calcification process at an early stage,
in the expected way of finally reversing the course of the disease,
improving patients” health, and limiting the need for aortic valve
replacement.
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Etude 3

Effet de I’inhibition de ’activité de la sSEH-P sur le
développement des calcifications de la valve aortique
et de la sténose aortique
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Le RAC est la valvulopathie la plus fréquente dans les pays industrialisés en raison
du vieillissement de la population et de I’élévation de la prévalence des facteurs de risque
cardiovasculaire. Le RAC représente un enjeu majeur de santé publique pour lequel il n’existe
aucun traitement pharmacologique aujourd’hui pour prévenir ou freiner la progression de cette
pathologie. L’objectif de cette étude a été d’évaluer les effets de I’inhibition de ’activité SEH-

P sur le développement de la calcification valvulaire aortique.

Dans un premier temps, nous avons étudié in vitro I’impact de I’inhibition
pharmacologique de la SEH-P sur la calcification de VICs humaines (hVICs) isolées de patients
ayant bénéficié d’un remplacement valvulaire chirurgical. De plus, des valves aortiques issues
de rats de fond genétique Sprague-Dawley sauvages et Kl- pour la SEH-P ont été mises en
culture dans des conditions procalcifiantes afin de déterminer I’impact de I’inhibition de

I’activité de la sSEH-P dans ce contexte.

Afin de confirmer d’étudier les effets de I’inhibition de I’activité sEH-P in vivo sur la
calcification valvulaire aortique, le modéle de néphrectomie subtotale associée a un régime

riche en phosphate précédemment decrit a été utilisé (5/6Nx + P).
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1. Expression du gene de la sEH dans les hVICs

Des PCR quantitatives ont été réalisées afin de déterminer I’expression du gene de
la sEH dans les hVICs issues de valves contrdles (n=3), prélevées chez des patients opérés pour
des chirurgies majeures de 1’aorte, et calcifiées (n=5). L’analyse des résultats a montré une

augmentation significative de 1’expression de la sEH dans les hVICs des valves calcifiées

(figure 26).
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Figure 26: Niveau d’expression génique de la sEH dans les hVICs

Niveau d’expression de la sEH (EPHX2) dans les hVICs issues de valves contréles ou
calcifiées. Les résultats sont exprimés sous la forme d’un rapport de ’ARNm sur le géne de e
de ménage HPRT1. Moyennezécart-type ; Ncontroles = 3 ; Nsténosées = 5.

2. Quantification du calcium dans les hVICs issues de valves calcifiées :
impact de ’inhibition pharmacologique de la sEH-P

La calcification des hVICs a été quantifiée par dosage colorimétrique au o-
crésolphthaléine. Le calcium a été dosé dans des cultures primaires de hVICs incubées en
présence de phosphate inorganique (Pi: 2 mM) utilisé pour induire la calcification. Le Pi
entraine uneaugmentation significative du contenu calcique des hVICs et cette augmentation

est partiellement prévenue par ’inhibiteur de I’activité de la sEH-P, le SWE101 (figure 27).
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Figure 27 : Quantification de la concentration en calcium dans les hVICs

Quantité de calcium dans les hVICs apres 10 jours de culture en [’absence (contréle . CT) et
en présence de Pi a 2 mM associée ou non a du SWE101 (10 M). Moyennezécart-type ;
n=14 ; ***pP < 0,001.

3. Quantification du calcium dans les valves de rats : impact de
Pinhibition génétique de la SEH-P

De la méme facon, la calcification a été induite ex vivo par la culture de valves de
rats sauvages et Kl pour la SEH-P en présence de Pi a 3.8 mM. La présence de dép6ts calciques,
en particulier de cristaux d’hydroyapatite, a été confirmée par [’utilisation d’une sonde
fluorescente (Osteosense). Le Pi entraine une élévation significative de la calcification dans les

valves issues des rats sauvage et 1’abolition de I’activité de la sSEH-P a permis de prévenir

partiellement celle-ci (figure 28)
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Figure 28 : Quantification de la concentration en calcium ex vivo dans des valves murines

Dépots calciques dans les valves issues de rats sauvages (Wilt-type : WT) et KI pour
la SEH-P aprés 7 jours de culture en [’absence et en présence de phosphate
inorganique (Pi : 3.8 mM). Moyennezécart-type ; nwr = 5 ; Nsen-p-ki= 5 ; *P < 0,05,
***pP < 0,001.

4. Modele in vivo de calcification de la valve aortique : impact de
Pinhibition génétique de ’activité de la sEH-P

4.1. Poids corporel et mortalité

Nous avons observe lors du suivi de 11 semaines une baisse significative du poids
corporel des animaux chez les animaux 5/6Nx + P comparativement aux animaux contréles. Ce
déclin de la masse corporelle était plus important chez les animaux invalidés pour la sEH-P
(figure 29A). Le taux de mortalité était de 25 % dans les groupes 5/6Nx + P sans différence

entre les fonds génétiques (figure 29B) .
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Figure 29 : Suivi du poids corporel et de la survie

Suivi de 11 semaines de la masse (A) et de la mortalité (B) chez des rats sauvages (WT) et Kl
pour la sEH-P ayant subi une opération fantdme (sham) ou une néphrectomie subtotale
associée a un réegime riche en phosphate (5/6Nx+P). Moyennexécart-type ; # p<0.001 sham
WT.

4.2. Atteinte rénale

Tout d'abord, les rats 5/6Nx + P ont développé une insuffisance rénale, comme le
montrent l'augmentation de la créatinine plasmatique et la réduction du débit de filtration
glomérulaire par rapport aux animaux contrdles (figure 30A et 30B) . De plus, les rats 5/6Nx +

P présentaient une polydipsie (figure 30C) et une polyurie (figure 30D).
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Figure 30 : Evaluation de la fonction rénale et des parametres biochimiques

A) créatinémie plasmatique ; B) débit de filtration glomérulaire (DFG) ; C) volume urinaire et
consommation d'eau déterminés chez des rats sauvages (WT) et KI pour la SEH-P ayant subi une
opération fantdme (sham) ou une néphrectomie subtotale associée a un régime riche en phosphate
(5/6Nx+P) 10 a 11 semaines apres la chirurgie. Moyennetécart-type ; *P < 0,05 ; ***P < 0,001.

4.3. Calcification de la valve aortique et répercussions hémodynamiques

L'échocardiographie a montré des changements structurels et hémodynamiques
classiques associés a la calcification de la valvule aortique, c'est-a-dire une diminution de
I’espace de séparation des cuspides de la valve aortique et une augmentation de la vélocité
maximale et du gradient moyen de pression transvalvulaire (figure 31A). On observe une

prévention de ces anomalies chez les rat KI pour l’activité sEH-P. De plus, l'analyse
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immunohistologique a permis de montrer que I’invalidation génétique de l’activit¢ sEH-P

entraine une diminution des dépdts d’hydroxyapatite et de [Dinfiltrat inflammatoire

macrophagique au sein de la valve aortique des rats 5/6Nx + P (figure 31B et 31C).
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Figure 31 : Evaluation de la
fonction valvulaire aortique et de
I"'inflammation

A) Distance intercusps, gradients moyen transvalvulaire aortique et vitesse maximale
transaortique ; B, C) images représentatives et valeurs de [’expression des cristaux

d’hydroxyapatite des valves aortiques colorées avec I’Osteosense (rouge) et des
cellule CD68+par mm2 Vert) et les noyaux sont représentés en bleu (DAPI) des rat

WT et sEH-P KI ; Moyennezécart-type ; *P < 0,05, *p < 0,01, ***P < 0,001.
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4.4. Fonction cardiaque

L'évaluation par échocardiographie a montré la présence d’une dysfonction
cardiaque systolique (figure 32A) et diastolique (figure 32B), avec une diminution légére mais
significative de la fraction de raccourcissement du VG et une augmentation du rapport E/e' chez
les animaux sauvages 5/6Nx + P (figure 32B). De plus, la présence d’un remodelage cardiaque
était montrée par l'augmentation non significative du poids du VG et la présence d'une fibrose
du VG (figure 32C). L’inhibition de I’activité sEH-P a permis de corriger a la fois les anomalies

fonctionnelles et de diminuer la fibrose interstitielle du VG.
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Figure 32 : Evaluation de la fonction ventriculaire gauche

A) Fraction d'éjection ; B) rapport E/e' (afflux mitral onde E/vitesse de I'anneau mitral
Doppler tissulaire) ; C) images représentatives de sections du VG colorées en rouge
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Dilatation (%)

Sirius et du niveau de fibrose obtenus 10 a 11 semaines apres la chirurgie. *P < 0,05,
*p < 0,01, ***P < 0,001.

4.5. Fonction vasculaire et pression artérielle

On observe une diminution de la dilatation endothélium-dépendante en réponse au
flux chez les animaux sauvages 5/6Nx + P en comparaison aux animaux contréles et cette
diminution est significativement moindre chez les animaux invalidés pour la sEH-P (figure
33A). De plus, il existe une baisse significative de la dilatation endothélium-indépendante en
réponse au nitroprussiate de sodium (SNP) chez les animaux sauvages 5/6Nx +P WT en
comparaison aux rats controles qui est également prévenu chez les rats KI pour I’activité sEH-
P (figure 33B). D’autre part, 1’élévation de la pression artériclle systolique témoignant du
développement d’une hypertension artériclle chez les animaux 5/6Nx + P est également

prévenue par I’inhibition de I’activité sEH-P (figure 33C).
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Discussion
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Nos résultats mettent en évidence pour la premiere fois le role de I’activité sEH-P
dans la physiopathologie des calcifications cardiovasculaires. Cette activité potentialise le
processus de calcification a travers la dégradation de PPi et des LPAs intracellulaires, ces

derniers étant impliqués dans 1’activation du récepteur PPARY.

Concernant la calcification vasculaire, les expériences tout d’abord menées ex Vivo
ont démontré que la diminution de I’activit¢é de la sEH-P au moyen de nos approches
pharmacologique et génétique aboutit a une baisse de la calcification d’anneaux aortiques de
rat mis en culture dans un milieu enrichi en phosphate. Cette réduction est notamment associée
a la prévention d’une augmentation des niveaux d’expression d’ARNm de Msx2 et Sox9,
induits par ces niveaux élevés de phosphate. Cela indique une diminution de la transition
ostéochondrogénique des CMLVs. Msx2 est un facteur osteogénique, tandis que Sox9 est un
facteur chondrogénique, ces deux facteurs exercent des effets opposés sur les niveaux
d’expression de Runx2. Cela pourrait expliquer pourquoi I’abolition de I’activité sEH-P n’a pas
eu d’effet significatif sur I’expression de Runx2. Ainsi, Varennes et al. ont démontré que
l'inhibition de I’activité de la SEH-H entraine une augmentation de I'expression de Runx2, tandis
que nos résultats montrent que l'inhibition de I’activité sEH-P régule négativement Msx2 et
Sox9, qui sont des régulateurs en amont de Runx2. Ceci suggere que le domaine phosphatase
de la sEH pourrait avoir un effet délétére dans les premiers stades de la calcification vasculaire
alors que le domaine hydrolase de la sEH pourrait jouer un role plus important plus tard dans
le processus. Cette hypothése est étayée par l'observation selon laquelle il n'y a pas de
changement dans les niveaux d'expression de Msx2 et Sox9 dans des plaques calcifiées de
carotides humaines, tandis que I'expression de Runx2 était notablement augmentée et
inversement corrélée a l'expression de sEH (398). Notre étude met également en évidence les
mécanismes par lesquels la sEH-P est impliquée dans la calcification vasculaire, notamment
via la dégradation du PPi qui inhibe la formation des cristaux d’hydroxyapatite (52,464,465) et
celle des LPAs qui n’exercent plus leur effet protecteur via leur récepteur intracellulaire PPARY.
L'absence d'effet protecteur observée lors de I'inhibition de la SEH-P dans les anneaux aortiques
désendothélialisés et dans les CMLVs humaines et de rat suggére fortement que l'effet
anticalcifiant de la SEH-P dépend de mécanismes dépendants de I'endothélium. Cela rejoint les
données précédentes concernant le role de I’activit¢ sEH-H dans I’hydrolyse des facteurs
endothéliaux procalcifiants, les EETs (398). La mise en évidence de la libération de PPi par les
cellules endothéliales aortiques humaines en culture suggére que la prévention de la dégradation

du PPi, provenant des cellules endothéliales, est un mécanisme clé responsable des effets
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anticalcifiants de l'inhibition du sEH-P. Alors que la TNAP intervient dans la dégradation du
PPi au niveau extracellulaire, I’activité de la SEH-P semble ainsi jouer principalement un role
dans le catabolisme intracellulaire de celui-ci. Ces deux voies sont impliquées dans la régulation
de I’équilibre entre le Pi et le PPi et, par conséquent, dans la minéralisation vasculaire (52). De
plus, a I’instar de I’effet potentialisateur de 1’inhibition du sEH-P sur la thermogenése (466),
nous avons constaté que le blocage du récepteur des LPAs intracellulaires, PPARy, atténue
également cet effet anticalcifiant. Ce résultat est en accord avec de nombreuses études qui ont
démontré I'effet préventif de 'activation de PPARYy contre la calcification vasculaire notamment
via la régulation négative de la voie de signalisation Wnt (467,468). Au niveau extracellulaire,
le PPi et les LPAs sont formés par des enzymes appartenant a la famille des ectonucléotides
pyrophosphatase/phosphodiestérase (eNPP1 et eNNP2, également connue sous le nom
d’autotaxine, respectivement). Au niveau intracellulaire, d’autres voies enzymatiques
contribuent a la production intracellulaire des LPAs, au moins quatre voies sont associées a ce
processus : (1) la voie de la monoacylglycérol kinase; (2) lI'acide phosphatidique-phospholipase
Al ou A2; (3) la voie de synthése de la glycérophosphate acyltransférase; et (4) la modification
oxydative de la voie des LDLs (469,470).

De facon importante, nous avons pu confirmer in vivo dans un modéle d’IRC induite
par nephrectomie subtotale chez le rat KI pour la SEH-P, les effets bénéfiques de I’inhibition de
la sSEH-P dans la prévention du développement des calcifications vasculaires. Il faut noter que
I’effet anticalcifiant associé a 1’inhibition de la sEH-P n’est pas secondaire in vivo a une
amélioration des anomalies rénales induites par la néphrectomie subtotale. De plus, I'effet
préventif de l'inhibition de la SEH-P contre la calcification vasculaire s'accompagne d'une
amélioration de la fonction vasculaire et d’une baisse du remodelage cardiaque. Ces résultats
soulignent I'importance de cette approche thérapeutique dans le contexte des complications

cardiovasculaires liées au développement de I'IRC.

Les données de notre étude étendent les résultats récents ayant montré que la sEH
régule également la calcification vasculaire en interagissant avec Sirtuin-3 et en régulant son
expression. La diminution de la calcification aortique observée chez les souris délétées
génétiqguement pour la sEH nourries avec un régime riche en adénine et en phosphate peut étre,
au moins en partie, attribuée a I’inhibition de l'activité SEH-P (471). Nos travaux ont ainsi
permis de mettre en évidence que l'inhibition de I’activité de la sEH-P représente une

prometteuse cible thérapeutique afin de prévenir la calcification vasculaire liée au
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vieillissement et a certaines pathologies comme 1'IRC, et pourrait contribuer a I’amélioration

du pronostic cardiovasculaire des patients.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons apporté pour la toute premiére
preuve que I’abolition de I’activité sEH-P diminue également les dépdts de calcium au niveau
de la valve aortique et constituerait une approche d’intérét dans la prise en charge du RAC.
Tout d’abord, nous avons pu montrer I’intérét de 1’inhibition pharmacologique de la sEH-P
dans la prévention de la calcification de VICs isolées de valves de patients ayant subi un
remplacement valvulaire chirurgical mais également sur des valves de rats. Afin de confirmer
in vivo ces résultats, nous avons choisi d’utiliser a nouveau notre modéle de néphrectomie
subtotale chez le rat mais combinée & un régime alimentaire riche en phosphate afin de
potentialiser le développement des calcifications valvulaires aortiques. Cette décision découle
du fait que I'IRC est un facteur de risque significatif pour le développement de sténose aortique
(472,473). De plus, des recherches récentes ont établi un lien entre I'RC et I'apparition de
calcifications au niveau des valves cardiaques (474). Les rats soumis a une néphrectomie
subtotale en combinaison avec un régime riche en phosphate ont rapidement développé toutes
les caractéristiques de I'IRC. Cela s'est manifesté par un effondrement de la fonction rénale, un
état urémique et une anémie. De maniére intéressante, méme en I'absence de modifications dans
les niveaux de calcium et de phosphore dans le plasma, les animaux ont présenté des
calcifications au niveau de la valve aortique. Pour mettre en évidence ces calcifications, nous
avons utilisé un analogue synthétique de bisphosphonate fluorescent, possédant une forte
affinité pour les cristaux d'hydroxyapatite (475). Ceci a permis de corroborer les conclusions
antérieures obtenues au moyen de techniques basées sur la microscopie électronique et la
diffraction des rayons X (474). De facon intéressante, nous avons montré par échocardiographie
que ce modele était associé, 10 semaines apres la néphrectomie et le début du régime
alimentaire, a ’initiation d’un RAC avec une augmentation du gradient moyen transvalvulaire
aortique, de la vélocité maximale et une diminution de la distance intercusp. Méme si ces
anomalies restaient peu marquées, ce modele permet ainsi d’évaluer in vivo et assez rapidement
I’intérét de nouvelles thérapeutiques pour la prise en charge du RAC. De maniere similaire a ce
que l'on observe dans I'IRC chez ’homme, notre modéle se caractérisait également par
l'apparition d'une hypertension, d’une légere atteinte cardiaque diastolique et systolique, d'une

hypertrophie cardiaque et d'une altération de la fonction endothéliale.

Dans ce modele, I’abolition de Iactivit¢ sEH-P n’a pas entrainé une nouvelle fois

d’amélioration de la fonction rénale ou de I’état urémique et anémique des animaux associée
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au développement de I’IRC. Dans ce contexte, nous avons pu confirmer chez les rat Kl pour la
SEH-P une diminution des calcifications de la valve aortique évaluée en histologie. De plus,
nous avons démontré une baisse significative de I'espace intercusps par échocardiographie et
une moindre augmentation de la vélocité maximale et du gradient de pression moyen
transvalvulaire, démontrant que I’inhibition de la sEH-P pourrait permettre de limiter le
développement du RAC. Par rapport aux animaux sauvages, nous avons démontré également
dans ce mod¢le une baisse de I’infiltrat inflammatoire, principalement macrophagique, au
niveau valvulaire aortique chez les animaux dépourvus de I’activité sEH-P. ces effets anti-
inflammatoires peuvent étre liés potentiellement a I’activation du récepteur PPARy par les
substrats endogénes de la SEH-P, les LPAs intracellulaires. En effet, plusieurs études ont mis
en évidence le r6le ce récepteur dans la régulation des processus inflammatoires. 1l est important
de noter que PPARYy peut exercer une régulation négative sur d'autres facteurs de transcription,
notamment dans le contexte de la transrépression (476). Des recherches antérieures ont déja
¢tabli que PPARYy posseéde des propriétés anti-inflammatoires, notamment en modulant la
signalisation de NF«B, principalement au sein des macrophages du systéme immunitaire inné.
De plus, il a été constaté que ces cellules ont la capacité de produire divers ligands qui activent
PPARYy, renfor¢ant ainsi les effets anti-inflammatoires et de résolution de ce récepteur sur

d'autres types cellulaires.

Enfin, cette étude met a nouveau en lumiére 1’intérét du blocage de la sEH-P dans
la prévention de la dysfonction vasculaire, déemontrée par une augmentation de la dilatation au
flux observée au niveau d’artéres mésentériques isolées chez les rats KI. Ces résultats peuvent
étre expliqués par le role de I’activité SEH-P dans la régulation de la voie de la eNOS et la
production du NO (426). De plus, I'inhibition de la SEH-P a prévenu ’augmentation de la
pression artérielle dans ce modele. L’hypertension artérielle représente I'une des principales
complications de I’'IRC (477). Bien que les effets antihypertenseurs de I’inhibition de I’activité
SEH-H soient bien démontrés dans différents modéles expérimentaux (357,478-480), ceux de

I’inhibition de Pactivité sEH-P restent mal connus.

Ainsi, I’ensemble des travaux réalisés montrent que la SEH-P constitue une nouvelle
cible thérapeutique d’intérét pour la prise en charge des calcifications vasculaires et valvulaires
aortiques. D’autres expériences seront nécessaires afin de confirmer nos résultats. En
particulier, dans la mesure ou ils ont été principalement obtenus a partir d'un modeéle
transgénique ou l'activité sSEH-P est supprimée des I'embryogenése, il est impératif de disposer

d’un inhibiteur pharmacologique spécifique de l'activit¢é sEH-P utilisable dans des études
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chroniques in vivo. Ceci nous permettra de démontrer que I’activité sEH-P constitue
effectivement une cible pharmacologique potentielle pour ralentir la progression et I’étendue
des calcifications cardiovasculaires et le développement des complications associées chez les

patients.
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Conclusion et perspectives
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L'ensemble de nos conclusions met en lumiere I'importance centrale de la SEH-P
dans le développement des calcifications cardiovasculaires. Nos résultats dans un premier
temps montrent que l'inhibition du sEH-P empéche le développement de la calcification
vasculaire. En effet, I’inhibition de cette enzyme entraine une diminution de la dégradation de
PPi et une activation du récepteur aux LPAs. sEH-P représenterait alors une approche
thérapeutique prometteuse pour limiter le développement des complications cardiovasculaires
des patients atteints d'insuffisance rénale chronique. Bien qu’il existe trés peu de modéles
expérimentaux reproduisant un RAC, ’association d’un régime riche en phosphate avec une
néphrectomie des 5/6°™ nous a permis le développement d’une calcification valvulaire aortique
avec des répercussions structurelles et hémodynamiques significatives. De plus, Er-réponse-a
I’invalidation génétique de I’activité sEH-P dans ce modele prévient le développement de
calcification de la valve aortique et de ses conséquences hémodynamiques. Il est essentiel
d'avoir a notre disposition un inhibiteur pharmacologique spécifique de l'activité sEH-P qui
puisse étre utilisé dans des études in vivo a long terme. Cela nous permettra de prouver que
l'activité SEH-P peut réellement servir de cible pharmacologique prometteuse pour ralentir la
progression et l'ampleur des calcifications cardiovasculaires, ainsi que pour prévenir le

développement des complications chez les patients.

En conclusion, le blocage de lactivité de la sEH-P offre une opportunité
exceptionnelle pour créer une toute nouvelle catégorie de médicaments visant a réduire le
développement des calcifications vasculaires chez les individus souffrant d'insuffisance rénale
chronique, de diabéte et chez les personnes agees. Cela revét une importance particuliére, étant
donné qu'actuellement, il n'existe aucun traitement thérapeutique efficace pour gérer les

calcifications vasculaires.
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