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Implication de ’axe RAGE / Cathepsine S / Peptides d’élastine dans la survenue des
calcifications vasculaires au cours de ’insuffisance rénale chronique.

L'insuffisance rénale chronique (IRC) est un probleme de santé touchant 10 a 15% de la

population mondiale. Les principales causes de décés associées sont les complications cardiovasculaires,
principalement les calcifications, et il est nécessaire de proposer de maniére urgente de nouvelles
thérapies. Nous avons montré un rble pour le récepteur aux produits de glycation avancés (RAGE) dans
le processus de calcification. Plusieurs études ont de plus suggéré I’implication de la Cathepsine S
(CathS) dans I’¢lastolyse et les calcifications vasculaires associées a la néphropathie. Cependant, le lien
entre ces différents acteurs et leur implication dans les calcifications vasculaires restait inconnu.
Nous avons utilisé des modéles de souris IRC ApoE” ou ApoE”/RAGE” (DKO). L'induction de I'IRC
augmente les calcifications, I'expression de CathS et I'élastolyse de maniere dépendante de RAGE. Nous
avons montré par microscopie électronique a balayage et spectrométrie de masse que la CathS dégrade
I’¢élastine insoluble et produit des peptides d’élastine (PE) bioactifs. Ces derniers participent aux
processus de calcification in vitro des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) potentialisant
I'effet du phosphate inorganique. Le complexe récepteur de I'élastine (CRE) est impliqué et les effets
pro-calcifiants des PE étudiés ont été confirmés ex vivo et in vivo. Ces peptides participent a une boucle
d'amplification en déclenchant I'expression de CathS et le ciblage in vivo du CRE avec du Tamiflu®
conduit a une amélioration des complications associées a la calcification, la rigidité vasculaire et
I’arythmie cardiaque.

Mots-clés en frangais : RAGE, Cathepsine S, calcifications vasculaires, peptides d’élastine, insuffisance rénale chronique

Involvement of a RAGE / Cathepsin S/ Elastin peptides axis in vascular calcifications
during chronic kidney disease

Chronic Kidney Disease (CKD) is a major health problem affecting 10% to 15% of worldwide
population. The main-associated causes of death are cardiovascular complications, mainly represented
by vascular calcifications for which it is necessary to urgently propose new therapeutics. We recently
reported a role for the Receptor for Advanced Glycation End products (RAGE) in the uremic vascular
calcification process following engagement by uremic toxins. Interestingly, several studies suggested
the involvement of Cathepsin S (CathS) in CKD-associated elastolysis and vascular calcifications.
However, the link between these different actors and their involvement in vascular calcifications
remained unknown. We used a mice model of CKD in ApoE™ or ApoE”/RAGE" (DKO) backgrounds.
We found that induction of CKD increased the calcification process, CathS expression and elastolysis
in a RAGE-dependent manner. We showed by electron microscopy scanning and mass spectrometry
that CathS degrades insoluble elastin producing bioactive elastin-derived peptides (EDPs). The latter
trigger in vitro calcification process of vascular smooth muscle cells (VSMCs) by potentiating inorganic
phosphate effect. The elastin receptor complex (ERC) is involved and results about pro-calcifying
effects of CathS-derived EDPs were confirmed ex vivo and in vivo. CathS-derived EDPs participated in
an amplification loop by triggering CathS expression and the in vivo targeting of ERC with Tamiflu®
leads to an improvement of calcification-associated complications, i.e. vascular stiffness and cardiac
arrhythmias.

Mots-clés en anglais : RAGE, Cathepsin S, elastin derived peptides, vascular calcifications, chronic kidney disease
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I. Introduction

A.L’insuffisance Rénale Chronique

1. Généralités

Le rein est I’organe majeur impliqué dans la régulation de 1’homéostasie de 1’ensemble
de notre organisme. Sa principale fonction est la filtration du sang afin d’éliminer les
métabolites cellulaires ce qui permet 1’ajustement de I’eau et des sels minéraux ainsi que du
pH. Le rein participe également a régulation de la pression sanguine par le systéme rénine-
angiotensine, a la production des érythrocytes et il participe au maintien des taux circulants de
calcium et de phosphate. L unité fonctionnel du rein est le néphron avec le corpuscule rénal
situé dans sa partie proximale. Dans cette partie, le systeme vasculaire est un enchevétrement
de vaisseaux sanguins peu étanches formant le glomérule entouré de la capsule de Bowman
(Figure 1A). D’un point de vue cellulaire, les cellules mésangiales, situées entre les capillaires,
assurent la porosité et I’intégrité du systéme vasculaire. Cette organisation du rein permet de
retenir seulement les petites molécules telles que ’eau, les ions et les déchets passant a travers
une succession de membranes. La premiére est I’endothélium poreux du glomérule puis ces
molécules rencontrent la membrane basale glomérulaire et enfin elles doivent traverser un tapis

fenestré par la présence de podocytes (Figure 1B) (1,2).
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Figure 1 : Anatomie et fonctionnement rénal. A) : Le rein est formé de néphrons qui sont I unité de
filtration de cet organe. B) : Le glomérule est constitué d 'un réseau de vaisseaux permettant ’apport du sang
dans le corpuscule rénal entouré de la capsule Bowman. Les déchets doivent traverser 3 étape de filtration :
I’endothélium, la membrane basale du glomérule (GBM) et le diaphragme de fente avec les podocytes (2).

Le développement de maladies vasculaires comme le diabéte ou I’hypertension peuvent
étre a I’origine d’une altération des reins menant a long terme a 1’apparition de I’insuffisance
rénale chronique (IRC). Elle résulte d’une altération de la structure rénale, du fonctionnement
des reins, voire les deux combinés. L’altération structurale peut étre causée par des
malformations ou un cancer contrairement au dysfonctionnement rénal qui peut étre le résultat
d’une hypertension ou d’un cedéme (3). Ainsi, lorsque la fonction rénale passe sous un seuil
critique, défini comme I’IRC terminale, I’homéostasie n’est plus maintenue et le recours au
traitement de suppléance comme la dialyse ou la transplantation est alors vital. Cette pathologie

détériore la qualité de vie des patients et diminue fortement I’espérance de vie.

2. Epidémiologie

L’IRC terminale est la principale cause de décés dans le monde touchant entre 10 et
15% de la population (4). En 2010, le nombre de personnes atteintes d’IRC terminale ayant

recu une greffe est d’environ 2,62 millions et environ 2,05 millions de patients ont commencé



Introduction NG

un traitement par dialyse. Au cours de cette méme année, entre 2,3 et 7,1 millions de personnes
sont décédées parce qu’elles n’ont pas pu recevoir un traitement de suppléance. Il a été ainsi
estimé que le nombre de personnes ayant besoin d’une greffe rénale soit doublé d’ici 2030 (5).

En 2016, il a été estimé qu’environ 7 a 10 % de la population frangaise présentait une
atteinte rénale. Ainsi, il a été dénombré que 84 638 personnes étaient en traitement pour une
IRC terminale dont 45% avaient recu une greffe rénale et 55% étaient en dialyse. Cependant,
au cours de cette année, 7 920 patients sont décédés, dont 7 134 étaient en dialyse avec un age
moyen de 79,6 ans, le reste ayant regu une greffe rénale avec une moyenne d’age de 69,1 ans.
Parmi les patients qui ont débuté un traitement en 2016, il a été estimé que 36% sont des femmes
contre 64% pour les hommes. La moitié de ces patients étaient agés de moins de 71 ans. Enfin,
il a également été estimé que 60% de la totalité des patients étaient atteints d’une maladie

cardiovasculaire associée a I’IRC terminale (6).

3. Diagnostic et évolution de la pathologie

L’IRC est caractérisée par une diminution permanente du débit de filtration glomérulaire
(DGF) sous une valeur normale définie en fonction de I’age et du sexe. L’IRC a été identifiée
comme la complication la plus grave des maladies rénales chroniques (MRC). Sa séverité est
évaluée en termes de stade croissant en fonction de la valeur du DGF qui est un reflet réel du

fonctionnement global des reins.

3.1. Outils de diagnostic et détermination du stade de la maladie

La détermination de la valeur du Débit de Filtration Glomérulaire (DFG, exprimé en
mL/min/1,73 m?), est réalisée par la mesure de la clairance de traceurs exogénes filtrés par le
glomeérule mais qui ne sont pas métabolisés, ni réabsorbés, ni sécrétés dans le tubule rénale
comme I’inuline, I’iothalamate ou I’iohexol. Cependant, il est le plus souvent estimé a partir de
la mesure de la créatinine sérique rapportée dans diverses formules prenant en compte 1’age, le
poids, la taille ainsi que 1’ethnie.

Parmi les formules utilisées, on trouve les 3 formules suivantes :

< La formule de Cockcroft et Gault :

(140-age)
Créatinémie (umol/l)

DFG = X poids X f

ou f = 1,23 chezhomme ou 1,04 chez la femme
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Ce type de formule présente quelques inconvénients avec la nécessité de peser
le patient, une sous-estimation de DFG chez les personnes maigres ou agées de

plus de 75 ans et au contraire une surestimation chez les personnes obeses.

< Laformule de MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) :
DFG = 175 x (Créatininémie en pmol/Lx 0,0113) 1154 x 4ge 0203
x 0,742 (si femme) ou 1,212 (si patient de couleur)

Le taux d’imprécision de cette formule est élevé puisqu’environ 30 % des patients
ont été classés dans un stade de maladie rénale inapproprié suite a une étude sur la

performance prédictive de cette formule.

2 Laformule de CKD-EPI (Chronic Kidney Disease-Epidemiology Collaboration) :
DFG = a x (créatinémie en mg/dL/b) € x (0.993)¢

Avec les paramétres suivants :

a = 166 (femme noire), 163 (homme noir), 144 (femme blanche), 141 (homme
blanc)

b =0.7 (femme), 0.9 (homme)

¢ = -0.329 (femme avec creatinine < 0.7 mg/dL), -1.209 (femme avec une
créatinine > 0.7 mg/dL), -0.411 (homme avec créatinine <0.9 mg/dL), -1.209
(homme avec créatinine > 0.9 mg/dL)

Cette formule est recommandée par la Haute Autorité de Santé afin d’estimer le

DFG car elle a été identifiée comme 1’équation la plus performante.

Afin de préciser la nature de la maladie rénale, il faut la présence d’une protéinurie, 1’existence
de sédiments urinaires (hématurie, leucocyturie) et enfin une anomalie morphologique des reins
ou des voies urinaires associées a un DFG en dessous de la valeur basale. Le caractére chronique

de la maladie rénale est défini comme évoluant depuis plus de 3 mois.
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La mesure de DGF ou son estimation permet de définir le stade de la maladie rénale chronique
dont I’évolution se découpe en 5 stades. Ce classement en stades évolutifs de la maladie permet

d’adapter le traitement au patient (Tableau 1).

1 290 Maladie rénale chronique* avec DFG normal ou augmenté
2 Entre 60 et 89 Maladie rénale chronique* avec DFG légérement diminué
3A Entre 45 et 59

Insuffisance rénale chronique modérée
3B Entre 30 et 44
4 Entre 15 et 29 Insuffisance rénale chronique sévére
5 <15 Insuffisance rénale chronique terminale

Tableau 1 : Classification des stades d’évolution de la maladie rénale chronique

* Avec marqueurs d atteinte rénale : albuminurie, hématurie, leucocyturie, ou anomalies morphologiques ou
histologiques, ou marqueurs de dysfonction tubulaire, persistant plus de 3 mois (et & deux ou trois examens
consécutifs). D’aprés la Haute Autorité de Santé.

3.2. Impact des antécédents du patient

L’¢étiologie de la maladie rénale chronique est essentielle a déterminer afin de mettre en
place une prise en charge thérapeutique spécifique adaptée au patient. Ce diagnostic étiologique
comprend des examens cliniques et biologiques ainsi qu’un questionnaire concernant le patient.
Ceci permet d’identifier des facteurs de risques cardiovasculaires de la MRC comme le diabéte
ou I’hypertension artérielle. Il prend également en compte les habitudes personnelles du patient
avec la prise de molécules néphrotoxiques ou des antécédents familiaux de néphropathie.

Les maladies conduisant a I’IRC sont trés variées tout comme le rythme de leur
progression qui est différent d’un patient a un autre. Certaines maladies touchent primitivement
les reins alors que d’autres touchent 1’organisme entiérement comme le diabete ou
I’hypertension artérielle avec des effets importants sur les reins. L’ensemble des maladies
rénales responsables du développement d’une IRC terminale en France a été listé dans le rapport
annuel sur I’incidence et la prévalence de I'IRC terminale établi par le programme REIN
(Réseau Epidémiologie et Information en Néphrologie). Ainsi il s’est avéré que les
néphropathies diabétiques et I’hypertension artérielle sont responsables de 47 % des IRC
terminales. Les glomérulonéphrites, les néphropathies interstitielles et héréditaires participent

aussi dans le développement des IRC terminales en France (Figure 2).
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Figure 2 : Répartition des maladies rénales évoluant vers une IRC terminale en France.
D’apres le rapport annuel REIN 2015.

3.3. Evaluation de la progression de la maladie rénale chronique

Il est essentiel de suivre la progression de la maladie vers un stade terminal. Pour cela,
la vitesse de progression est suivie a partir du DFG en calculant le déclin annuel du DFG en
utilisant la formule suivante : DFG annéen — DFG annéen+1. Il est évalué avec les reperes
suivants :

« déclin annuel " physiologique " observé apres 40 ans : < 2 ml/min/1,73 m#an,

e déclin annuel " modéré " : > 2 et <5 ml/min/1,73 m?/an,

* déclin annuel " rapide " : > 5 ml/min/1,73 m?/an
A cela s’ajoute, la présence et I’importance de 1’albuminurie qui permet également d’apprécier

I’évolution de la maladie ainsi qu’une pression artérielle élevée soutenue dans le temps.

Afin de ralentir I’évolution de la maladie, divers points de contrdle doivent étre mis en
place. Le contrdle de la pression artérielle permet de ralentir la progression de la maladie rénale
chronique ainsi que de prévenir les complications cardiovasculaires associées a cette
pathologie. De méme, la diminution modérée d’apport en protéine permet de limiter la
progression de I’IRC. Ainsi un apport entre 0,8 et de 1 g/kg/jour est recommandé chez ces
patients. La prévention des épisodes d’insuffisance rénale aigiie aprés une déshydratation, une
prise de molécules néphrotoxiques ou I’apparition d’une obstruction ou encore le
développement d’autres pathologies rénales est important afin de limiter 1’aggravation de
I’IRC. Une attention particuliére doit étre portée chez les patients atteints de diabéte. En effet,

cette surveillance est essentielle puisque 1’hyperglycémie entraine une vasodilatation
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systémique et rénale responsable indirectement d’une augmentation de la filtration
glomérulaire. Cela conduit a un épaississement de la membrane glomérulaire induisant une
augmentation de 1’excrétion urinaire de 1’albumine. Cette hyperfiltration peut étre accentuée
par des lésions au niveau des podocytes, des cellules épithéliales de la chambre glomérulaire,
des 1ésions tubulaires limitant la réabsorption de 1’albumine filtrée. Cependant, ce mécanisme
peut étre renversé si 1’hyperglycémie est controlée et dans le cas contraire, les lésions
glomérulaires et tubulaires deviendront définitives menant a I’apparition de I’IRC. Enfin, I’arrét

du tabac est vital chez les patients atteints de MRC afin de limiter sa progression.

4. Les différents traitements

Un patient avec DFG inférieur & 15 ml/min/1,73 m? est atteint d’IRC terminale. II est
alors nécessaire pour la survie des patients de mettre en place un traitement de suppléance de
la fonction rénale. Il existe 3 types de traitements différents: la transplantation rénale,
I’hémodialyse et la dialyse péritonéale.

La transplantation rénale est la meilleure méthode de suppléance de la fonction rénale comparée
aux deux autres méthodes disponibles. En effet, elle améliore considérablement la qualité de
vie des patients et augmente leur espérance de vie. La seule limite de la mise en ceuvre de ce
traitement est la disponibilité limitée des greffons. En effet, d’aprés le rapport annuel REIN
2016, 13 431 personnes ont été recensées sur la liste nationale d’attente et seulement 3 615
patients ont bénéficiés d’une greffe rénale. La transplantation peut se réaliser avant le passage
par la dialyse, c’est ce qu’on appelle la greffe préemptive. Ce sont les greffes qui fonctionnent
le mieux sur le plan médical mais également sur le plan social puisqu’elles évitent les problémes
socio-professionnels de la dialyse.

L’épuration extra-rénale regroupant I’hémodialyse et la dialyse péritonéale est le traitement mis
en place en premier. L’hémodialyse est la technique la plus utilisée en France avec une
augmentation de I’espérance de vie de 20 ans. Cependant, c’est une technique trés contraignante
puisqu’elle nécessite entre 4 et 6 h de traitement et doit étre réalisée 3 fois par semaine. Elle
utilise une voie vasculaire permettant 1’échange entre le sang et une solution de dialyse en
traversant une membrane artificielle. Cela permet I’extraction des protéines azotées et des
toxines urémiques. Enfin la technique de dialyse péritonéale est largement moins utilisée en
France (Figure 3). Elle est pourtant moins colteuse et plus tolérée par les patients que la

technique précédente et elle est plus compatible avec la dialyse a domicile. Elle utilise ainsi le
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péritoine comme filtre en posant chirurgicalement un cathéter de dialyse pour 1’échange entre

le sang et la solution de dialyse.

DP en entratnement : 0,1%

HD en entratnement : 0,7% DPCA" & domicile : 3,7%
HD en unité de \\ [ DPA"* & domicile : 2,5%
| / »
diclyse médicalisée \| | / HDa domicile:0,8%

(UDM) : 21,4% Autodialyse

/ 16,2%

Au 31 décembre 2016

43893 patlents

en hémodialyse (HD)

2951 patients

en dialyse péritonéale (DP)

HD en centre : 54,6%

Figure 3 : Les différents modalités de traitements utilisées en France en 2016
D’apres le rapport annuel REIN 2016
DPA : Dialyse Péritonéale Automatisée, DPCA : Dialyse Péritonéale Continue Ambulatoire

5. Les complications cardiovasculaires associées a I’Insuffisance
Rénale Chronique

Les complications cardiovasculaires sont les conséquences de I’IRC les plus séveres
puisqu’elles sont responsables d’une morbidité et une mortalité élevées. En effet, il a été
démontré une progression des événements cardiovasculaires avec la diminution du DFG (7).
Parmi eux, I’insuffisance cardiaque est la complication la plus souvent retrouvée chez les
patients urémiques comparé a la population générale. Elle est alors identifiée comme un facteur
de risque indépendant de la mortalité de I’'IRC (8). Il a également été mis en évidence que les
maladies coronariennes participent au déces de 40 a 50% des personnes urémiques sous dialyse
(9). L’ensemble de ces complications sont le résultat de 1’hypertension artérielle et du
remodelage vasculaire associé a I’IRC. En effet, I’athérosclérose accélérée au cours de I’IRC
entraine le développement de lésions au niveau aortique et au sein des valves cardiaques. De
plus, les dépbts calciques, plus particulierement de phosphate de calcium de type

hydroxyapatite touchant ces territoires vasculaires, favorise le développement de la rigidité
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artérielle. Ainsi, les artéres ne fonctionnent plus correctement menant a terme au
développement de maladies cardiovasculaires (10). Les calcifications vasculaires aortiques

représentent ainsi un facteur pronostique fort de mortalité chez les personnes sous dialyse (11).

Nous allons donc, dans cette partie, détailler la physiologie de la paroi vasculaire puis
son remodelage pathologique au cours de complications cardiovasculaires. Enfin, nous
préciserons les mécanismes spécifiques de I’IRC qui interviennent dans ce processus de

remodelage artérielle.

B. Modification de la paroi vasculaire au cours de ’IRC

L’IRC entraine le développement de nombreuses complications vasculaires qui sont
associees a un remodelage important de la paroi des vaisseaux sanguins appelé vasculopathie
urémique. Parmi ces modifications, 1’accumulation de lipides et le développement de
calcifications vasculaires induisent une rigidification des vaisseaux sanguins altérant

profondément leurs fonctions physiologiques.

1. La paroi vasculaire normale

Le systéeme cardiovasculaire est constitué du cceur, des arteres, des artérioles, des
capillaires, des veinules et des veines. Son rdle est d’apporter 1’oxygene et les nutriments au
différents organes et tissus grace aux arteres, artérioles et capillaires. Les veinules et les veines
permettant le retour du sang au cceur pour son renouvellement.

La paroi vasculaire est composée de 3 tuniques concentriques ( de la lumiere vers la
périphérie) nommées intima, média et adventice, chacune étant séparée par des limitantes
élastiques. La limitante élastique interne sépare I’intima de la média et la limitante élastique

externe sépare la média et 1’adventice (12) (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique la paroi vasculaire. L intima est composée de cellules
endothéliales reposant sur une membrane basale, ainsi que de la limitante élastique interne créant une
séparation avec la media. Cette derniere est composée de cellules musculaires lisses entourées de matrice
extracellulaire. L adventice est composée de fibroblastes et de matrice extracellulaire. (Sanofi aventis)

1.1. Composition cellulaire

1.1.1.L’intima

Cette couche correspond a la tunique la plus interne des vaisseaux sanguins au contact
direct de la circulation sanguine. Elle se compose de cellules endothéliales (CE) reposant sur
une membrane basale (13,14). L’endothélium forme un revétement pavimenteux constitué par
des CE aplaties qui sont plus épaisses au niveau des artéres de gros diamétre comme 1’aorte
comparées aux vaisseaux de la microcirculation.

L’endothélium est un organe paracrine et endocrine possedant de nombreuses fonctions
métaboliques et synthétiques. En effet, il régule les processus de coagulation, I’adhérence des
plaquettes, le flux sanguin ainsi que le tonus vasculaire, la réponse inflammatoire et
immunitaire par le contrdle des interactions avec les leucocytes, les monocytes, les lymphocytes
et la production de MEC. Il joue également le rdle de barriere sélective contrdlant le passage
des hormones, des cellules (plaquettes, cellules inflammatoires circulantes) et de fluides
plasmatiques (eau , les électrolytes) (15-17).

Les CE sont des acteurs clefs dans la régulation du phénotype des Cellules Musculairses

Lisses (CMLs) de la média. Elles sécretent en effet diverses molécules vasoactives telles que le
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NO (monoxyde d'azote), provoquant une vasorelaxation, ou encore les leucotriénes induisant
une vasoconstriction en réponse a un stimulus tel qu’une altération de la pression sanguine ou
une variation de la concentration en ADP (18). La membrane basale sur laquelle repose les CE
est constituée principalement de collagene de type IV, des laminines, de perlécane et de

nidogene 1 et 2.

1.1.2.La media

Cette tunique est la plus épaisse des trois couches de la paroi vasculaire avec une
composition différente en fonction des arteres élastiques ou musculaires. Elle est composée
principalement de CMLs entourées de MEC, notamment de fibres élastiques formant des unités
lamellaires uniguement retrouvées dans les artéres élastiques. Le nombre d’unités lamellaires
est proportionnel au diametre du vaisseau et des forces de cisaillement exercées sur la paroi du
vaisseau (13,14,19).

Dans les artéres élastiques, la média est constituée des CMLs entourée d’une MEC riche
en protéoglycanes, collagenes et fibres élastiques. Ces derniéres sont organisées sous forme
d’anneaux concentriques lui permettant d’assurer la compliance du vaisseaux. En effet, elles se
déforment sous I’effet de 1’onde de pouls systolique puis reprend leurs formes initiales au cours
de la diastole tout en opposant une trés faible résistance au flux sanguin.

Dans les arteres musculaires, la média est formée d’élastine sous forme de fibres dans
lesquelles les CMLs sont retrouvées. Le réle principal de ces artéres est de distribuer le sang
avec un volume et une pression adaptés au niveau des capillaires.

Les CMLs, seul type cellulaire présent dans cette tunique, sont primordiales dans la
relaxation et la contraction des arteres grace a leur cytoplasme riche en myofilaments dd a un
phénotype contractile et peu prolifératif (20). Elles sont ancrées a la MEC par de nombreuses
molécules d’adhésion comme des intégrines telles que 1’intégrine avB3 ce qui leur conférent la
capacité de supporter les tensions et les forces hémodynamiques s’exergant sur la paroi (21).
Les contractions des CMLs sont régulées grace a des oscillations de calcium cytosolique
générant des pulses calciques de fagon périodique (22). Dans les conditions pathologiques, les
CMLs peuvent changer de phénotype appelé " switch " phénotypique sous I’influence de divers
stimuli comme 1I’augmentation de la pression artérielle, I’accroissement de la dégradation de la

MEC ou encore des molécules libérées par les cellules environnantes. Elles passent donc d’un
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phénotype contractile & un phénotype prolifératif ou synthétique avec un perte de certains
marqueurs comme a Smooth Muscle Actin (aSMA) (21).

1.1.3.L’adventice

Cette couche est la plus externe de la paroi artérielle, située entre la média et le tissu
adipeux péri-artériel. Son épaisseur varie en fonction des territoires artériels. Elle se compose
de macromolécules matricielles de différentes famille (glycoprotéines, protéoglycanes,
collagénes, élastine) (23). Cette couche est principalement composée de fibroblastes qui
controlent la fonction vasculaire en intervenant dans la production, I’organisation et la
dégradation de la MEC. lls secrétent également de facteurs de croissance, des cytokines et
chimiokines.

Cette couche contient également un ensemble de terminaisons nerveuses appelé nervi-
vasorum et de vaisseaux nommés vaso-vasorum formant un ensemble de capillaires. Ils assurent
I’apport en oxygene et en nutriments pour les cellules éloignées de la lumiére artérielle. Le
réseau de capillaire sanguin peut, au cours d’un épaississement pathologique de I’intima,

pénétrer dans la média et 1’intima suite & une néogenese vasculaire (14).

1.2. La Matrice Extracellulaire

La MEC est une entité non-cellulaire formée d’un ensemble complexe et dynamique de
macromolécules de nature protéique et/ou glucidique. Elle est présente dans I’ensemble des
organes et tissus de I’organisme formant un réseau tridimensionnel. Son réle est de fournir un
support physique aux cellules mais elle participe également a de nombreux processus cellulaires
et physiopathologiques. Ces mécanismes impliquent la libération de facteurs solubles tel que
des facteurs de croissance, des interactions cellulessMEC intervenant dans les phénomenes de
migration, d’adhésion, de prolifération, de différenciation et dans la survie cellulaire (24).

La MEC est composeée de 4 familles de macromolécules représentées par les collagenes,
I’élastine, les protéoglycanes et les glycoprotéines de structures (25). Les fibres de collagene et
d’¢lastine s’organisent en un réseau dense assurant la résistance aux tensions, alors que les
protéoglycanes et les glycoproteines de structure forme un réseau relaché pour la résistance aux
forces de compression (23). La composition de la MEC est variable en fonction du tissu ou de

I’organe afin d’assurer des propriétés mécaniques spécifiques. Dans la paroi artérielle, la MEC



Introduction NG

fournit une structure de soutien et assure les propriétés d’¢élasticité et de résistance a 1’ étirement
importantes face aux fortes contraintes induite par la pression artérielle.

La MEC est soumise a un remodelage perpétuel alternant synthese et dégradation.
Concernant sa synthese, ce sont principalement les CMLs qui synthétisent ces macromolécules
au sein de la paroi des vaisseaux (25). Pour les phénomenes de protéolyse matricielle, de
nombreuses enzymes protéolytiques ont été identifiées telles que métalloprotéinases
matricielles (MMPs) (26), les protéases a sérine et les protéases a cystéine comme les
cathepsines (27). Dans les conditions physiologiques comme la cicatrisation ou la
vieillissement (28,29), la dégradation de la MEC est contrblée et régulée contrairement aux
conditions pathologiques telle que I’'IRC au cours desquelles ce mécanisme est totalement
dérégule (30).

1.2.1.Les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes

Les proteéoglycanes (PGs) sont des macromolécules complexes. Ils sont constitués d’une chaine
polypeptidique sur laquelle sont liés par des liaisons covalentes des GAGs. Ces derniers sont
formés de polymeres de disaccharides portant des carboxylates ou des sulfates qui s’associent
avec le cceur protéique, sauf pour les hyaluronanes qui ne sont pas sulfatés ni associés a une
chaine protéique. Les PGs sont identifiés en fonction du type de GAGs qu’ils portent. Dans
cette famille, on trouve les protéoglycanes a chondroitine-sulfate (CS-PG), a héparane-sulfate
(HS-PG) et a kératane-sulfates (KS-PG) (31). Les principaux GAG retrouvés dans la MEC
vasculaire sont les HS-PG et les CS/HS-PG (décorine, biglycan et versican). Parmi leur role
dans la paroi vasculaire, ces GAGs influencent la liaison des apolipoprotéines sur les Low
Density Lipoprotein (LDL).

Les variations observées chez les GAGs et dans la chaine polypeptidique permettent au
PG d’assurer divers roles biologiques (32,33). Les groupes carboxylates et sulfatés chargés
négativement portes par les GAGs permettent de lier de nombreuses molécules d’eau par des
interactions électrostatiques. Cette propriété permet aux PGs de participer a I’hydratation de la
MEC (34). De plus, les PGs sont capables de fixer des cytokines ou des facteurs de croissance
ce qui permet de les stocker temporairement et de réguler leur activité. Enfin, dans les vaisseaux
sanguins, les PGs sont capables de se lier aux cellules vasculaires a la MEC, de contrdler la

coagulation et ils servent de réservoir pour les enzymes du métabolisme lipidique (31).
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1.2.2.Les glycoprotéines de structure

Dans la MEC vasculaire, les principales glycoprotéines de structure sont les
fibronectines et les laminines.

La fibronectine permet I’adhérence des cellules vasculaires lors du développement des
vaisseaux sanguins et se lient aux plaquettes ainsi qu’aux monocytes via les intégrines p1 et 2
(35,36). Les laminines, jouent un role crucial dans la formation et le remodelage vasculaire a
travers leurs implications dans 1’élaboration de la lame basale et la régulation des cellules
endothéliales. Les thrombospondines régulent les interactions cellules/protéines matricielles et
les ténascines sont impliquées dans le développement embryonnaire et la réparation tissulaire.
Enfin, I’ostéopontine est exprimée par les CMLs, les monocytes et les macrophages au cours
de pathologie inflammatoire. Cette glycoprotéine est impliquée dans le développement dans les
calcifications vasculaires également retrouvées au niveau des lésions athérosclérotiques
avancees (12,25,37).

1.2.3.Les collagénes

1.2.3.1. Généralités

Les collagenes forment la famille de protéines matricielles la plus abondante dans
I’organisme. lIs représentent 30% des protéines totales. Aujourd’hui, 28 collagénes ont été
identifiés et numérotés de | a XXVIII. La structure principalement retrouvée au sein des
collagenes est une triple hélice résultant de I’association de 3 chaines polypeptidiques possédant
une répétition de triplet Gly-X-Y ou la position X est souvent occupée par une proline et Y par
une hydroxyproline (38). Ces acides aminés sont responsables de la conformation en hélice
gauche des 3 chaines o qui s’assemblent spontanément afin de former la triple hélice droite.
Différentes associations supramoléculaires sont alors possibles permettant de former des
homotrimeres et des hétérotrimére (39). Cette organisation supramoléculaire fournit une tres
grande stabilité thermique et la résistance mécanique des collagenes.

Les collagenes sont classés en fonction de leur domaine d’homologie structurale, de leur
organisation supramoléculaire, de leurs distributions tissulaires et de leurs fonctions. On
distingue donc les collageénes fibrillaires, les collagenes de feuillets, les collagenes associés aux

fibres, les collagenes régulateurs de la formation des fibrilles, les collagenes a triple hélice
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interrompue associés aux fibrilles (FACIT), les collagenes transmembranaires et les
multiplexines. La famille des collagénes, la plus répandue, est représentée par les collagénes
fibrillaires qui constitue 90% du collagene total (40). Dans la paroi vasculaire, les collagénes
majeurs sont les collagenes fibrillaires I, 111 et V, les collagenes non fibrillaires IV et V1 et les
FACITS XII et XIV. Cependant les collagenes fibrillaires I et 111 sont les plus abondants dans
la paroi vasculaire car ils représentent 60 et 30% respectivement. Ces collagénes jouent un réle

structural dans la paroi des vaisseaux sanguins (12,38).

1.2.3.2. Les collagénes fibrillaires

Cette classe de collagéne, composée de 7 membres, forme les fibrilles et est responsable
de la résistance du vaisseaux (41). Leur localisation varie au sein méme de 1’aorte. En effet,
dans I’aorte ascendante, ces collagénes sont retrouvés dans la média et I’intima alors qu’au
niveau de ’aorte descendante et les artéres musculaires, le collagéne I se trouve dans la média
et le collagene III est situé¢ dans I’adventice (42).

L’ARNm de ces collagenes est traduit en préprocollagene formé de 3 chaines a
encadrées de part et d’autre par un propeptide. Ensuite, la libération du peptide signal dans le
réticulum endoplasmique rugueux (RER) forme le procollagene qui subit plusieurs
modifications post-traductionnelles. Des liaisons hydrogenes sont créées et implique des
résidus prolyl et lysyl, indispensables pour la stabilité de la structure. L’hydroxylation observée
est catalysée par diverses enzymes (prolyl-3-hydroxylase, la prolyl-4-hydroxylase et les lysyl-
hydroxylase). De plus, des processus de glycosylation sont observes sur des résidus
d’hydroxyproline, impliquant galactosyl-transférase et glycosyl-galactosyl-transférase ce qui
régule le diameétre de la fibre. L’assemblage des trois chaines a se réalise en suivant un
mécanisme dit de " fermeture éclair " de la partie globulaire C-terminale vers la partie non
globulaire en N-terminale. Cette triple hélice est ensuite sécrétée dans le milieu extracellulaire
ou les propeptides sont clivés. La fibrille de collagene est alors constituée par assemblage des
molécules matures de collagéne parallelement les unes aux autres. L’ensemble de la structure
est maintenu par des liaisons inter- et intra-chaines formeées par certains résidus. L’enzyme
responsable de cette premiere étape est la lysyl oxydase qui, par désamination de lysines ou
hydroxylysines , forme des groupements aldéhydes hautement réactifs responsables de ces
liaisons covalentes. La fibre de collagéne se développe suite a I’association de fibrilles de

collagéne a d’autres protéines telles que les protéoglycanes (12,38,43) (Figure 5).
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Figure 5 : Représentation schématique de la formation des fibres de collagéne. Les chaines a
nouvellement synthétisées subissent des modifications post-traductionnelles dans le RER. L’assemblage de 3
chaines a forme le procollagéne qui continue sa maturation dans I’appareil de Golgi. A la suite de sa sécrétion,
le procollagéne donne la molécule mature de collagene apres le clivage des propeptides. Ces molécules

s assemblent pour former les fibrilles de collagéne qui s assemblent a leur tour pour former la fibre de
collagene. D apres Bruce et al, 2002 (43)

Dans la paroi artérielle, les collagéne | et 111 sont localisés dans la média et I’adventice
(44). Le collagene | est formé de 2 chaines al et d’une chaine a2 [al(1)]> a2(T) (40) alors que
le collageéne III est le résultat de 1’assemblage de 3 chaines [al(IIT)]s. Le collagéne | sert de
support nécessaire aux tissus et joue un rble fondamentale dans la morphogénése et la

croissance tissulaire (44) en interaction avec le collagéne 111 (45).

1.2.4.L.°élastine

Dans les arteres élastiques, , la protéine matricielle la plus abondante est 1’élastine
puisqu’elle peut représenter 50% du poids sec de I’artére. Dans ce systéme vasculaire, les tissus
sont soumis a de fortes contraintes qui sont absorbées par les propriétés élastique et de résilience
de la paroi assurées par les fibres élastiques (46,47). Ces propriétés sont indispensables au
fonctionnement physiologique des arteéres soumises a des cycles répétés d’extension et de retour

a une structure normale. L’¢lastine est le composant central des fibres élastiques de la paroi
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vasculaire puisqu’elle représente 90% de ses constituants, les microfibrilles constituant les 10%
restants (Figure 6) (47—49).

Elastine

Microfibrilles

Figure 6 : Représentation schématique d’une fibre élastique. Le ceeur d élastine (bleu) entouré par le
manteau de microfibrille (violet). D apres Mithieux et al, 2005 (46).

L’¢élastine est une protéine insoluble, hydrophobe et extrémement réticulée (46) dont
I’expression et I’organisation sont dépendantes du tissu concerné (Figure 6). Par exemple, dans
’aorte, elle se présente sous forme de lames élastiques alors que dans le cartilage elle est sous
forme de nid d’abeille (Figure 7) (46). Cette protéine est synthétisée par les CMLs, les
fibroblastes et les cellules endothéliales sous forme d’un précurseur soluble, la tropoélastine.
Sa synthese débute au cours de I’embryogenése jusqu’a la période prénatale (50) puis elle est
ralentie apres la naissance jusqu’a la puberté, et a partir de cette phase, la synthése est diminuée
voire arrétée chez I’adulte (51). Dans le corps humain, c’est une des protéines qui possede la

plus longue demi-vie, 70 ans (46).

Figure 7 : Organisation des fibres élastiques selon le tissu. a : lames élastiques dans I'aorte ; b : Lattice
dans le poumon ; ¢ : Nid d’abeille dans le cartilage. D aprés Mithieux et al, 2005 (46).

1.3. Les fibres élastiques : élément clef de la paroi vasculaire
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Dans les vaisseaux sanguins, ces fibres élastiques sont retrouvées au sein des limitantes
interne et externe mais également dans la média autour des CMLs (14). La synthese de ces
fibres €lastiques suit le méme schéma que la synthése de 1’¢lastine appelée 1’¢lastogénese. Ce
processus regroupe 1’ensemble des étapes cellulaires et extracellulaires dont la finalité est la
formation de fibres ¢élastiques fonctionnelles. Ainsi chez 1’adulte, il n’a plus de formation de
fibres élastiques puisque la production des acteurs impliqués dans ce processus et la cinétique
de formation sont désorganisées formant une fibre non fonctionnelle. Cela explique que chaque
personne posséde "un capital élastine" et les dommages retrouvés sur ces fibres sont
irréversibles (25,50,51).

L’¢lastogénese implique une régulation intracellulaire au niveau transcriptionnel et
post-traductionnel, la sécrétion extracellulaire et I’assemblage des monomeéres de tropoélastine

au site de syntheése suivit par la maturation des fibres élastiques.

1.3.1.0rganisation du géne de la tropoélastine

La tropoélastine humaine est issue de la transcription d’un géne unique, le gene ELN,
localisé sur le chromosome 7 de la région 7q11.2 (52). La transcription de ce gene donne un
transcrit primaire de 40 kb constitué de 34 a 36 exons en fonction des épissages alternatifs.
Apreés traduction, ce transcrit donne naissance a un polypeptide de 60-72 kDa (12,14) a I’origine
des 11 isoformes de la tropoélastine identifiés chez ’'Homme (53).

Ce géne code pour des domaines hydrophobes et hydrophiles ayant des fonctions bien
distinctes et retrouvées sur des exons différents. En effet, les domaines hydrophiles sont riches
en lysine principalement impliqués dans la formation des liaisons croisées impliquées dans la
stabilisation de la fibre élastique. Les domaines hydrophobes contiennent de nombreuses

glycines, valines et prolines responsables des propriétés élastiques de 1’élastine (Figure 8) (46).
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Figure 8 : Organisation des différents exons présents dans le géne de I’élastine. Le géne de
[’élastine est constitué d une alternance d’exons codant pour des domaines hydrophobes et hydrophiles. Les
domaines de liaisons sont divisés en domaines KA (lysine-alanine) et KP (lysine-proline). Les exons marqués
d’une étoile sont soumis a un épissage alternatif de I’ARN pré messager. D aprés Mithieux et al, 2005 (46).

Ce géne contient au moins sept exons qui sont soumis a un épissage alternatif (exons 22, 23,
24, 26A, 30, 32 et 33) (54) (55). L’exon 24 code pour une séquence qui a été initialement décrite
comme étant le site de reconnaissance de 1’Elastin Binding Protein (EBP), essentiel dans les
processus de sécrétion de la tropoélastine mais également de la signalisation qu’il induit.
L’isoforme majeure de la tropoélastine ne comporte pas de séquence codée pour ’exon 26A
(56). Enfin ce gene se termine par le domaine C-terminal dans lequel on trouve la séquence
GRKRK permettant la liaison aux intégrines telle que l'intégrine avp3 qui est essentielle pour
1’¢élastogénése (57).

L’élastogénese se produit seulement pendant la période feetale et néonatale impliquant
certains types cellulaires (CMLs, fibroblastes, cellules endothéliales, chondroblastes, cellules
mésothéliales (50)) et de fagon tissu spécifique (51). Cela nécessite une régulation fine du géne
de I’¢lastine. La région promotrice présente de nombreux sites de liaison pour des facteurs de
transcription type SP1 ou AP-1(58). De plus, 8 sites d’initiation de transcription ont été
identifiés indiquant une modulation de 1’expression par des mécanismes complexes (59-61).
En paralléle, des facteurs exogenes peuvent aussi réguler I’expression de la tropoélastine. Ils
sont impliqués dans les mécanismes de stabilisation de I’ARNm ou dans la régulation de la
synthése (62). A titre d’exemple, le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) inhibe la

transcription du géne en modulant son activité promotrice via le complexe AP-1/Fos/Jun (63).
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1.3.2.La formation des fibres élastiques

1.3.2.1. Synthése et incorporation des monomeéres de

tropoélastine

L’ ARNm mature subit un épissage alternatif dans le noyau puis il est exporté dans le
cytoplasme afin d’étre traduit a la surface du RER formant le polypeptide 60-72 kDa (64). Dans
la lumiere du RER, le peptide signal est clivé et la protéine est transportée jusqu’a 1’appareil de
Golgi ou elle subit diverses modifications post-traductionnelles comme une hydroxylation des
résidus prolyls (65) . Une fois la synthese terminée, la tropoélastine est associée a une protéine
chaperonne, I’EBP, une sous-unité du Complexe Récepteur de 1’Elastine (CRE) fixant
I’élastine. Cette association protége la tropoélastine d’une dégradation précoce et d’une auto-
agrégation (66). Ce complexe s’associe a la surface de la cellule avec les deux autres sous-
unités du CRE qui sont nommees Protective Protein/Cathepsin A (PPCA) et Neuraminidase-1
(Neu-1) formant un complexe fonctionnel. L’activité catalytique de Neu-1 désialyle les
glycoprotéines des fibres élastiques (la fibuline, la fibrilline) en cours de synthese situés au
niveau des microfibrilles permettant le démasquage des galactosides. Ces résidus se lient alors
a ’EBP entrainant la libération du monomére de tropoélastine. Cette tropoélastine libérée peut
étre incorporée au réseau de microfibrilles au niveau du site de formation de la fibre élastique
(67). L’EBP libre est ensuite recyclé dans une vesicule endosomale intracellulaire permettant

de nouveau une association avec un monomeére de tropoélastine (Figure 9) (68).
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Figure 9 : Role du recyclage de PEBP lors de la formation de la fibre élastique
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Le dépdt de tropoélastine sur le réseau de microfibrilles lui confére une orientation
adéquate pour son incorporation aux fibres élastiques en cours de synthése. L’ensemble est
stabilisé par des liaisons croisées entre la fibrilline-1 et les domaines hydrophiles de la
tropoélastine (69), ainsi que par la liaison calcium-dépendante entre Microfibril Associated
GlycoProtein-1 (MAGP-1) et la tropoélastine (70). Enfin la région C-terminale joue aussi un
role crucial dans I’ajout des monoméres de tropoélastine aux fibres élastiques en cours de
synthese (71).

En plus de ceci, deux mécanismes sont essentiels a I’incorporation de la tropoélastine

aux polymere d’élastine que sont la coacervation et la réticulation.

1.3.2.2. Coacervation de la tropoélastine

C’est un mécanisme moléculaire qui intervient dans 1’association et I’alignement des
monomeres de tropoélastine facilitant la formation des liaisons croisées entre les lysines
proches (46). Des résultats obtenus in vitro étudiant ce phénomene ont montré que les
monomeres de tropoélastine s’agrégent avec 1’augmentation de la température grace a des
interactions entre les domaines hydrophobes. Les molécules d’ecau forment des liaisons
hydrogéne autour des régions hydrophobes, s’organisant en une configuration ordonnée appelée
" clathrate ". L’augmentation de la température déstructure cette organisation libérant les
domaines hydrophobes qui peuvent interagir entre eux au niveau de diverses séquences telles
que GVGVP, GGVP, GVGAP formant un coacervat (72). C’est un processus entropique,
réversible, dépendant de nombreuses conditions environnementales comme la température, le
pH, la force ionique et la concentration en monomeres. Les conditions optimales de
coacervation de la tropoélastine ont été identifiées regroupant une température de 37°C avec
150 mM de NaCl et un pH = 7,8 (73).

1.3.2.3. La formation des liaisons croisées

Les monomeéres de tropoélastine sont associés par des liaisons covalentes dans 1’espace
extracellulaire catalysées par des amine-oxydases dépendantes du cuivre, les lysyl-oxydases
(LOX) (74). Cette famille d'enzyme est composée de deux sous-groupes formés de la LOX et
de la LOX-like (LOXL)1 et de la LOXL2-4 respectivement. Le domaine catalytique est situé

~ A4~
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dans la partie C-terminale alors que la partie N-terminale constitue le prodomaine pour la LOX
et la LOX1. Pour le second group, la fonction de cette extrémité reste a déterminer. Il a été
démontré par I'équipe de Schmelzer et al que la LOXL2 est impliquee dans la synthése des
liaisons croisées au sein de la tropoélastine (75). Elles sont responsables de la déamination
oxydative des groupements NH-g des lysines de la tropoélastine (76). Ceci conduit a la
formation d’aldéhydes trés réactifs comme 1’allysine, précurseur des liaisons covalentes intra-
et inter-moléculaires au sein de 1’élastine. Ces liaisons résultent de la condensation spontanée
non-enzymatique de résidus d’allysine a allysine ou avec d’autre résidus lysyl non modifiés
(Figure 10) (77). Cette modification post-traductionnelle est cruciale aux fonctions de 1’élastine
et permet sa réticulation (56,78-80). Différents types de liaisons croisées peuvent alors se
former telles que les liaisons bifonctionnelles (allysine-aldols et lysino-norleucine), les
trifonctionnelles (méro-desmosine) ou encore les tétrafonctionnelles (desmosine et

isodesmosine) spécifiques de 1’¢lastine mature (81,82).
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Figure 10 : Formation des liaisons croisées formées entre les monomeres de tropoélastine
D’apres Oitate et al, 2007 (77).

La tropoélastine humaine possede deux types de domaines riches en lysine, impliqués
dans la formation des liaisons croisées (Figure 8). Le domaine KA est caractérisé par des résidus
lysines regroupés par deux ou trois qui sont séparés par deux ou trois alanines formant une

structure en hélice a. Cette organisation permet la formation de liaisons de type
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tétrafonctionnnelle. L’autre domaine nommé KP est constitué de paires de lysine séparées par
une ou plusieurs proline induisant une contrainte stérique ce qui empéche la formation d’une
structure en hélice (83).

Aprés modification par les LOX, la tropoélastine peut étre incorporée aux fibres
élastiques en cours de synthese par une polymérisation covalente irréversible induisant la
croissance du réseau élastique (Figure 11) (84)

-
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Figure 11 : Représentation schématique du processus d’élastogénése. Apres synthése et sécrétion de
la tropoélastine, la libération de cette derniére au niveau de la fibre élastique en cours de synthése permet son
intégration via les processus de coacervation et de réticulation. Ces derniers impliquent [ ’action enzymatique de
LOX. D’aprés Xu et al, 2014 (85).

1.3.2.4. L’¢élastine mature
L’élastogénése donne naissance a 1’élastine mature, un polymere insoluble constitué de
plusieurs monomeéres de tropoélastine liés entre eux par des liaisons croisées (82). L’élastine
mature assure 1’¢lasticité des différents tissus grace a son hydratation. En effet, a 1’état relaché,
cette molécule présente une hydratation et une entropie importante contrairement a 1’état
contracté ou ces parameétres sont faibles. Ces propriétés physicochimiques sont responsables de
1’élasticite de 1’¢élastine (56).
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1.3.3.Les autres composants des fibres élastiqgues

Les microfibrilles sont des structures supramoléculaires composees de glycoprotéines
matricielles. Elles constituent 1’échafaudage nécessaire a la synthese des fibres élastiques. En
effet, les microfibrilles participent a 1’alignement des monomeres de tropoélastine avant la
formation des liaisons croisées avec la fibre élastique catalysées par les LOX (49). De plus, ces
molécules permettent la liaison des cellules aux fibres élastiques dans la MEC et sont
impliquées dans la biodisponibilité de facteurs de croissance tels que le Transforming Growth
Factor-f (TGF-B). Enfin, dans les vaisseaux, ces microfibrilles sont responsables des propriétes
de résilience (14,25). Au sein des fibres elastiques, les microfibrilles sont principalement
formées de fibrillines qui se lient aux MAGP, les fibulines et 1’émiline-1 (48).

1.3.3.1. Les microfibrilles

Les fibrillines sont des glycoprotéines de 350 kDa riche en cystéine. Elles constituent
I’élément structural essentiel des microfibrilles (86). Leur structure primaire est formée de
domaine calcium-binding Epidermal Growth Factor (cbEGF) (87). Elles possédent également
des séquences de type " Arginine, Glycine, Aspartate "' (RGD) interagissant avec les intégrines
(88,89) ainsi que des domaines de liaisons héparine qui se lient aux protéoglycanes du type
héparane sulfate (90). Elles jouent un rdole important dans la migration, 1’adhérence, la
signalisation, et les interactions entre protéines. De plus, elles sont impliquées dans la liaison et
la séquestration de facteurs de croissance tels que le TGF-B dans la MEC. En effet, la fibrilline-
1 interagit avec les Latent Transforming Growth Factor [ Binding Proteins (LTBPS) qui
participent au complexe Large Latency Complex (LLC) permettant le stockage du TFG-p et
empéchant sa libération dans la MEC (91,92).

Il existe trois fibrillines connues (1-2-3) intervenant dans la formation et I’organisation des
fibres élastiques (48,90,93). 1l a été montré que des mutations faux sens observées au sein des
domaines cbEGF du géne de la fibrilline-1 sont responsables du syndrome de Marfan entrainant
une perturbation du tissu conjonctif. D’un point de vue vasculaire, cette pathologie se
caractérise par une dilatation aortique avec un risque élevé de dissection aortique
s’accompagnant parfois d’une fuite valvulaire (94).

La fibrilline-2 sert de support pour la fibrilline-1 puisqu’elle est capable de se lier a cette
derniére par sa région N-terminale (95). Une mutation de son géne est responsable d’un

arachnodactylie congénitale avec contracture présentant les mémes signes cliniques que le
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syndrome de Marfan (96). La fibrilline-3 est exprimée au cours du développement
embryonnaire comme la fibrilline- 2 (14,97).

Les Microfibril-Associated Glycoproteins (MAGPS) sont des petites glycoprotéines
d’environ 20 kDa. Il existe deux membres dans cette famille, MAGP-1 et MAGP-2 (14). Elles
participent au maintien de I’intégrité structurale des microfibrilles (98,99).

MAGP-1 possede deux domaines différents : le domaine N-terminal acide et riche en proline
comportant un résidu glutamine et un domaine C-terminal chargé positivement avec 13 résidus
cystéines (49). Elle est retrouvée dans les domaines globulaires des microfibrilles et se lie aux
fibrillines par un pont disulfure et des liaisons croisées (99). La liaison MAGP-1/fibrilline-1
participe au mécanisme d’assemblage des microfibrilles. De plus, MAGP-1 peut se lier a la
tropoélastine permettant de stabiliser I’interaction entre les microfibrilles et 1’¢lastine lors de la
formation des fibres élastiques (100).

La MAGP-2 est localisée dans les microfibrilles associées a 1’élastine dans divers tissus tels
que les poumons, les ligaments, 1’aorte (98). Elle est riche en sérine ainsi qu’en thréonine et
contient un motif RGD pour les interaction avec les intégrines (49,98). Elle joue un rdle dans
I’assemblage des microfibrilles ou des fibres ¢lastiques (101).

Les fibulines, exprimées par les CMLs au cours du développement du systeme
cardiovasculaire (102), sont des protéines de 50 a 200 kDa qui possédent des domaines de type
Epidermal Growth Factor (EGF) liant le calcium suivi d’un domaine C-terminal de type
fibuline (103). Il existe 5 isoformes de fibuline (de 1 a 5) mais seulement trois (fibuline-1,-2 et
—5) sont fortement impliquées dans la synthése et 1’assemblage des fibres élastiques. En effet,
la fibuline-1 est localisée dans le cceur amorphe d’élastine des fibres élastiques dans les
vaisseaux sanguins (104). La fibuline-2, localisée a I’interface microfibrille/fibres élastiques,
est capable de se lier & la tropoélastine dans 1’aorte (105) et a la fibrilline-1 (106). Enfin, la
fibuline-5 interagit directement avec les fibres élastiques favorisant leur organisation en lames
élastiques. Elle joue ainsi un réle crucial dans la maturation des fibres élastiques (107).
Les Elastin Microfibril Interface Located Proteins (EMILINS) sont des protéines a I’interface
fibres élastiques/surface cellulaire et élastine/microfibrilles. Ce sont des glycoprotéines de 136
kDa exclusivement retrouvées dans les fibres élastiques de 1’aorte (108,109). Il existe quatre
membres dans cette famille (1 a 4) mais seule ’EMILIN-1 semble étre impliquée dans la

formation des fibres élastiques (110).
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2. La paroi vasculaire au cours de I’IRC

2.1. Le remodelage vasculaire au cours de I'IRC : athérosclérose et

calcifications vasculaires

Au cours de I'IRC, de nombreuses complications touchant les vaisseaux se développent
de facon accélérée. 11 a été ainsi démontré une aggravation des plaques d’athérosclérose et un
développement aigu des calcifications vasculaires. L’ensemble de ces complications implique

un remodelage vasculaire touchant a la fois la composante cellulaire et matricielle.

2.1.1.L’athérosclérose

2.1.1.1.  Les étapes de son développement

Le développement de 1’athérosclérose débute par le phénomeéne de dysfonctionnement
endothéliale qui est retrouvé notamment au niveau des zones de perturbations du flux sanguin
modifiant les forces de cisaillement au niveau des cellules endothéliales (111). Cela induit un
stress oxydant associé a une augmentation de 1I’expression de molécules d’adhésion permettant
le recrutement de monocytes circulants accompagné de molécules pro-thrombotiques et pro-
inflammatoires (112,113).

Les LDLs s’accumulent dans 1’espace sous-endothélial suite a leur pénétration et a leur
maintien par les protéoglycanes ou les GAGs de la MEC (114). Cette accumulation est associée
a une oxydation progressive des LDLs induisant la formation de LDL avec différents degrés
d’oxydation (LDLox). Ce processus d’oxydation implique le stress oxydant produit par les
cellules de la paroi vasculaire, par les cellules inflammatoires ainsi que par I’action d’enzymes
telles que la 15-lipoxygeénase (115). Ces LDLox augmentent I’expression de molécules
d’adhésion a la surface de 1’endothélium telles que la Vascular Chemoattractant Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1), I’IntraCellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) ou des molécules de
surface appartenant a la famille des sélectines (L-, P-, E-). Cela permet 1’adhésion et
I’extravasion des monocytes a travers 1’endothélium (116,117). Aprés adhésion, les monocytes
pénétrent dans ’espace sous endothélial grace a la présence de la Monocyte Chemotactic
Protein-1 (MCP-1). Lors de cette étape, ils se transforment en macrophage et proliferent sous
I’influence de facteurs tels que le Monocyte-Colony Stimulating Factor (M-CSF) (118).

Les macrophages ont un role bénéfique puisqu’ils participent a I’épuration du

cholestérol présent dans I’intima. En revanche, ils amplifient les mécanismes liés au
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développement des plaques d’athéromes par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et par
leur participation a la perméabilité endothéliale aux LDL (119). La captation des LDLox par
les macrophages via des récepteurs scavengers n’est pas sous le contréle d’inhibiteurs qui
peuvent ainsi s’accumuler en grande quantité transformant les macrophages en cellules
spumeuses. Les lipides vont s’accumuler au niveau intracellulaire dans la strie lipidique, puis
se retrouver au centre de la plaque lorsque leur élimination ne sera plus suffisante pour limiter
leur accumulation. Ceci forme alors le centre lipidique avec les débris cellulaires et les cristaux
de cholestérol (12).

Les CMLs migrent alors de la média vers I’intima sous 1’influence de divers facteurs
pro-athérogenes. Dans cette tunique, elles vont proliférer dans 1’espace sous-endothélial et
entourer le cceur lipidique. Lors du changement phénotypique associé, les CMLs passent d’un
état contractile a un état sécrétoire. Elles vont alors perdre certains marqueurs moléculaires
impliqués dans les fonctions contractiles tels que la chaine légére de myosine ou encore 1’a-
actine. Ces CMLs vont alors étre capables de produire des protéines matricielles comme le
collagene de type I (120), des protéases sous forme actives telles que la MMP-2 et la cathepsine
S (CathS) (121,122) ou encore des facteurs de croissance et cytokines tels que le Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) ou I’Interféron-y (IFN-y) (123). De plus, elles expriment en
grande quantité des récepteurs scavengers ce qui favorise la formation de cellules spumeuses
en permettant la captation des LDLox (124). La migration, la prolifération des CMLs et leur
production de MEC induisent un épaississement de 1’intima entrainant la formation d’une chape
fibreuse. Cette derniére, composée de fibres de collagéne, de CMLs, de macrophages et de
lymphocytes T, va progresser et réduire a long terme le diamétre du vaisseaux sanguin concerné
(125).

La progression de la lésion athéromateuse peut initialement ne pas modifier le diamétre
du vaisseau sanguin, la paroi vasculaire pouvant s’adapter afin d’optimiser sa structure en
fonction des conditions imposées par la taille de la plaque. Ainsi I’augmentation de la taille de
la plaque entraine des modifications de la média et ’adventice avec une augmentation de la
surface de la limitante élastique interne ce qui permet un rétablissement de la taille de la lumiére.
Cependant, la croissance de la plaque continue son évolution limitant rapidement les effets
bénéfiques de ce remodelage. En effet, une plaque occupant plus de 40% de la surface n’est
plus compensee (126).

Les stades les plus graves de I’athérosclérose se manifestent par la formation d’un

thrombus au niveau d’une plaque d’athérome instable. Celui-ci, en se formant apres la rupture
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de la plaque, obstrue progressivement la lumiére du vaisseau. Les complications majeures sont
I’accroissement de ce thrombus pouvant obstruer completement la lumiere. Elles ont pour

conséquence les accidents vasculaire telles que I’infarctus du myocarde ou I’accident vasculaire

cérébral (Figure 12) (12).

Ny Endothelial cell
d N

Apoptotic

ﬂ ﬁ 'O bodies

/ e
(l:un.‘,z%& P/OO O \\
% / 4 [siirachiee \\

Foam C \
=

Figure 12 : Représentation schématique de la formation de la plaque d’athérome. A) : L'artére
normale avec les 3 tuniques caractéristiques : intima avec les cellules endothéliales au contact direct du sang et
de ses composants, la média contenant les CMLs et I’adventice contenant fibroblastes ainsi les terminaisons
nerveuses et les micro-vaisseaux. B) : La premiére étape de [’athérosclérose comprend [’adhésion des
monocytes a l’endothélium activé, leur migration dans l’intima et leur différenciation en macrophages. Aprés
endocytose de LDLox, ces macrophages deviennent des cellules spumeuses. C) : La progression de la plaque
implique la migration des CMLs vers ['intima et leur prolifération. De plus, les CMLs présentent un phénotype
leur permettant de synthétiser intensément des protéines matricielles comme le collagéne ou I’élastine. Le
développement de cette plaque est associé a une apoptose des CMLs et des macrophages libérant les lipides
dans le milieu extracellulaire formant le ceeur nécrotique. D) : La thrombose est la complication ultime de
l’athérosclérose qui est le résultat d’'une rupture de plaque entrainant I’activation de la cascade de coagulation
ce qui forme le thrombus. D aprés Libby et al, 2011 (127).
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2.1.1.2.  Les différents types de lésions
Le développement de plaques d’athérosclérose entraine dans certains cas la formation
de plaques instables, responsables de la majorité des accidents cardiovasculaires ischémiques
(infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébrale). La classification des lésions a été
proposée par 1’American Heart Association (AHA) en se fondant sur des observations

histologiques et structurales (Figure 13) :
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@ Lésion de type |: a ce stade, les cellules spumeuses présentes proviennent d’une
transformation de macrophages aprés endocytose de LDLox dans leur cytoplasme,
situés dans 1’espace sous endothélial.

@ Leésion de type Il : elle est caractérisée par une accumulation de cellules spumeuses dans
I’espace sous endothélial. Cela forme de petits amas qui évoluent en 1ésions jaunatres
paralleles au flux sanguin nommées stries lipidiques. Ce type de Iésions est
principalement retrouvé dans ’aorte thoracique.

@ Lesion de type Il : elle présente les mémes caractéristiques que la Iésion Il avec, en
plus, une accumulation de lipides au niveau extracellulaire sous les cellules spumeuses.

@ Leésion de type IV : elle correspond au 1°" stade de la Iésion avancee qui est caractérisée
par un centre lipidique dans la paroi di a 1’accumulation progressive de lipides
extracellulaires. Ce centre aussi appelé centre athéromateux est pratiquement acellulaire
avec quelques macrophages ou cellules spumeuses géantes enveloppées de cristaux de
cholestérol.

D’un point de vue clinique, la paroi vasculaire s’épaissit mais le diamétre du vaisseau

reste inchangé.

A partir de ce stade, ce type de Iésion peut évoluer vers le stade suivant de la plaque fibreuse
ou directement progresser vers le stade VI en formant une plaque compliquée ou

thrombotique.

@ Lésion de type V: elle forme la plaque fibro-athéromateuse constituée du centre
lipidique entouré d’une chape fibreuse. Le centre lipidique, présentant un aspect
nécrotique, est constitué de cellules spumeuses, un peu de CMLs (20 % des cellules
présentes) mais principalement de macrophages (128). De plus, des calcifications sont
observées au sein de ce centre nécrotique. Concernant la chape fibreuse, elle est surtout
constituée de MEC avec des collagenes fibrillaires de type I et I11 et des glycoprotéines.
Les principaux types cellulaires retrouvés a ce niveau sont des CMLs a hauteur de 70
% qui sont responsables de la sécréetion de la MEC. Pour le reste, les macrophages et les
autres cellules inflammatoires constituent 1’autre partie cellulaire de la chape fibreuse.
La proportion entre cellules inflammatoires et CMLs détermine la stabilité de la plaque
(129).
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Les signes cliniques de ce type de lésions sont la formation d’une sténose artérielle. En
effet, la progression du centre nécrotique et le grossissement de la chape fibreuse
réduisent le diamétre du vaisseau. Dans 1’aorte, les sténoses ne sont pas suffisamment
importantes pour stopper le flux sanguin contrairement aux arteres de plus petite taille
telles que les coronaires ou les carotides. Dans ces vaisseaux, la plaque d’athérome peut
occuper un volume considérable entrainant la manifestation de signes cliniques.

Lésion de type VI : elle correspond a la plaque d’athérome compliquée avec la présence
d’hémorragies et de thrombus intraplaque. Ce type de plaque peut cicatriser revenant
ainsi a une lésion de type V mais en contrepartie la sténose continue de progresser
accompagnée d’une augmentation de volume de la plaque.

Les accidents aigus tels que I’angine de poitrine ou I’infarctus du myocarde sont
associés a ce type de lésion athéromateuse.

Il existe 3 sous types dans ce stade de progression de la maladie :

- Vla (ulcération) : la rupture de la plaque est la conséquence d’une perte de matiére au
sein du centre lipidique. Cela forme une dépression au niveau de la chape fibreuse.

- VIb (hémorragie/ hématome intraplaque) : le sang est emprisonné dans le centre
lipidique.

- Vic (thrombose) : Le thrombus apparait sous forme noiratre au sein de 1’ulcération.
Les macrophages présents peuvent degrader la fibrine et les cellules du caillot ce qui
forme un thrombus fibrinocrurotique. Les CMLs migrent autour du thrombus en

sécrétant de la MEC ce qui le stabilise.
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Figure 13 : Représentation schématique des différents types de lésions d’athérome.

A) : Récapitulatif des différents types de lésions avec le sens de progression associé a la période d’apparition et
a la présence ou non de signes cliniques. Du type | au type 1V, la progression de la plaque est favorisée par une
accumulation de lipides. L évolution de la lésion de type V au type VI est due aux dépdts thrombotiques qui

s ’accumulent au méme endroit entrainant une occlusion progressive de la plaque. B) : Schéma des modifications
physiologiques associées a chaque type de Iésion en relation avec le score calcique (CAC). Adapté de Stary et

al. (130) et de Parikh et al.(131)

L’athérosclérose a été identifiée comme une des principale cause de maladies
cardiovasculaires chez les patients atteints d’IRC. Sa progression est accélérée par 1’'urémie
puisqu’il été ainsi mis en évidence une corrélation négative entre la diminution du DFG et la
sévérité des lésions (Figure 14) (132,133).
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Figure 14 : Proportion des stades de ’athérosclérose en fonction de la valeur du DFG.
Le type de lésion d’atherome a été déterminé post-mortem chez des patients a différents stade d’IRC. *p < 0,05
vs DFG > 60 ml/min/1,73m2
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2.1.1.3. Les mécanismes de 1 athérosclérose

potentialisés au cours de I'IRC

Differents facteurs participant au développement des lésions athéromateuses sont
exacerbes chez les patients urémiques comme I’hypertension artérielle et la dyslipidémie. En
effet, ’hypertension artérielle par les contraintes de tension et le stress oxydant induisent une
altération de I’endothélium ce qui favorise le développement de I’athérosclérose. De plus,
I’hypertension artérielle aggrave aussi par elle-méme I’IRC en augmentant la pression au niveau
des capillaires glomérulaires aggravant les Iésions rénales préexistantes (134). Concernant la
dyslipidemie, elle est fortement athérogéne et apparait au cours de développement des lésions
précoces. En effet, cette dyslipidémie est corrélée positivement a I’apparition de complications
vasculaires chez les patients urémiques (135).

L’ensemble de ces facteurs entrainent des altérations de 1’endothélium favorisant le
dysfonctionnement endothélial, une étape primordiale dans le développement de
I’athérosclérose. Au cours de I’IRC, le stress oxydant est 1’un des facteurs impliqués dans la
dysfonction endothéliale conduisant a la diminution de la vasodilatation de la paroi artérielle.
Le stress oxydant induit une diminution de la biodisponibilité et de la production du NO par
une réduction de I’activité de la NO synthase endothéliale (eNOS) mais aussi par une baisse de
la synthese de prostacycline et du facteur hyperpolarisant endothélial, substances a action
vasodilatatrice. De plus, I’IRC induit aussi la libération, par 1’endothélium, de molécules pro-
thrombotiques comme le facteur de von Willebrand ou encore le facteur tissulaire (136). Une
augmentation de microparticules endothéliales, provenant de la membrane plasmique apres
activation ou dégradation de I’endothélium, est également observée au cours de I'IRC, et
participent a la formation du thrombus (137) (138). Enfin, les patients urémiques présentent
une diminution du nombre de cellules progénitrices endothéliales (CPE) qui ont un faible
potentiel migratoire (139). Or ce systéme permet de lutter contre le développement de
I’athérosclérose en participant a la réparation de 1’endothélium. En effet, ces CPE sont des
cellules immatures qui migrent dans 1’endothélium pour le réparer (138). Ainsi I’IRC diminue
fortement la capacité de régénération de I’endothélium lors de dommages accélérant la mise en
place des plaque d’athérome.

L’IRC est caractérisée par un état inflammatoire chronique de faible intensité (140).
Chez les patients dialysés, une réponse inflammatoire aigué est observée puisque la protéine-C

réactive (CRP) et la sérum albumine A (SAA), deux marqueurs sensibles de ce processus, sont
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augmentés de 46 % et 47 % respectivement. Les causes de cette inflammation sont donc
imputables directement a la dialyse chez les patients en stade terminal. Cependant la rétention
de molécules pro-inflammatoires due a une diminution de la fonction rénale participe aussi a
cette inflammation chronique (141,142). Cet état induit donc la libération de CRP et de SAA
(143,144) induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I’interleukine-1p
(IL-1B), I’interleukine-6 (IL-6) et le Tumor Necrosis Facteur-alpha (TNF-o) (145,146).
L’expression de ces molécules pro-inflammatoires est élevée au cours de I'IRC ce qui
participent a une potentialisation des phénoménes observées au cours de 1’athérosclérose

associée.

Ainsi I’'IRC accentue les processus inflammatoires et les mécanismes participant a la
dysfonction endothéliale retrouvés au cours de I’athérosclérose. Cette amplification prédispose
de plus le systeme vasculaire aux modifications de la paroi telles que I’apparition de
calcifications.

2.1.2.Les calcifications vasculaires au cours de ’IRC

Avec 1’athérosclérose, les calcifications vasculaires sont la cause principale de
complications observées au cours de I’'IRC. Elles sont caractérisées par un dépot anormal et
pathologique de phosphate de calcium dans les tissus vasculaires. Ce phénoméne a longtemps
été considéré comme un dépot passif de calcium et de phosphate dans les arteres et les valves
cardiaques. Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence que les calcifications
vasculaires font intervenir des processus cellulaires hautement régulés proches de ceux

retrouvés au cours de la formation osseuse(147,148).

En fonction de leur de site de développement, quatre familles de calcification ont été
identifiées. En effet, on distingue les calcifications intimales de 1’athérosclérose, les
calcifications de la média (Sclérose de Mdnckeberg) principalement retrouvées au cours de
I’IRC et du diabéte protéinurie,, les calcifications au niveau des valves cardiaques et enfin les
artériopathies urémiques calcifiantes (149).

Les calcifications intimales se forment apres la mise en place de la strie lipidique (130)

et de petits agrégats cristallins de calcium peuvent étre détectées dans les Iésions avancées
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(150). L’hydroxyapatite constitue le principal minéral dans les Iésions calcifiées qui se forme
initialement dans des vésicules membranaires de chondrocytes et d’ostéoblastes (151).

Les calcifications Monckeberg, situées dans la média des vaisseaux sanguins, sont
associees a une augmentation des risques cardiovasculaires. Elles se développent
indépendamment des calcifications athérosclérotiques avec un mécanisme proche de celui de
la formation osseuse (152).

Les calcifications des valves cardiaques se développent suite a un mécanisme cellulaire
activement régulé incluant le dép6t de lipoprotéines (153), une inflammation chronique (154)
et une calcification active (155).

Les artériopathies urémiques calcifiantes représentent un type sévere de calcifications
médiales se développant dans les vaisseaux sanguins de patients urémiques a un stade 5 (156).
Elles sont retrouvées dans les artérioles de la peau et dans les artéres subcutanées induisant une

prolifération intimale, une fibrose et une thrombose (157)

Il a été observé que 40 % des patients urémiques présentent des calcifications comparé
a des patients avec une fonction rénale normale (158). Ces calcifications vasculaires sont
impliquées dans le développement des complications cardiovasculaires observées au cours de
I’IRC augmentant la mortalité et morbidité associées a ces événements (159,160) .

L’événement cellulaire primordial dans le développement des calcifications vasculaires
au cours de I’IRC est la transdifférenciation des CMLs présentant un phénotype osteoblast like.
Ce changement phénotypique est caractérisé par une diminution des marqueurs spécifiques des
cellules musculaires tels que aSmooth Musle Actin (aSMA) et Smooth Muscle 22 alpha
(SM22a.). En parallele, les CMLs expriment des genes ostéoblastiques incluant Runt-related
transcription factor 2 (RunX2) et ostéopontine. RunX2 a été identifié comme le facteur de
transcription clef dans ce phénomeéne d’ostéodifférenciation et 1’utilisation de sérums de
patients urémiques stimule directement son expression induisant la ostéodifférenciation des
CMLs (161). Les CMLs différenciées perdent alors leur phénotype contractile pour un
phénotype synthétique leur permettant de secréter du collagéne de type I. Elles sont aussi
capables de produire des vésicules matricielles riches en phosphate et en calcium qui, une fois
libérées dans I’espace extracellulaire, forment des sites d’initiation de la calcification. L’IRC
est caractérisée par un déséquilibre minéral favorisant le développement d’une
hyperphosphatémie. Ce taux anormalement élevé de phosphate a été identifié comme le

principal facteur associé au développement des calcifications vasculaires chez les patients



Introduction NG

urémiques (162). Des études in vitro ont démontré que I’expression des marqueurs
d’ostéodifférenciation comme 1’ostéocalcine ou RunX2 est fortement induite par une
concentration élevée de phosphate (163). En parall¢le, ’expression de SM22 et d’aSMA,
marqueurs de cellules musculaires est diminuée drastiquement lorsqu’on traite des CMLs avec
du phosphate inorganique (164). Le transport du phosphate dans les cellules est médié par des
cotransporteurs phosphate dépendant du sodium. Il existe 3 familles classées (type I, 11 et 111)
en fonction de leur structure, de leur distribution tissulaire et leurs caractéristiques biochimiques
(165). Les types Ill avec Pit-1 et Pit-2 sont exprimés dans les reins, le cerveau, le ceeur, les
poumons, le foie, les ostéoblastes et les CMLs (166). Cependant, seul Pit-1 est surexprimé chez
des rats urémiques au niveau des CMLs aortiques (167). En effet, ce transporteur participe a la
différenciation ostéoblastique des CMLs en condition hyperphosphatémique par stimulation
directe I’expression de RunX2 (168,169). Aprés induction de sa transcription par le phosphate,
RunX2 induit ’activation d’un autre facteur de transcription nécessaire pour le changement
phénotypique en osteoblaste qui est ostérix. En effet, il a été démontré que RunX2 se fixe et
active le promoteur d’ostérix permettant d’activer sa transcription (170). Cela active
I’expression de 1’ensemble des génes nécessaires au CMLs pour devenir des ostéoblastes
capables de calcifier la MEC de la paroi vasculaire (Figure 15).

Ces calcifications vasculaires peuvent de plus se développer grace a un déséquilibre entre
inducteurs et inhibiteurs. En effet, il existe des inhibiteurs endogenes afin d’éviter le
développement ectopique des calcifications dans les arteres. Les principaux inhibiteurs
identifiés sont la Fétuine-A, Matrix-Gla-Protein (MGP), le pyrophosphate, 1’ostéoprotégérine
(171).
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Figure 15 : Représentation schématique du mécanisme impliqué dans le développement des
calcifications vasculaires
D’apres Zhu et al, 2012 (149)

Tout comme pour 1’athérosclérose, I'IRC accélére les processus impliqués dans les
calcifications vasculaire (172). 1l a de plus été constaté une augmentation sérique de divers
élastases comme la MMP-2 a partir de 8 semaines d’urémie puis de la MMP-9 et la cathepsine
S (CathS) a partir de 12 semaines d’urémie. En paralléle, il a également été observé une
déstructuration suivie d’une dégradation compléte des fibres élastiques associée a une
augmentation de dép6t calcique principalement au niveau des zones de cassures (173). Cette
dégradation progressive des fibres élastiques conduit alors a la libération de peptides dérives de
I'élastine (Elastin Derived Peptides, EDPs) des dosages sérique de patients urémiques ont
montré jusqu’a 110 mg/L d’EDPs chez les patients urémiques comparées a environ 50 mg/L
chez les personnes en bonne santé au méme age (174). De maniere intéressante, I’utilisation de

souris urémiques présentant une diminution d’expression ou d’activité de la CathS, montre une
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élastolyse moins importante comparée aux souris contréles (30,175). L’ensemble de ces
données semble démontrer que 1’¢lastolyse est un processus crucial dans les complications
vasculaires au cours de I’IRC. Cependant, ces résultats sont seulement de nature corrélatifs et

la capacité de la CathS a générer des EDPs bioactifs n’a pas été clairement étudiée.

2.2. L’élastolyse et les produits associés : acteurs clefs dans le remodelage

vasculaire

2.2.1.Les différentes élastases

La nature hydrophobe de I’¢élastine et la présence de nombreuses liaisons croisées sont
responsables de sa résistance physico-chimique, mécanique et enzymatique (176). Cependant
1’élastine peut étre la cible de nombreuses élastases libérées au cours du vieillissement (177) ou
de I’IRC (30).

Les protéases sont classées en fonction de leur mécanismes catalytique et des protéases a sérine,
cathepsines a cystéine et MMPs peuvent dégrader 1’élastine insoluble au sein des fibres
élastiques (178).

Les protéases a sérine utilisent la sérine comme acide aminé du site actif pour
I’hydrolyse de la liaison peptidique. Dans cette famille, les élastases les plus étudiées ont été la
neutrophile élastase, la cathepsine G et la protéinase 3 appartenant a la superfamille des
chymotrypsines. Le site de clivage spécifique présente dans 1’¢lastine est caractérisé par la
séquence en acides aminés suivante : Ala-Gly-Val (179). Une étude a révélé que les
neutrophiles élastases ne sont pas capables de dégrader de 1’élastine intacte, contrairement a la
cathepsine G, mais agissent a la suite d’autres élastases plus puissantes. Toutes les élastases

n’ont donc pas le méme potentiel de dégradation (180).

Les cathepsines a cystéine présentent une cystéine dans leur site catalytique. Les
principales élastases sont les cathepsines S, K, L et V. Des études sur leur mode de
fonctionnement ont révélé I’existence de 2 étapes lors de la protéolyse de 1’¢élastine insoluble
(178,179). En effet, I’enzyme s’adsorbe a la surface de 1’élastine sans engendrer d’activité

catalytique. Aprés un réarrangement moléculaire, un complexe catalytique se forme dégradant
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la fibre élastique sur laquelle cette protéase s’est fixée (181). Il existe dans I’organisme des

inhibiteurs endogénes tels que la cystatine C (182).

Les MMPs nécessitent un métal, le plus souvent du zinc, pour leur activité catalytique.
Parmi les 25 membres identifiés, seuls 5 dégradent 1’élastine. La MMP-7 est faiblement
exprimeée par les cellules vasculaires, contrairement a la MMP-3 qui est aussi secrétée par les
macrophages tout comme la MMP-12. De plus, il a également été identifié que les MMP-2 et
MMP-9 sont libérées par les cellules inflammatoires (13,178). Elles sont capables de dégrader
la tropoélastine majoritairement sur les parties N et C-terminales puisque seuls quelques sites
de clivage ont été mis en évidence dans les domaines centraux (183). Toutes ces élastases
agissent également sur 1’¢lastine insoluble mais de fagon moins efficace que 1’¢lastase des

neutrophiles, et semblent donc étre de faibles élastases (184-186).

2.2.2.Les produits issus de I’élastolyse: les EDPs

Les ¢€lastases précitées peuvent ainsi étre responsables d’une dégradation importante du
réseau d’élastine avec une libération d’EDPs (25). Certains peuvent présenter des activités
biologiques les classant dans la famille des matrikines, fragments matriciels dotés d’effets
biologiques régulant le phénotype des cellules cibles (187). Les EDPs répondant a cette
définition sont également nommés des élastokines (47).

Les EDPs peuvent de plus étre obtenus par dégradation chimique d’élastine insoluble.
Cette derniére peut étre réalisée soit par I’action d’acide oxalique produisant de 1’a-élastine
(188), un mélange de peptides, de masse moléculaire moyenne de 25 kDa, soit par I’utilisation
de potasse éthanolique, conduisant a un ensemble de peptides de masse moléculaire moyenne
de 70 kDa et nommé «k-élastine (189).

L’utilisation d’EDPs provenant de I’hydrolyse enzymatique ou chimique a montré que certains
de ces peptides jouent un réle dans les modifications phénotypiques cellulaires. Ces peptides
possédent majoritairement dans leur séquence un motif consensus, le motif GxxPG, qui adopte
une structure en coude B de type VIII (190) (Figure 16). La sequence VGVAPG, retrouvee 6
fois dans 1’exon 24 de la tropoélastine humaine, est le motif qui a été le plus étudié (47,191,192).
Des EDPs avec des séquences plus longues, GPGVGAGVP ou GLGVGAGVP se sont

également révélés bioactifs, stimulant la migration de CMLs aortiques (193). Des études plus
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récentes ont identifi¢ d’autres EDPs bioactifs suite a I’action de divers élastases telle que la

cathepsine G (194) ou encore la MMP-9 (183).

Figure 16 : Conformation du coude 8 de type VIII retrouvé au sein des EDPs bioactifs
D’apres Brassart et al, 2001 (195)

2.2.3.Les récepteurs des EDPs

Divers récepteurs aux EDPs bioactifs ont été identifiés. Ces peptides peuvent par
exemple se fixer & des intégrines telles que aVBs ou aVB5, mais aussi a la galectine-3.
Cependant ils ont été beaucoup moins étudiés et caractérisés que le CRE dont la signalisation
intracellulaire et le mécanisme de fonctionnement été clairement identifiées. De plus, la tres
grande majorité des effets des EDPs sont imputables a leur fixation sur le CRE, et dans les

pathologies vasculaires, seul ce récepteur semble étre impliqué.

2.2.3.1. Lagalectine-3 et les intégrines a V3 et aVPs

La galectine-3 humaine est une protéine de 35 kDa située a la membrane des cellules
normales et tumorales. La fixation des peptides VGVAPG et VAPG sur la galectine-3 augmente
I’invasion du mélanome et la dégradation de 1’élastine par les MMP-2 et MMP-3, liberant
davantage d’EDPs. De plus, cette interaction est impliquée dans le potentiel angiogénique en
augmentant 1’expression du Vascular Endothelial Growth Factor-C (VEGF-C). La fixation

d’EDPs sur la galectine-3 régule également I’interaction cellule/MEC au cours de la
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progression tumorale mammaire en favorisant 1’adhésion des cellules cancéreuses sur 1’élastine
(196).

Les intégrines aVB3 et a VPS5 sont des récepteurs hétérodimérique présents a la surface
cellulaire modulant divers fonctions. Elles sont capables de reconnaitre des protéines de la
MEC, dépendant ou non de la présence du motif RGD. L’intégrine aVs fixe la tropoélastine
au niveau de son domaine C-terminale par la séquence GRKRK (197). Cette liaison est
essentielle dans 1’élastogénese (198). Concernant I’intégrine aVfs, la liaison s’effectue au

niveau des domaines 17 et 18 de la tropoélastine favorisant I’adhésion et 1’étalement cellulaire

(199,200).

2.2.3.2. Le Complexe Récepteur de 1’Elastine
(CRE)

Le CRE, exprimé a la surface de nombreux types cellulaires, provient du complexe
lysosomal de la B-galactosidase acide (201). C’est un hétérotrimére constitué de la sous-unité
extracellulaire de 67 kDa qui lie les peptides d’¢lastine nommée " Elastin Binding Protein ™
(EBP), une protéine charniére de 55 kDa la " Protective Protein/Cathepsin A" (PPCA) qui
maintient 1’intégrité structurale du CRE et la sous-unité Neuraminidase-1 (Neu-1) de 61 kDa

qui permet la transduction du signal (Figure 17 ) (202,203).

EDPs ﬁ (— Galactolectin site

BB BIDDDDDDDDA - LI e e X X6 0 e 0 X ) X 06 )

Plasma
J membrane

Figure 17 : Représentation schématique du Complexe Récepteur de I’Elastine
Modifié d’aprés Scandolera et al, 2016 (203).
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2.2.3.2.1. Lasous-unité de liaison des EDPs : [ ’Elastin Binding Protein (EBP)

L’EBP est une proteine périphérique qui fixe les EDPs et la tropoélastine avec une
affinité trés forte de I’ordre du nM . C’est un variant d’épissage alternatif de la B-galactosidase
ayant subi deux délétions. La premiére implique les exons 3 et 4 avec un décalage du cadre de
lecture dans 1’exon 5. La seconde délétion concerne 1’exon 6 et est associée au rétablissement
du cadre de lecture original. Ce processus est responsable de la spécificité de la sequence de
I’exon 5 pour ’EBP. Ce variant d’épissage ne possede plus d’activité enzymatique (204). La
séquence de 32 résidus de I’EBP, LPGSCGQVVGSPSAQDEASPLSEWRASYNSAG,
appelée V32, contenant le site de liaison pour la tropoélastine et pour les EDPs (205). Au sein
de cette séquence se trouve une séquence de 14 acides aminés VVGSPSAQDEASPL (V14) qui
semble directement étre impliqué dans la liaison a I’EBP (Figure 18) (206).

L[;_G;__“ Lysosomal -Gal ([-galactosidase), 88 kDa

[-Gal-encoding mRNA precursor
[ 1-2 [ 3-a ] 5 [ & 1| 7-16

\

YLAAVDKWLGVLLPKMKPLLYQNGGPVITVQV

(~Gal mRNA alternative splicing with
a double shift in the reading frame

(enzymatically inactive)

(U™
| EBP Plasma membrane elastin binding protein (EBP), 67 kDa

EBP-encoding mRNA precursor
I (=72 [ [] [ 7-16

\

LPGSCGQVVGSPSAQDEASPLSEWRASYNSAG

Figure 18 : Représentation schématique de I’obtention de ’EBP a partir de ’ARNm de la §3-
galactosidase. L’ARNm de I’EBP est obtenu aprés un épissage alternatif de I’ARNm de la B-galactosidase
entrainant deux délétions associé a un décalage du cadre de lecture. Ce processus génére une sequence de 32
résidus spécifique de I’EBP dans laquelle se trouve le site fixation des EDPs. Modifié d’aprés Maurice et al,

2013 (206).

Dans cette séquence, 2 sites de fixations se distinguent, ’un spécifique de I’EBP permettant la
fixation de la tropoélastine et des EDPs, la séquence V32 précitée. L’autre site correspond a

une séquence conservé de la B-galactosidase lysosomale (201). C’est un site galactolectine qui



Introduction NG

se lie a des galactosides entrainant une diminution de 1’affinité de ’EBP pour les EDPs ce qui
provoque leur libération et la dissociation du CRE (68). Ainsi une interaction entre ce site de
liaison avec des galactosides du réseau microfibrillaire libére la tropoélastine a la surface

cellulaire lors de I’¢élastogénése (48).

2.2.3.22.La sous-unité  associée a la membrane plasmique:
la Protective Protein Cathepsin A (PPCA)

PPCA est une protéine synthétisée sous forme zymogene de 54 kDa qui est clivée dans
le lysosome en deux sous-unité de 32 kDa et 20 kDa maintenues ensemble par un pont disulfure
(207,208). Elle est retrouvée au sein du complexe de la f-galactosidase dans lequel elle permet
’association et la stabilisation des sous-unités dans le lysosome et protege cet ensemble de la
dégradation intra-lysosomale (209). Cette protéine est également présente dans le CRE mais au
sein de ce complexe elle semble étre simplement une protéine charniére qui maintient les 2
autres sous-unités en les protégeant d’une potentielle dégradation (210). En effet, le blocage de
son activité sérine protéasique par 1’utilisation d’inhibiteur tels que le fluorure de fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF), n'inhibe pas la transduction du signal suite & une stimulation
par la k-€lastine. (202). Elle n’est pas donc pas impliquée dans la transduction du signal aprés

fixation d’EDPs sur I’EBP.

2.2.3.2.3. La sous-unite catalytique : la neuraminidase-1 (Neu-1)

La neuraminidase-1 (Neu-1) appartient a la famille des neuraminidases composeées de 3
autres membres chez les mammiferes : Neu-2, Neu-3 et Neu-4 ou chacune présente une
spécificité de substrat et de localisation cellulaire. Neu-1 se trouve dans le compartiment
lysosomal/endosomal bien qu’un pool puisse se retrouver a la membrane alors que Neu-2 est
cytosolique, Neu-3 est membranaire et Neu-4 peut étre localisée dans le RER, dans les
lysosomes ou encore dans les mitochondries (211). Leur activité enzymatique consiste a cliver
les résidus d’acide sialique liés a une chaine saccharidique retrouvée chez les glycoprotéines,
les gangliosides et les glycolipides (212).

Chez les vertebreés, la Neu-1 est présente dans la majorité des tissus et des cellules. Sa
synthése débute par une libération d’une forme pré-proenzyme de 45,5 kDa qui apres plusieurs

glycosylations forme la protéine mature de 48,3 a 61 kDa (212). Dans les lysosomes, elle est
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retrouvée sous forme d’un complexe multienzymatique avec deux autres hydrolases, B Gal et
PPCA participant a la dégradation intra-lysosomale (213). Si la Tyr*2 de son domaine C-
terminal est phosphorylée, Neu-1 est adressée a la membrane ou elle participe a la formation
du CRE. Dans ce complexe, elle participe activement a la transduction du signal intracellulaire
induit par les EDPs. En effet, I’utilisation de mutant présentant une Neu-1 inactive conduit a
une diminution importante de I’activation de la voie de signalisation ERK1/2 induite par les
EDPs (202). De plus, Neu-1 est impliquée dans 1’assemblage des fibres élastiques dans le milieu
extracellulaire. En effet, des souris déficientes en Neu-1 avec une PPCA normale présentent de
nombreuses anomalies dont une désorganisation des fibres élastiques avec des lamelles
élastiques amincies au niveau de ’aorte (214). Enfin de nombreuses études ont démontré que
Neu-1 peut interagir avec un grand nombre de récepteurs. Nous avons dans ce cadre démontré
que Neu-1 interagit avec la sous-unité [ du récepteur de I’insuline modulant la régulation des
effets biologiques de cette hormone (215). De plus, une interaction avec un récepteur scavenger,
le CD36, a également été mise en évidence par notre équipe. Neu-1 est, en effet, capable de
moduler le taux de sialylation du CD36 ce qui régule I’accumulation des LDL oxydés par les

macrophages, un mécanisme impliqué dans la progression de 1’athérosclérose (216).

2.2.4.Les voies de signalisation intracellulaires du Complexe

Récepteur de I’élastine

En absence de stimulation, I’EBP est dissociée du complexe PPCA/Neu-1 qui est
localisé & la membrane (217). La liaison des EDPs sur la sous-unité EBP entraine 1’association
des trois sous-unités pour former un complexe fonctionnel capable d’activer des voies de
signalisation dépendantes du type cellulaire concerné (205,218,219). Apres cette stimulation
par les EDPs, Neu-1 catalyse la désialylation des gangliosides notamment le GM3z présent au
sein des radeaux lipides. Cela entraine la libération de lactosylcéramide (LacCer) qui joue le
role de second messager intracellulaire capable d’activer différents relais moléculaires et voies
de signalisation (202,220). 1l a de plus été montré que le traitement de fibroblastes avec du
LacCer reproduit les mémes effets que la stimulation avec des EDPs (220). La fixation de
lactose sur le site B-galactolectine de I’EBP entraine une diminution de son affinité pour les
EDPs et une dissociation du CRE (201). Ainsi le lactose est capable d’inhiber les effets induits

par les EDPs apres leur fixation sur le CRE.
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Les voies de signalisation intracellulaires activées par les EDPs fixés sur le CRE sont
variables en fonction du type cellulaire concerné. Notre équipe a mis en évidence 1’implication
de la voie MEK1/2 et ERK1/2 dans une cascade de signalisation faisant appel a PKA et PlsKy
aprés stimulation de fibroblaste par des EDPs (221). D’autres résultats ont complétées ces
études et montré que les EDPs sont capable d’induire I’activation de divers modules
signalétiques tels que Ras-Raf-1-MAPK-ERK1/2, Gi-p110y-Raf-1-MAPK-ERK1/2, AMPc-B-
Raf-ERK1/2, ou Gi-p110y-Akt (180,218,221,222). Enfin, une voie de signalisation a été mis en
évidence apres stimulation par des EDPs de CMLs aortiques. La fixation des EDPs sur le CRE
cible I’activation de protéines Gi ouvrant des canaux calciques et I’activation séquentielle de
tyrosines kinases comme FAK, " c-sarcome " (c-Src) et la cascade de phosphorylation Ras-Raf-
MEK1/2-ERK1/2. En conséquence, une augmentation de la prolifération des CMLs fit
observée apres ce traitement avec des EDPs (205).

L’ensemble des voies de signalisation pouvant étre activées apres fixation des EDPs sur le CRE

sont identifiées sur le schéma dans la figure 19 (206).

elastokines i} galactosugars

ca?
ca?*
'II Lipid rafts
PI3KY
-i GM, ganglioside Ras/ c-Src/ Raf-1 /| MEK1/2
p110y/ Raf-1 / MEK1/2
i LacCer PKA / B-Raf/ MEK1/2

NO / cGMP/ PKG / Raf-1 / MEK1/2

& ,

Chemotactism, Cytokine and Angiogenesis, Cell migration, survival,
ROS production protease production vasorelaxation proliferation, differentiation

Figure 19 : Représentation schématique des différentes voies de signalisations induites lors de
I’activation du CRE par les EDPs .
D’aprés Maurice et al, 2013 (206)
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2.2.5.R0les biologiques des peptides I’élastine au cours des

pathologies vasculaires associées a ’IRC

De nombreuses équipes ont étudié les modifications des fibres élastiques au cours de
diverses pathologies vasculaires. Les résultats ont démontré qu’une dégradation accrue de
fibres ¢lastiques accompagnée d’une augmentation de la libération d’EDPs sont observées lors
du développement de certaines maladies cardiovasculaires. Ces effets sont notamment attribués
a la libération d’élastases au cours de ces pathologies. A titre d’exemple, au cours de
I’athérosclérose, il a été observé une libération de MMP-9, cathepsine S (CathS) et de
cathepsine K (27,223).

2.2.5.1. Athérosclérose

La composante inflammatoire est cruciale dans cette pathologie puisque les cellules
inflammatoires comme les macrophages peuvent endocyter des LDL oxydés et devenir des
cellules spumeuses a 1’origine d’une réaction inflammatoire chronique par une libération de
cytokines pro-inflammatoires. De maniere intéressante, il a été a identifié de nombreux effets
des EDPs sur les cellules inflammatoires. lls stimulent la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS) favorisant 1’oxydation des LDLs par les neutrophiles et les monocytes (224).
De plus, les EDPs participent a la formation de cellules spumeuses en augmentant 1’absorption
de LDL oxydés par les macrophages (216). Enfin, il fat montré que les EDPs induisent la
production d’ IL-2 et d’IFN-y en favorisant la différenciation de lymphocytes T en un
phénotype pro-inflammatoire (225). Cette différenciation s’accompagne d’une augmentation
de la libération d’¢élastases comme la MMP-9 (226).

Au cours de cette pathologie, les CMLs participent aux étapes précoces puisqu’elles
sont a ’origine de la chape fibreuse. De plus, elles sont impliquées dans les complications
vasculaires associées a 1’athérosclérose telles que les calcifications. Les EDPs ont montré des
effets pro-migratoires (227) et pro-prolifératifs (205) sur ce type cellulaire et I’utilisation d’a-
élastine a suggéré un réle dans la différenciation ostéogénique des CMLs. (228).

Le remodelage matriciel associé a 1’athérosclérose a été observé au cours d’études
réalisées chez des patients présentant des plaques d’athérosclérose. Une corrélation a alors été
¢établie entre I’augmentation de la concentration d’EDPs et 1’¢lastolyse retrouvée au sein de la

plaque (229,230). De plus, I'utilisation de souris déficientes pour certaines ¢€lastases telles que
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la MMP-9 (231) ou la CathS (232) a mis en évidence une diminution de la dégradation des
fibres élastiques corrélées avec une diminution de la progression des Iésions vasculaires dans
un modele pro-athérogéne.

Enfin, notre équipe a mis en évidence I’implication in vivo des EDPs et du CRE dans la
progression de 1’athérosclérose. L’utilisation de deux modeles murins pro-athérogenes traités
avec de la x-élastine, a montré une augmentation significative de la taille des Iésions. D un
point de vue signalétique, les résultats ont montré que ces EDPs activent PI3Ky. De plus, notre
équipe a mis en évidence que I’activation de cette voie participe a la libération de ROS et a la
migration des monocytes. Enfin, I’implication de Neu-1 a été démontré dans un modele de
production endogeéne d’EDPs par I'utilisation de souris chiméres dénuée de cette protéine dans
le compartiment hématopoiétique (191). L’ensemble des effets des EDPs sur les différents
mécanismes impliqués dans le développement de 1’athérosclérose et dans sa progression sont

résumés dans la figure 20.
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Figure 20 : Résumé de I’influence des EDPs libérés sur les différents mécanismes impliqués dans
I’athérosclérose : données in vitro. A) : Le dysfonctionnement endothélial conduit a un recrutement et a une
adhésion précoce des leucocytes, des plaquettes et des agrégats leucocytes-plaquettes ainsi gu’a une
augmentation de la perméabilité de I'endothélium. 1l a été montré que les EDPs modulent le calcium
intracellulaire et la libération de NO. B) : Les LDLs qui s'accumulent dans I'intima sont sujettes a une
modification oxydative. Les monocytes sont ensuite recrutés dans I'intima, se différencient en macrophages,
accumulent les LDL oxydées et se transforment en cellules spumeuses, formant les stries lipidiques précoces.
L’accumulation successive de monocytes et leucocytes, et le dép6t de matrice riche en collagéne associé au
recrutement de cellules musculaires lisses sont responsable de la progression de la plaque. 1l a été montré que
les EDPs exercent un effet chimioattractif sur les monocytes et les leucocytes, des effets chimioattractifs et
prolifératifs sur les CMLS et augmentent [’oxydation des LDL par les monocytes et les leucocytes. C) . Le coeur
nécrotique de la plaque est soumis a la formation de calcifications et au développement d une chape fibreuses
formées principalement de CMLs. 1l a été suggéré que les EDPs pourraient participer a [ ‘ostéodifférenciation
des CMLs mais aussi & la polarisation des lymphocytes T en Th-1. NO, nitric oxyde; LDL, low-density
lipoprotein; SMC, smooth muscle cell; Th-1, T-helper cell-1. D aprés Maurice et al., 2013 (206)
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11 est cependant important de noter que nombre de ces ¢léments n’ont été€ proposés qu’a
partir de résultats in vitro et que peu, voire pas, d’éléments in vivo ne sont disponibles pour

valider ceux-ci.
2.2.5.2. Les calcifications vasculaires

Tres peu de données montrant un role direct des EDPs sur le développement des
calcifications vasculaires sont disponibles, bien qu’il fiit suggéré comme décrit précédemment
que des EDPs qui pourraient participer a 1’ostéodifférenciation des CMLs (228). Cependant,
cette étude fit menée avec de I’a-élastine, dont la pertinence physiologique n’a pas été
démontrée. Il est cependant bien connu que des élastases sont sécrétées dans 1’espace
extracellulaire au cours de I’IRC, dégradant les fibres élastiques. L’élastolyse associée joue un
role prédominant dans I’initiation et la progression des calcifications vasculaires car 1’¢élastine
dégradée présente une forte affinité pour le calcium favorisant le dépot d’hydroxyapatite le long
des fibres élastiques appelé 1’¢élastocalcinose (233). Ainsi, le role des EDPs dans le processus
de calcification au cours de I’IRC reste encore a étudier en détail, tout comme le(s)

mécanisme(s) conduisant a leur production.

Dans ce cadre, de nouveaux acteurs ont éte identifies et pourraient jouer un role
fondamental dans I’induction des calcifications vasculaires au cours de I’TRC, mais également
participer a 1’élastolyse observée. Ainsi, notre équipe a mis en évidence I’implication du
récepteur aux produits de glycation avancée (RAGE) dans les processus d’athérosclérose et de

calcification associés a I’'IRC, bien que son role précis reste encore a démontrer.

C.Le récepteur aux produits de glycation avancée (RAGE) :

implication dans les processus liés a I’ RC

La découverte de RAGE, au début des années 90, fait suite a I’identification d’un
nouveau récepteur capable de fixer des protéines modifiées par du glucose a la surface de
cellules endothéliales bovines (234). Ces études ont alors mise en évidence que ce récepteur est
capable de fixer divers ligands ce qui a permis de le classer dans la famille des récepteurs

reconnaissant des motifs ou Pattern Recognition Receptor.
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Dans I’organisme, RAGE est principalement retrouvé dans le poumon ou il est exprimé
par les cellules épithéliales alveolaires (235) . Cependant un taux trés faible de RAGE est aussi
retrouvé au niveau du cerveau, du cceur, du rein et du muscle squelettique. D’un point de vue
cellulaire, il est exprimé par divers types cellulaires en plus des cellules épithéliales comme les
monocytes /macrophages, les CMLs, les lymphocytes T, les neutrophiles (235,236)

Cependant, le développement de certaines pathologies cardiovasculaires (237),
tumorales (238) ou neurodegénératives (239) est associé a une augmentation significative de
I’expression de ce récepteur, suggérant que RAGE pourrait étre un acteur moléculaire crucial

dans le développement de diverses pathologies.

1. Organisation structurale de RAGE

Chez I’Homme, le géne AGER (Q15109) se situe sur le chromosome 6 et sur le
chromosome 17 chez la souris (Q62151). Il est composé de 11 introns/exons subissant des
épissages alternatifs afin de produire les différents variants. La protéine mature (Figure 21)
faisant de 45 a 50 kDa, est composée de 404 acides aminés et présente un domaine
extracellulaire, une seule hélice transmembranaire et un court domaine cytosolique (240). Le
domaine extracellulaire est constituée d’Immunoglubulin-like domains comprenant un domaine

variable V et deux domaines constants C appelés les domaines C1 et C2 (241).

Signal Peptide (aa 1-22)

Ig-V domain (aa 23-116)

. Ig-C2 domain (aa 124-221)
. Ig-C2 domain (aa 227-317)

. I Transmembrane domain (aa 343-363)
. ¢ Cytoplasmic tail (aa 364-404)

Extracellular
Plasma membrane

Intracellular

Figure 21 : Représentation schématique de la protéine. RAGE est composé d 'une partie extracellulaire
contenant 3 domaines, d’une partie transmembranaire et d 'une partie cytosolique. D ’aprés Hudson et al, 2008

(242).
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Les domaines V et C1 sont liés par un ensemble d’acides aminés sans structure secondaire
apparente fonctionnant comme une unité structurale et non comme des domaines individuels.
Ce complexe est relié au domaine C2 par un ensemble d’acides aminés formant un lien élastique
entre les deux (243). L’analyse moléculaire de ces domaines a montré que ce domaine V
possede une majorité d’acides aminés chargés positivement, particulierement arginine et lysine,
alors que le domaine C2 posséde majoritairement des acides aminés et donc chargés
négativement. La majeure partie des ligands de ce récepteur se fixent sur le domaine V. Le
domaine C2 participe a la reconnaissance du ligand et a la stabilisation du domaine V (244). La
partie cytoplasmique, hautement chargée, est indispensable pour I’activation des voies de
signalisation telles que la voie NF-kB (245).

Il existe 20 isoformes de RAGE, identifiés dans différents tissus, et possedant diverses
localisations cellulaires. Cependant les formes de RAGE les plus retrouvées dans 1’organisme
sont la forme entiere "full length" (fl-RAGE) ancrée a la membrane plasmique et
correspondant a celle décrite précédemment, et la forme secrétée (SRAGE) qui ne contient que
la partie extracellulaire du récepteur (Figure 22). Cette derniére est produite suite a un épissage
alternatif de ’ARNm ou suite a un clivage protéolytique de la protéine par ADAM10 ou par
des MMPs telles que la MMP-9 (246). Cette forme du récepteur libérée dans I’espace
extracellulaire interagit alors avec les ligands circulants de la fl-RAGE. Elle diminue donc

’activation de RAGE en empéchant la fixation des ligands (247).
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Figure 22 : Schéma représentatif des différents isoformes de RAGE. RAGE est secrété dans [’espace
extracellulaire sous forme de SRAGE a la suite de !’action de protéases ou sous forme de esRAGE aprés un
épissage alternatif. D aprés Basta et al, 2008 (248).

L’étude biochimique de ce récepteur a montré que RAGE forme des oligomeres
constitutifs d’au moins 4 molécules a la surface de la membrane plasmique (249) permettant la
transduction du signal suite a la fixation du ligand. Le lien entre les récepteurs s’effectue au
niveau des domaines V-C1 qui forment des contacts latéraux au niveau des résidus du domaine
C1 principalement. Au niveau de la surface de contact, de nombreux résidus chargés sont
présents et la liaison a ce niveau se réalise par des liaisons hydrogeéne et des interactions polaires
contrdlées au niveau d’un ion zinc. Cet ensemble de récepteur est stabilisé par la fixation de
ligands multimériques comme le S100B, S100A12 ou les AGEs. Ce mécanisme augmentant le
nombre de récepteurs a la surface pourrait expliquer 1’hyperactivation de la voie RAGE dans
les maladies inflammatoires chroniques grace a un rétrocontréle positif sur 1’expression de
RAGE (250).

2. Les différents mécanismes impliqués dans la réqulation de RAGE

2.1. Régulation au niveau transcriptionnel

La régulation transcriptionnelle de RAGE fait intervenir plusieurs facteurs de

transcription tels que SP-1, AP-2, NF-xB (251). La région promotrice de RAGE -1543/-587 bp
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est constituée de deux sites de fixation pour NF-kB. Ce facteur de transcription est activé par
la cascade de signalisation initiée par les Toll Like Receptor (TLR) ou par des cytokines pro-
inflammatoires libérées par les leucocytes. En aval de ces sites, plusieurs domaines de fixation
du facteur de transcription SP1 sont retrouvés dans la région -245/-40. Cette région est
essentielle dans la réponse cellulaire apres la fixation de High Mobility Group Box-1 (HMGB1)
sur le récepteur RAGE au cours du développement du cerveau.

Dans cette région promotrice a également été identifiee deux polymorphismes, -374T/A
et -429T/C qui ne sont pas localises dans les domaines précédemment décrits. Cependant, ces

régions sont associees aux développement de ’athérosclérose et aux complications cardiaques
(252).

2.2. Régulation par épissage alternatif

Il a été mis en évidence 1’existence de 20 produits provenant de 1’épissage alternatif de
I’ARN de RAGE humain (253) et murin (254). Cependant, une trés faible partie de ces variants
est traduite en protéine et est exprimée en quantité suffisante pour induire les cascades de
signalisation. En effet, 50 % des produits d’épissage sont ciblés et dégradés. Il a été montré que
le niveau de transcrit ne refléte pas nécessairement la quantité de protéine dans le plasma. En
effet, un modele murin de diabete présente un niveau élevé du transcrit pour SRAGE mais la
protéine ne se retrouve pas augmentée dans le plasma des souris (254).

Les principaux variants d’épissage retrouvés chez I’Homme sont le récepteur RAGE
entier, le variant 1 (Srage) et enfin le variant 2 correspondant au dominant négatif de RAGE
avec le domaine V tronqué. Ces variants d’épissage ne sont pas fonctionnels mais ce sont
d’importants biomarqueurs des pathologies liées a I’interaction de RAGE avec ses ligands. En
effet, le plasma de patients diabétiques montre par exemple une corrélation inverse de

I’expression de RAGE-V1 avec le développement accéléré de 1’athérosclérose (255).

2.3. Régulation au niveau de la protéine

2.3.1.Glycosylation

RAGE présente 2 sites de N-glycosylation au niveau des asparagines 25 et 81 qui
modifient la fixation du ligand ainsi que la signalisation du récepteur. De plus, il existe un

polymorphisme de RAGE chez I’Homme résultant de la substitution d’une glycine par une
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sérine en position 82 ce qui favorise la glycosylation de ce résidu. Ceci augmente la fixation
des ligands et par conséquent I’activation de RAGE (256).

2.3.2.Clivage protéolytigue de RAGE

Tel que précisé précédemment, la présence de RAGE a la surface cellulaire est aussi
régulée par un clivage protéolytique de ce récepteur. Il a été montré que la MMP-9 et
I’ADAMI0 clivent la partie extracellulaire proche du domaine transmembranaire libérant la
forme sRAGE dans le milieu extracellulaire (246,257). Ce clivage peut étre régulé par des
ligands de RAGE qui en se fixant active ce récepteur mais aussi son clivage protéolytique. C’est
un potentiel mécanisme inhibiteur de RAGE puisque la forme sRAGE entre en compétition
avec RAGE pour la fixation des ligands. De plus, ce mécanisme de régulation peut étre régulé
par une augmentation de concentration calcique intracellulaire qui est induite par les récepteurs
couplés au protéines G comme le récepteur V2 de la vasopressine ou le récepteur de 1’ocytocine
(258,259).

3. Les ligands de RAGE

3.1. AGEs : les produits de glycation avancés

La glycation d’une protéine est une réaction non enzymatique se produisant avec un
glucide au niveau du groupement amine libre. C’est une réaction spontanée, irréversible et
cumulative aboutissant a la formation de produits de glycation avancée (AGEs). L apport
d’AGE se fait soit de facon endogene ou exogene par la nourriture di a la méthode de cuisson
(260).

Dans les conditions physiologiques, une faible concentration de glycation endogene est
observée alors que celle-ci se trouve augmentée au cours de certaines pathologies et du
vieillissement. L hyperglycémie associée au diabéte favorise par exemple la glycation de
nombreuses protéines telles que le collagéne ou 1’albumine. L’accumulation d’AGEs au cours
de cette pathologie participe a la progression de nombreuses complications comme la
néphropathie diabétique (261). Les AGEs sont obtenus selon 3 voies de production : la
glycation non-enzymatique, la glycoxydation et la voie des polyols (Figure 23) (262).
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Figure 23 : Schéma représentatif des différentes voies de formation des AGEs in vivo. La
formation endogéne d’AGEs a été décrite par trois voies différentes in Vivo : la réaction non enzymatique de
Maillard, la voie de polyol et la peroxydation lipidique. Au cours des trois réactions, la formation d'AGEs
produit des composés carbonylés réactifs tels que le glyoxal, le méthylglyoxal et le 3-désoxyglucoson. Lors de
conditions pathologiques au cours desquelles la détoxification est altérée, ces composée trés réactifs forment des

AGEs de facon irréversible. Modifié d aprés Ott et al, 2014 (262).

Le glucose est I'ose principalement impliqué dans la glycation endogéne et réagit avec
un groupement aminé libre présent sur des protéines ou des lipides. La premiére étape consiste
en une condensation entre le groupement aminé libre de la protéine et le groupement carbonyle
du sucre formant une base de Schiff. C’est un processus réversible par hydrolyse chimique. Un
réarrangement moléculaire nommé réarrangement d’ Amadori va alors s’effectuer menant a la
formation du produit d’Amadori stable. A partir de cette étape, les AGEs peuvent directement
étre produits sans étapes intermédiaires ou ils peuvent étre obtenus apres différentes
modifications du résidu glucidique. Lors de ce processus, une partie du résidu se détache
formant des produits intermédiaires de glycation tels que les aldéhydes glyoxals et
mathylglyoxals qui sont tres réactifs. Ces derniers en se fixant a d’autres protéines conduisent
aussi a la production AGEs (Figure 24) (263).
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Figure 24 : Schéma représentatif du processus de formation des AGEs par glycation endogéne
D’apres Vallon et al, 2011 (263)

La glycoxydation est une réaction non-enzymatique qui dépend de la concentration en
sucre mais aussi de I’importance du stress oxydant provenant de 1’auto-oxydation du glucose
ou de la peroxydation des lipides. Les produits intermédiaires ainsi formés réagissent avec un
groupement aminé conduisant a la production des AGEs tels que la Ne-carboxymethyl-lysine.
Cette réaction est la principale voie de formations des AGEs au cours de I'IRC (264).

La derniére voie implique la voie des polyols qui fait intervenir comme sucre le fructose.

Cette réaction forme des AGEs en passant par les produits intermédiaires de la glycation (262).

Des mécanismes endogenes de détoxification permettant de limiter I’accumulation des
AGEs ont été mis en évidence. La glyoxalase-1 est, par exemple, une enzyme qui empéche la
formation de méthylglyoxal, glyoxal et d’a-oxoaldehydes, produits intermédiaires retrouves au
cours de la glycation. Cependant I’induction d’un stress oxydant par la liaison AGEs-RAGE
diminue P’activité et I’expression de la glyoxalase-l. Ceci participe a I’augmentation de la

production des AGEs (265,266).
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3.2. Les autres ligands

3.2.1.Sérum Amyéloide A

La serum amyéloide A (SAA) est une protéine exprimée au cours de la phase aigie de
I’inflammation et peut étre sécrétée de 100 a 1000 fois sa valeur basale (267). Lors d’une
régression de I’inflammation, la SAA diminue rapidement puisque sa demi-vie est de 12 h. Elle
appartient a la famille des apolipoprotéines associées aux High Density Lipoprotein (HDL)
(268).

Une étude clinique a également mis une évidence une corrélation entre le taux de SAA
et les facteurs de risques cardiovasculaires. En effet, la SAA est fortement retrouvée chez les
patients présentant des plaques d’athérosclérose a un stade avancé (269). De plus, chez des
souris ApoE™, la SAA s’accumule dans les 1ésions athérosclérotiques et son expression est
maintenue tout au long de la progression de cette pathologie (270). Notre équipe a également
montré que I’IRC induit une accumulation de SAA et de RAGE dans les crosses aortiques de
souris urémiques ApoE™. En paralléle de ces observations, nos résultats montrent aussi que la
SAA participe a la migration des CMLs mais aussi a I’induction du stress oxydantde fagon
RAGE dépendante (271).

3.2.2.High Mobility Group Box protein-1 (HMGB-1)

HMGB-1 est une protéine de 30 kDa qui est composée de trois domaines : deux
domaines chargés positivement (A et B) et un domaine chargé négativement (queue acide en
C-terminal). Cette structure lui confére la capacité de reconnaitre et de se fixer sur I’ADN et les
histones. Son rdle dans le noyau est de modifier la structure nucléosomique pour réguler les
mécanismes de transcription, de recombinaison et de réparation (272). Elle est ainsi localisée
dans le noyau mais peut aussi étre secrétée dans le milieu extracellulaire et est retrouvée dans
le sérum de patient atteints de pathologies inflammatoire telles que 1’arthrite rhumatoide (273).
L’utilisation de modéle murin a montré qu’un traitement avec HMGB-1 induit le
développement d’arthrite en activant les macrophages via la libération de I’'IL-1 (274).

Elle est capable de se lier avec de nombreux récepteurs comme les TLR ou encore le
récepteur RAGE (275). Cette interaction avec le récepteur RAGE participe a I’induction de

I’autophagie et participe a la résistance aux agents cytotoxiques dans le cadre du cancer (276).
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Concernant les pathologies vasculaires, une étude clinique a montré une forte expression de
cette protéine au niveau des CMLs et des cellules endothéliales localisées dans les lésions
athérosclérotiques. En paralléle de ces observations, une stimulation athérogénique entraine
I’expression de HMGBI1 par les CMLs ce qui active leur migration et leur prolifération gréace a
I’interaction HMGB1-RAGE (277).

3.2.3.Les protéines de la famille de S100

Les protéines de la famille S100, ou calgranuline, sont composées de 24 protéines
différentes de faible poids moléculaire (10-14kDa). Elles sont capables de former des homo- et
des hétérodimeéres qui peuvent lier le calcium. Elles possédent toutes la caractéristique d’étre
soluble dans une solution de sulfate d’ammonium saturée a 100% ce qui a donné leur nom. Ces
protéines agissent comme des régulateurs intracellulaires mais aussi comme des protéines de
signalisation extracellulaire pouvant réguler des processus cellulaires de facon paracrine ou
autocrine (278). Elles sont ainsi impliquées dans diverses fonctions cellulaires telles que la
signalisation, la différenciation, la migration, la transcription mais également dans le cycle
cellulaire gréace a leur capacité a fixer le calcium ou le zinc (279). En plus de ces fonctions
intracellulaires, certaines d’entre elles peuvent étre sécrétées dans le milieu extracellulaire et
avoir des fonctions dans I’inflammation (S100A12, (280)), sur I’activité des neutrophiles
(S100B, (281)) ou encore des effets dans 1’angiogenese (S100A4, (282)) . Cependant, toutes
ces fonctions extracellulaires nécessitent une interaction avec un récepteur. RAGE semble étre
un bon candidat car il été montré que ce récepteur est activé par le SI00A12 ou le S100B (283).
De plus, un lien a été établi entre SI00A12 et les calcifications vasculaires car cette protéine

augmente 1’ostéodifférenciation des CMLS, processus ralenti en présence de SRAGE (284).

4. Signalisation

Le domaine cytoplasmique de RAGE est essentiel pour la transduction du signal aprés
la fixation de ligands permettant I’activation de génes pour une réponse cellulaire adaptée. Des
études in vitro a I’aide de récepteur mutant dénués de ce domaine, a montré un blocage de
I’activation des cascades de signalisation dépendantes de RAGE (285). Des expériences de
double hybride ont permis d’identifier un partenaire intracellulaire, le domaine FH1 de

Diaphanous related formin 1 (mDial) (286). mDial est un membre de la famille des formines
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riches en proline interagissant avec diverses molécules de transduction du signal comme c-Src
(287). La fixation de mDial induit I’activation de Rac-1 et de Cdc42 entrainant la migration
cellulaire, et participe a la régulation de I’hypoxie induite par RAGE via Early growth response-
1 (Egr-1) (286,288). Ainsi, il a été identifié quatre voies de signalisations différentes activées a
la suite du recrutement de mDial sur la domaine cytosolique de RAGE : la voie JAK/STAT ;
les voies MAPK ERK1/2, p38, et INK ; la voie Ras-Rac-Cdc42 et la voie PI3K/Akt (Figure 25)
(289).

L’utilisation de mutants de RAGE présentant différentes delétions sur ce domaine
cytoplasmique a permis de mettre en évidence une interaction directe de ERK/2 sur le domaine
cytosolique de RAGE. Cela s’explique par la présence de séquences similaires au domaine D,
site de fixation de ERK1/2 retrouvé dans certains substrats de celui-ci (290). L’ensemble de ces
voies de signalisation menent a la fixation de divers facteurs de transcription tels que NF-xB,
des protéines de la famille des STAT telles STAT1/STAT3/STATS, et AP- permettant une
réponse cellulaire adaptée au stimulus. A titre d’exemple, la stimulation de RAGE par S100B
induit I’interaction avec mDial activant c-Src responsable de la phosphorylation des voies
ERK1/2 et PI3K/Akt. Cela conduit a I’activation de STAT3 induisant la migration et
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Figure 25 : Schéma des voies de signalisation principales activées apres fixation d’un ligand sur
RAGE. La fixation de ligand entraine [’oligomérisation de récepteur RAGE. La fixation d’un
adaptateur intracellulaire, mDial, active diverses cascades signalétiques induisant [’expression de
génes impliqués dans la migration ou la production de cytokines pro-inflammatoires. De plus, une
boucle de rétrocontréle positif maintien [’expression de RAGE stimulant les voies de signalisation
activées. D apres Fritz et al, 2011 (241).
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5. Rble de RAGE dans le remodelage vasculaire pathologigue

5.1. Implication de RAGE dans le développement de I’athérosclérose

Le réle pro-inflammatoire de de RAGE a encouragé de nombreuses équipes a étudier
son implication dans les mécanismes associés a 1’athérosclérose. Une étude clinique menée sur
des monocytes de patients atteint d’IRC a différents stades montre une augmentation des AGEs,
qui en se fixant sur RAGE, induit I’amplification de la production du TNFa et I’expression de
RAGE, en corrélation avec la progression de cette pathologie. Ces résultats suggeérent donc que
RAGE et ses ligands participent activement a I’inflammation systémique retrouvée au cours
des défaillances rénales (292). Ces données ont été confirmées par 1’utilisation de sérum de
patients urémiques montrant une augmentation progressive de 1’expression du SI00A12 avec
I’avancée de la maladie (293). Ces données cliniques ont été confirmées et approfondies par
des études in vitro et in vivo afin de comprendre le role de RAGE dans I’athérosclérose.

Au sein de la paroi vasculaire, la premiére conséquence de I’interaction de RAGE avec
ses ligands est 1’induction d’un stress oxydant (294), en partic grace a I’activation de la
NAD(P)H oxydase (295). Dans les cellules endothéliales, la principale source de ROS est la
mitochondrie (296). Les étapes précoces du développement de 1’athérosclérose sont
caractérisées notamment par un dysfonctionnement endothélial associé a une production de
ROS. De plus, les AGEs ou le SI00A12 en se fixant sur RAGE, induisent 1’expression de
molécules d’adhésion telles que VCAM-1 ou I-CAM-1 permettant le recrutement des
monocytes sur I’endothélium (297,298). Cette interaction participe également a leur migration
(299). Enfin, la fixation de ligands induit une phénotype pro-thrombotique de la surface de
I’endothélium (300).

Au cours de I’athérosclérose, la composante inflammatoire joue un role essentiel dans
la progression des lésions. Il a été démontré que les AGEs induisent la polarisation des
macrophages en un phénotype M1 pro-inflammatoire en libérant de 1I’IL-1f ou du TNF-a
(301,302). Ce phénotype pro-inflammatoire est dd a la fixation des AGEs sur RAGE, induisant
la voie de signalisation NF-kB (303).

Les AGEs, interviennent de plus dans la formation des cellules spumeuses en
augmentant le nombre de récepteurs aux LDL oxydés tel CD36 et en diminuant 1’élimination

du cholestérol en HDL (304). Ce processus accélére le développement de 1’athérosclérose.
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Enfin, I’association AGE/RAGE a la membrane des CMLs induit une augmentation de
la migration et de la prolifération (305) et participe a I’augmentation de la sécrétion de MEC
par ces cellules via une augmentation du TGF-f (306).

Toutes ces données ont été confirmées in vivo par Iutilisation de modéle ApoE™
présentant une délétion pour RAGE. Les résultats montrent que chez ces souris, 1’expression
de RAGE est augmentée au cours de la progression de la pathologie. La délétion de RAGE dans
ce modéle impact divers mécanismes associés a 1’athérosclérose. En effet, les observations in
vivo montrent une diminution des plaques et de sa complexité. De plus, les données mettent en
évidence que I’absence de RAGE entraine une diminution de I’expression de molécules
d’adhésion comme VCAM-1 ou ICAM-1, de la MMP-2 et d’IL-10 (237,307)

L’ensemble de ces résultats permettent de définir RAGE comme un acteur crucial dans
la progression de 1’athérosclérose associée a I’'IRC. RAGE est également impliqué dans les

complications cardiovasculaires associées a I’IRC que sont les calcifications vasculaires.

5.2. RAGE : un acteur clef dans les processus de calcifications

vasculaires

L utilisation de souris ApoE” possédant des CMLs chez lesquelles 1’expression du
S100A12 est induite génétiquement ont mis en évidence la présence de calcifications
importantes et plus précoces par rapport aux souris ApoE™. En paralléle de ces observations,
I’analyse transcriptomique de marqueurs ostéogéniques montre une importante augmentation
de RunX2 dans un environnement favorisant le développement de plaques d’athérosclérose
(308). Ces données ont été soutenus par des résultats obtenus in vitro avec des CMLs.
L’induction de I’expression de RAGE induit un dépdt de calcium associé a une augmentation
de I’expression de 1’Alkaline Phosphatase (ALP) et de Msx2 (facteur de transcription impliqué
dans 1’ostéodifférenciation) (309) et 1’utilisation d’un anticorps bloquant anti-RAGE bloque
I’influence pro-calcifiante des AGEs (310). Il semblerait de plus qu’une partie des mécanismes
d’ostéodifférenciation dépendants de RAGE fasse intervenir le stress oxydant. En effet, suite a
I’ostéodifférenciation des CMLs par des AGEs, une augmentation de la NADPH associée & une

libération d’espéces réactives de I’oxygene est observée (311).

Malgré ces données, le réle de RAGE dans les calcifications vasculaires reste encore a

confirmer particulierement au niveau des relais moléculaires. Ce récepteur pro-inflammatoire
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pourrait en effet, en plus de son effet pro-calcifiant direct, utiliser des relais moléculaires divers

tel la CathS dont I’expression a été reliée a des processus semblables.

D. La cathepsine S : une protéase matricielle impliguée dans le

remodelage vasculaire

1. Généralités

Le terme cathepsine a été introduit a partir de 1920 (312) et provient du grec kathepsein
signifiant digérer. Ce nom a été attribué aux enzymes protéolytiques lysosomales. Dans ce
groupe d’enzymes, on trouve les sérines protéases telles que les cathepsines A et G, les
protéases aspartiqgues comme les cathepsines D et E et enfin les cathepsines lysosomales a
cystéine. L’analyse bio-informatique du génome humain a identifié 11 cathepsines a cystéine
parmi lesquelles on retrouve les cathepsines B, C, F, H, K, L, O, S, V, X et W (313). Ces
cathepsines a cystéine sont divisées en deux sous-groupes comprenant les exopeptidases avec
les cathepsines C,X et B mais la majorité des cathepsines a cystéine sont des endopeptidases.

Les cathepsines lysosomales a cystéine nécessitent un environnement acide et réducteur,
comme retrouvé dans les lysosomes, pour avoir une activité optimale leur permettant d’assurer
la degradation non-spécifique intracellulaire et extracellulaire de protéines. Lors de leur
découverte, elles ont été considérées comme de simples protéases lysosomales dont la fonction
est de dégrader les protéines intracellulaires dans les lysosomes et endosomes. Cependant, de
nombreuses études ont montré un réle plus complexe de ces protéases pouvant participer
activement au développement de pathologies. Parmi ces cathepsines, une cystéine protéase, la
CathS, a été identifiée comme une potentielle élastase pouvant jouer un réle important dans le
développement des maladies cardiovasculaires par son implication dans la dégradation de la
MEC ainsi que dans la réponse immunitaire et inflammatoire. Il est, cependant, important de

noter que son rdle dans la production d’EDPs bioactifs n’a jamais ét¢ démontré.
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2. Du géne a la protéine

La CathS est produite par le gene CTSS localisé sur le chromosome 1921 contenant 6
exons et 6 introns (Figure 26). La région 5’ ne contient pas les motifs classiques tels que TATA
ou CAAT mais elle est composée d’une région riche en GC. Il a également été identifié la
présence de domaine d’interaction AP-1 et des microsatellites CA suggérant que le promoteur
de CTSS est hautement régulé (314).

~7500 913 438 2818 2275 1730
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Figure 26 : Organisation du géne de la CathS, CTSS. Les cadres blancs représentent les introns et les
cadres foncés les exons. De part et d’autre de chaque cadre est noté la longueur de chacun en paires de base.
D’aprés Shi et al, 1994 (314).

Comme toutes les cathepsines, la CathS est synthétisée au niveau du réticulum
endoplasmique, sous forme de pré-proenzyme (zymogene) de 331 acides aminés, contenant un
peptide signal au niveau de la pré-région a I’extrémité N-terminale, un pro-domaine et un
domaine mature de 16, 98, 217 acides aminés respectivement (315). Le peptide signal est
éliminé dans la lumiere du réticulum endoplasmique formant la pro-cathepsine S qui subit
différentes modifications post-traductionnelles telles que des glycosylations, des
phosphorylations et la formation des ponts disulfures dans ’appareil de Golgi. Enfin, apres
avoir adopté un repliement correct, la CathS est transportée dans les endosomes ou les
lysosomes ou elle est activée par élimination du pro-domaine.

Ce propeptide est nécessaire pour le repliement correct de 1’enzyme et sa stabilité
impliquant un ensemble d’acides aminés aromatiques qui sont les amino-acides W28, W31 et
W52 (316). Ce prodomaine est constitué de deux parties dont la partie N-terminale présentant
deux hélices a et un brin 3, qui forment un mini-domaine compact. Cette partie du pro-domaine
interagit avec une boucle proregion binding loop au niveau du domaine catalytique ce qui
stabilise son positionnement. La partie C-terminale s’étend a la surface de I’enzyme en passant
par le site actif avec la formation d’une hélice a. Ce domaine crée alors un encombrement
stérique bloquant 1’accés aux substrats protéiques. Ce pro-domaine sert donc d’inhibiteur
spécifique de I’enzyme afin d’éviter une maturation précoce (317). Lors du processus de

maturation, le pro-domaine est éliminé par divers processus dans les lysosomes. Cette étape
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peut se faire par I’intervention d’autre protéases telle la cathepsine D ou la pepsine (318). De
plus, ces endopeptidases possédent la capacité de s’auto-activer a pH acide (pH = 4,5), soit par
un processus intermoléculaire dans lequel une cathepsine active va cliver le prodomaine d’une
autre cathepsine, soit par un processus intramoléculaire ou le prodomaine adopte une
conformation relachée due au pH acide permettant 1’auto-maturation de 1’enzyme. Pour la
CathS, plusieurs mécanismes ont été mis en évidence dont un clivage du pro-domaine par la
cathepsine H. Le pH acide des lysosome peut agir également sur la structure de ce pro-domaine
permettant la libération du site catalytique (319). Enfin, il fiit montré que 1’auto-activation de
la CathS était beaucoup plus rapide en présence de glycosaminoglycanes tels que la
chondroitine sulfate (320)(321).

3. Structure moléculaire et fixation des ligands

L’étude de la CathS a révélé la présence de trois ponts disulfure (C136-C180, C170-
C213, Cys272-C320) avec I’implication directe des résidus C25, H164 et N184 dans le site
catalytiqgue (nomenclature UNIPROT : P25774, CathS humaine). L’utilisation de la
cristallographie aux rayons X a permis de décrire précisément il y a 20 ans la structure
tridimensionnelle de la CathS (322). Cette protéase est constituée d’une chaine monomérique
de 217 acides aminés possédant un domaine sous forme hélicoidale et un domaine en tonneau
constitué de 6 brins B. La juxtaposition des deux domaines crée un sillon long et étroit, bordé
par des hélices d’un cOté, et de I’autre par un feuillet formant le site catalytique de I’enzyme.
Les coordonnées atomiques de McGrath et al, (1998) n'ont pas été déposées. Depuis, 60
structures cristallographiques de la CathS complexée avec de nombreux substrats ainsi qu’une
structure de la proCathS ont été déposées dans la Protein Data Bank.

De ces différents complexes de 1’enzyme et de ses inhibiteurs, il a été possible
d’identifier et de caractériser les 3 sites de fixation possible du substrat, les sites P1, P2 et P3,
dont le site d’interaction est bordé par les C25 et H159, selon la nomenclature de Schechter et
Berger (Figure 27). Cette nomenclature définie un arrangement des sous-sites (S-S’) dans le

site actif interagissant avec les résidus des sites correspondants du substrats (P-P’) (323).
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Protease Subsites

<« s3 s2 s1 S1 S2 s3 >
P15 P3 P2 P1 P1’ p2’ p3’ P15’

-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO:NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-

)

Cleavage Site
of Peptide Bond

Figure 27 : Schéma illustratif de la nomenclature de Schechter et Berger. Illustration de
l’interaction entre une protéase et un substrat polypeptidique en utilisant la nomenclature de Schechter et
Berger. Le site actif d'une protéase est composé de plusieurs sous-sites. Ici il est constitué de 6 sous-sites
appelés S1 — S3 et S1'-S3 . Les sous-sites sont situés des deux cbtés du site catalytique (fleche rouge) et sont
numérotés dans les deux sens. Les positions des résidus d'acides aminés du substrat ont la méme numérotation
que les sous-sites qu'ils occupent, P1 — P3 et P1'— P3". Le clivage a lieu entre les résidus P1 et P1". D’apres
Hook et al, 2015 (323) mais cette figure a été adaptée de Schechter et al, 1968 (324).

Des études d’arrimage moléculaire (docking) et de dynamique moléculaire sur le
mécanisme d’action d’un inhibiteur hautement sélectif de la CathS, le RO5444101, ont mis en
évidence que le site de liaison S2 est le plus important dans I’interaction (322). L’interaction
P2-S2 est considérée comme le principal déterminant de la spécificité de I’enzyme grace a la
formation d’une large poche hydrophobe gréace aux résidus F70, M71, G137, V162 et F211. En
effet, G137, par sa petite taille, rend la poche S2 plus profonde chez la CathS comparée au
d’autres cathepsines qui ne possedent pas ce résidu. De plus, V162 impose des restrictions
d’entrée dans la poche beaucoup plus importantes par rapport aux résidus leucine et méthionine
présents dans la cathepsine K et L, respectivement, nécessitant une dynamique de I’enzyme
plus importante pour son mécanisme fonctionnel. Enfin, le résidu aromatique F211 est
responsable d’une certaine plasticité de cette poche comparée aux autres résidus présents a cette
positions dans les autres cathepsines permettant 1’interaction avec des inhibiteurs de taille trés
différente (325). Cette poche S2 par sa composition unique en acides aminés joue un role crucial
dans I’interaction de la CathS avec ses ligands et par conséquent dans le design d’inhibiteurs
hautement sélectifs. En collaboration avec le Pr Manuel Dauchez, 1la CathS, I’ensemble de ces

sites et sous sites ainsi que son site catalytique a été modelisé sur la figure 28.
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Figure 28 : Modélisation de la structure 3D de la CathS. Le site catalytique est figuré en rose pale. Les
sous-sites S1, S2, S3 sont représentés par des couleurs chaudes (rouge, rose et jaune) et les S1° et S2° par des
couleurs froides (verte et bleue)

Le site catalytique se situe dans la cavité en forme de "V " située entre les deux
domaines de la CathS dans laquelle on retrouve les résidus essentiels a ’activité catalytique
C25, H159 et N184. Le mécanisme catalytique nécessite une réduction de la C25 pour former
une liaison avec I’H159 a proximité. Le résidu N184 permet de maintenir le bon fonctionnement
de H159. Ces résidus forment la triade catalytique nécessaire a 1’activité protéolytique de la
CathS (326).

4. Localisation et régulation de I’expression de la Cathepsine S

4.1. Expression cellulaire et tissulaire de la Cathepsine S

La majorité des cathepsines sont exprimées de facon ubiquitaire dans les tissus humains,
telles que les cathepsines B, H, L, C, X, F, O, alors que d’autres présentent une expression plus
restreinte comme la CathS. Des expériences d’immunomarquages ont permis de la localiser
CathS dans les reins, les poumons et les ganglions lymphatiques mais surtout au niveau de la
rate d’ou le S pour spleen (327).

La CathS est exprimée par les cellules présentatrices de I’antigéne comme les cellules
dendritiques, les cellules B ou les macrophages (328,329). Des études complémentaires ont mis

une évidence une localisation de la CathS a la membrane des CMLs vasculaires ou elle pourrait
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jouer un réle dans la dégradation de la MEC (121). En effet, il a été mis en évidence qu’elle
possede une activité collagénolytique, mais également élastolytique (330,331). De maniére
extrémement intéressante, elle est tres peu voire non exprimée dans la paroi vasculaire normale

et voit son expression augmentée en conditions pathologiques (27).

4.2, Régulation de ’activité de la CathS

La régulation de 1’expression et de I’activité ou 1’expression de la CathS est nécessaire
aux vues de ses fonctions dans la réponse immunitaire, dans I’inflammation et dans la
protéolyse matricielle. 1l a été démontré que son expression peut étre régulée au par différentes
cytokines. Des cytokines pro-inflammatoires comme I’IFN-y stimulent la sécrétion de cette
cathepsine par les CMLs vasculaire (121). La présence dans son promoteur d’un IFN-stimulated
response element (IRSE) est responsable de la régulation transcriptionnelle de la CathS induit
par IFN-y via la formation d’un complexe entre IRSE et IFN response factor-1 (IRF-1). En
paralléle, un facteur de transcription appartenant a la famille Ets, PU.1, est capable de se fixer
physiquement sur le promoteur augmentant son activité et par conséquent la transcription du
gene CTSS (332).

L’activité de la CathS peut étre régulée par différents agents endogénes ou exogenes.
Parmi les inhibiteurs endogénes, les espéces réactives de 1’oxygéne agissent sur son activité
protéolytique, particulierement, I’oxygeéne singulet, inactivant irréversiblement son activité
enzymatique. En effet, en sa présence, I’activité enzymatique de cette cathepine vis-a-vis d’un
substrat fluorescent est fortement diminuée et n’est pas rétablie aprés 1’ajout d’un agent
réducteur, le dithiotréitol (DTT) (333). De plus, un inhibiteur a également été identifié, au
niveau physiologique, la cystatine C. Elle appartient a la famille des cystatines qui sont des
inhibiteurs compétitifs et réversibles. Elle présente une tres forte affinité pour la CathS et bloque
son activité collagénolytique (334). De plus, I'utilisation de modeles in vivo ont permis de
mettre en évidence une dérégulation de la balance CathS/cystatine C dans de nombreuses
pathologies telles que 1’athérosclérose. Dans un modéle pro-athérogéne, les CMLs stimulées
avec une cytokine pro-inflammatoire telle que I’'IFN-y expriment intensément la CathS
lorsqu’elles présentent une délétion pour la cystatine C comparée aux cellules contréles (335).
Des inhibiteurs chimiques tres spécifiques de la CathS ont également été identifiés tel que le

"morpholinurea-leucine-homophenylalanin-vinyl sulfone-phenyl” (LHVS). Son utilisation sur
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des CMLs vasculaires entraine une diminution de plus de 80% de ’activité ¢lastolytique induit

par un traitement avec de I’IFN-y (27).

5. Robles physiologiques et pathologiques de la Cathepsine S

5.1. Roles physiologiques
5.1.1.R0le dans la régulation protéique

Les cathepsines participent a la maturation de diverses protéines telles que la thyroxine
dont la libération est régulée par les cathepsines B, K et L (336). Concernant la CathS, son
activité protéolytique participe aux clivages de différentes protéines telles que des inhibiteurs
de protéases. Par exemple, la CathS est capable de cliver Secretory Leuko Protease Inhibitor
(SLPI) ce qui a pour conséquence de bloguer son activité inhibitrice vis-a-vis de la neutrophile
élastase (337).

La CathS, par son action sur les inhibiteurs de protéase, participent a la balance
protéase/inhibiteur pouvant étre déséquilibrée au cours de situation pathologiques.

5.1.2.R06le dans la réponse immunitaire

La CathS est également impliquée dans la réponse immunitaire par sa fonction dans la
présentation des antigénes de classe II au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ce
complexe s’assemble dans le réticulum endoplasmique avec la chaine invariante (Ii) qui
contient le domaine interne (CLIP) empéchant la fixation et donc la présentation du peptide
antigénique a la surface cellulaire. Le clivage de li est, donc, une étape essentielle dans le
transfert du peptide antigénique a la surface cellulaire (338). 1l a été observé qu’une inhibition
de la CathS dans les lymphocytes B a I’aide de deux inhibiteurs, le E64D et le LHVS, entraine
une inhibition de la protéolyse de li (339). De plus, une étude plus récente confirme ces données
dans les cellules dendritiques ce qui permet la présentation correcte du peptide antigénique et
donc une réponse immunitaire adaptée (340). Cet effet sur la réponse immunitaire a été retrouvé
dans un modeéle in vivo d’athérosclérose utilisant des souris LDLR”/CathS™ chez lesquelles
une diminution des lymphocytes ainsi que de I’'IFN-y, est observée en paralléle d’une
diminution des plaques d’athérome (232). Ces données montrent la CathS joue un réle dans la
progression de cette pathologie par son implication dans la réponse immunitaire et
inflammatoire.

~gQ~
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5.1.3.R0le dans ’adhésion et I’invasion cellulaire

Lors de réponses inflammatoires telles que celles décrites au cours de 1’athérosclérose,
les leucocytes sont recrutés et adhérent sur I’endothélium. Ceci est dii a I’expression de
molécule d’adhésion exprimées par les cellules endothéliales telles que VCAM-1 ou encore par
I’expression de molécules chimioattractantes comme MCP-1. Une étude a montré une
diminution de I’expression de ces molécules lorsque que la CathS est non exprimée dans un
modele murin d’athérosclérose (232).

Il faut noter, de plus, que la CathS joue un rdle dans I’invasion des CMLs vasculaires
permettant leur migration de la média a Dlintima lors de la progression de lésions
athérosclérotiques. Un étude in vitro utilisant des CMLs humaines a montré que la CathS est
localisée a la membrane plasmique de ces cellules. De plus, I’utilisation du LHVS entraine une
diminution drastique de I’invasion de CMLs humaines a travers une matrice de collagéne de
type I ou d’élastine. Ainsi la distribution de la CathS a la membrane de CMLs permet alors la
dégradation de protéine matricielle, au niveau péri-cellulaire comme le collagéne et 1’¢élastine

facilitant I’invasion de ces cellules a travers les différentes tuniques de la paroi vasculaire (121).

5.1.4.Réle dans I’angiogenése

L’angiogenése permet la naissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de
vaisseaux préexistants (341). Ce mécanisme intervient dans certains processus physiologiques
comme le développement embryonnaire, la réparation tissulaire ou encore au cours du cycle
menstruel. Il fait intervenir des protéases nécessaires a la dégradation de la membrane basale et
de la MEC sous-jacente permettant la pénétration des cellules endothéliales et donc la formation
de nouveaux vaisseaux. Parmi ces protéases, la CathS intervient en dégradant le collagene 1V
et I’élastine. Dans un modéle in vivo de réparation tissulaire, la délétion de la CathS est corrélée
avec une diminution de nouveaux vaisseaux sanguins. Ces cellules endothéliales déficientes en
CathS montrent un potentiel invasif fortement diminué puisqu’elles ne dégradent plus aussi

efficacement les protéines environnantes (342).
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5.1.5.R0le dans le remodelage matriciel

Historiquement, les principales protéases qui ont été décrites dans la dégradation de la
MEC sont les MMPs. Elles possédent de nombreuses propriétés qui en font d’excellentes
candidates pour remplir ce r6le. En effet, elles sont localisées soit a la membrane plasmique,
soit sécrétées dans le milieu extracellulaire et leur activation optimale se fait a pH neutre. De
plus, elles présentent des caractéristiques structurales leur permettant d’interagir avec les
protéines matricielles telles que les collagenes ou 1’¢élastine (343). Cependant, diverses études
semblent réfuter le rdle central des MMPs dans la degradation de la MEC suggérant I’ existence
d’autres protéases. L’utilisation d’inhibiteurs de cathepsine a cystéine tels que le E64 montrent
que cette famille d’enzyme peut jouer un rdéle important dans le remodelage de la MEC. En
effet, les résultats démontrent une inhibition de la dégradation de la matrice osseuse par les
ostéoclastes lors du traitement avec le E64 (344). Ce réle est confirmé par des données in vivo
qui mettent en évidence une corrélation entre I’inhibition de 1’activité des cathepsines et une
diminution de la dégradation de protéines matricielles. En effet, un modeéle murin d’anévrisme
aortique présentant une délétion de la CathS montre une augmentation de la présence en
collagéne au niveau des lésions comparées aux souris contrdles exprimant de la CathS (345).
Les mémes observations ont été constatées pour 1’¢lastine avec ’utilisation d’un modéle murin
pro-athérogene associé a une délétion de la CathS (30). Ces observations ont été confirmées in
vitro avec I’utilisation du LHVS diminuant drastiqguement la dégradation de gel d’élastine et de
collagene par des CMLs (27,121).

5.2. Implication dans les pathologies cardiovasculaires

5.2.1.Réle de la CathS dans I’anévrisme aortigue abdominal

L’anévrisme aortique abdominal est une pathologie cardiovasculaire caractérisée par
une dilatation de 1’aorte abdominale dont le diamétre peut atteindre jusqu’a 3 cm ce qui
représente une augmentation de plus de 50 % par rapport au diamétre normale de 1’aorte (346).
Des études sur ’animal ont été menées afin de comprendre 1I’implication de la CathS dans cette
pathologie. Pour cela, un modéle murin d’anévrisme aortique a été mis au point avec la mise
en place de pompe osmotique contenant de 1’angiotensine 11 induisant une dilatation aortique
sévere aprés 1 mois de traitement (347). L’utilisation de ce modéle chez des souris ApoE™/

CathS™ a montré que la délétion de la CathS inhibe la formation d’anévrismes aortiques induit
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par I’angiotensine II (345). Cette étude montre que cette protéase est impliquée dans les
mécanismes intervenant au cours de la protéolyse matricielle, de 1’angiogenese, de 1’apoptose
et de la réponse inflammatoire associées a cette maladie. En effet, la délétion de la CathS limite
I’apoptose des CMLs aortiques. Ces données ont été confirmées par la littérature montrant
qu’une délétion de la CathS diminue I’apoptose des cellules épithéliales induit par 1’IFN-y dans
un modéle murin d’emphyséme. En paralléle de ces résultats, il a aussi été démontré que la
CathS facilite la néovascularisation qui est un processus associé a la rupture des lésions
anévrismales. Ces observations sont également corrélées aux données de la littérature montrant
que des cellules endothéliales traitées avec un inhibiteur de CathS perdent la capacité a former
des microtubules (342). Enfin, une étude clinique utilisant du plasma de patients atteints de
cette pathologie a montré une augmentation significative de 1’expression de la forme active et
proenzyme de la CathS. Les résultats ont, également, mis en évidence une corrélation positive

entre I’expression de la CathS et le diamétre de 1’anévrisme (348).

5.2.2.Réle de la CathS au cours de PIRC : implication dans

le développement de Dathérosclérose et les

calcifications vasculaires

Une étude cliniqgue menée sur des artéres coronaires et carotidiennes provenant de
biopsies de patients d’atteints d’IRC ont montré une absence de CathS dans des lésions non
athéromateuses alors que celle-ci est retrouvée dans les plaques d’athérosclérose au niveau des
cellules spumeuses de I’intima, des CMLs, ainsi que des macrophages situés dans la média. Ce
marquage a été confirmé par une étude transcriptomique effectuée sur les extraits d’aorte. Ainsi,
ces données suggerent que la CathS pourrait intervenir dans le développement des plaques
d’athéromes (27). De plus, via I’utilisation d’un modé¢le murin pro-athérogéne, Sukhova et al
(232) ont montré que la CathS est impliquée dans I’expression de molécules d’adhésion,
VCAM-1 et MCP-1, au cours de la phase d’initiation de 1’athérosclérose lors de 1’étape du
recrutement des monocytes circulants. De plus, cette étude a montré qu’elle joue un role dans
la transmigration leucocytaire par son implication dans la dégradation de la membrane sous-
endotheéliale. Lors de la progression des plaques d’athérosclérose, ces auteurs ont, de plus, établi
une corrélation entre la dégradation des fibres élastiques permettant la migration des CMLS vers
I’intima et I’absence d’expression de la CathS (232). Enfin, des études cliniques et in vivo ont

observé une corrélation négative entre le taux sérique de la CathS et le taux de filtration
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glomérulaire mesuré chez un modéle murin d’IRC ou calculé chez des patients urémiques (349).
Cela accentue le propos selon lequel la CathS pourrait étre un biomarqueur de I’IRC. Ainsi,
I’implication dans cette pathologie de cette cystéine protéase a été étudiée plus aval. Des
modeles murins ApoE™ urémiques soit dénués de CathS, soit dans lesquelles son activité est
bloguée par un inhibiteur spécifique le RO5444101, ont permis de mettre en lumiere les
différents mécanismes dépendant de cette protéase (350). Premiérement, en ce qui concerne la
composant inflammatoire, la délétion ou I’inhibition pharmacologique de la CathS entraine une
diminution des macrophages au niveau des valves cardiaques et des plaques d’athérosclérose.
De plus, le marqueur d’activation des macrophages, GDF15, est fortement diminué dans les
crosses aortiques. D’autre part, I’absence d’activité ou d’expression de la CathS cause une
diminution importante de la taille des plaques d’athérosclérose localisées dans les crosses
aortiques. De plus, il a été mis en évidence que la délétion ou I’utilisation d’un inhibiteur
spécifique de la CathS induisent une réduction de la dégradation des fibres élastiques. Enfin,
les calcifications vasculaires, visualisées in vivo a I’aide d’une sonde fluorescente associée a
une coloration Von Kossa au niveau des valves cardiaques, sont diminuées de facon
significative lorsque la CathS n’est plus exprimée ou lorsque son activité protéolytique est
inhibée. Afin de valider ces observations concernant les calcifications, les variations
d’expression des marqueurs ostéogéniques (ostéopontine, ostéocalcine, ostéoprotégeérine,
phosphatase alcaline) ont été étudiées dans ces différents modeles. Ainsi il a été constaté une
réduction de I’expression de ces divers marqueurs au niveau de la média et de I’intima dans les
modeles ne présentant plus de CathS ou exprimant la CathS dont I’activité enzymatique est
inhibée (30,175). L’ensemble de ces résultats démontre que les complications cardiovasculaires
accélérees au cours de I’IRC impliquent I’activation de la CathS mais ces relais moléculaires

restent inconnus.
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II. But et hypothese de 1’¢tude

Ce projet de recherche a ét€¢ mené au sein de 1’Unité Mixte de Recherche CNRS / URCA
n°7369 " Matrice Extracellulaire et Dynamique Cellulaire " (MEDyC). Ce travail s’inscrit dans
la thématique de recherche de 1’équipe 2 " Vieillissement Matriciel et Remodelage Vasculaire "
de cette Unité qui étudie l'impact du vieillissement de la MEC dans la survenue de
complications vasculaires dans divers contextes physiopathologiques tels que I’'IRC.

L’IRC est responsable d'un vieillissement accéléré des vaisseaux sanguins impliquant
une amplification des processus intervenant dans 1’athérosclérose et les calcifications
vasculaires. Ceci est en partie d0 & une accumulation de toxines urémiques telles que les AGEs
ou des protéines de la famille S100, qui, combinés a I’hyperphosphatémie retrouvée au cours
de I'IRC, sont associées au développement accru des processus pathologiques précités. Chez
les patients atteints d’IRC, le traitement le plus efficace reste la greffe rénale qui permet de
soigner cette insuffisance fonctionnelle, de freiner le développement des complications
cardiovasculaires associées, tout en garantissant une bonne qualité de vie aux malades.
Cependant, les patients sont trop hombreux comparé au nombre de greffons disponibles. Il
devient donc urgent aujourd’hui de comprendre les mécanismes impliqués dans les
complications observées au cours de I’IRC, particuliérement les calcifications vasculaires, ce
qui permettra I’identification de cibles thérapeutiques innovantes afin de traiter les patients plus
efficacement.

Dans ce cadre, au cours de I'IRC, il a été observé une dégradation élevée des fibres
élastiques (174). Cette élastolyse pourrait étre la conséquence de I'expression accrue d’élastases
telles que les MMP-2 (351) et MMP-9 (352) qui ont été largement étudiées au cours de
pathologies vasculaires. Cependant une autre famille d’¢lastases, les cathepsines, et plus
particulierement la cathepsine S, pourrait jouer un réle crucial. De maniere intéressante, au
cours de I’IRC, son taux sérique augmente au fur et a mesure que le DFG diminue (349). De
plus, son expression a été corrélée a une élastolyse importante et au développement des
calcifications vasculaires au sein de la média par 1’utilisation d'un modele murin d’urémie
(30,175). L'élastolyse observée génére des zones de fracture au niveau de fibres élastiques,
contribuant au dépdt de calcium, ce dernier présentant une affinité élevée pour 1’élastine
fragmentée (353) di a une augmentation de la polarité de cette derniere (233) (173).

Parallelement a ceci, la dégradation des fibres élastiques libere des EDPs qui pourraient
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favoriser la différenciation ostéogénique de CMLs induite par un milieu hyperphosphatémique,
phénomene central dans le développement des calcifications (354). Ainsi, les EDPs produits
pourraient de ce fait amplifier les processus de calcification observés. Cependant, le lien entre
I'expression de CathS, I'élastolyse et la production d'EDPs bioactifs potentiellement pro-
calcifiants n'a pas été étudié a ce jour et aucune donnée in vivo n'est disponible pour valider
cette hypothese. De plus, les stimuli responsables de la synthése de CathS au cours de la
vasculopathie urémique reste a ce jour méconnus et dans ce cadre, suite a des données obtenus
au laboratoire, nous avons émis I'hypothése que le récepteur RAGE pourrait constituer un
candidat intéressant.

En effet, au cours de I'urémie, il a été constaté une augmentation de I’expression de RAGE
(271,293). 1l a de plus été suggeré que ce récepteur ainsi que ses ligands pourraient jouer un
role important dans le développement des calcifications vasculaires présentes au cours de
I’urémie (284,311). Une analyse comparative montre de plus que RAGE est engagé dans des
mécanismes communs a ceux décrits pour la CathS. Enfin, il a été montré que ce récepteur
induit la production d'INF-y, un puissant inducteur de I'expression et de la sécrétion de la CathS
par les CMLs (285) (121). Il est ainsi tentant de postuler qu'il puisse étre impliqué dans sa
production cours de I’IRC.

L’ensemble de ces données nous permettent ainsi de suggérer 1’existence d’un axe
RAGE/CathS/EDPs qui serait impliqué dans le développement des calcifications vasculaires au
cours de I’IRC. Nous avons ainsi proposé¢ l'hypothése suivante : au cours de l'urémie,
I’accumulation de récepteur RAGE et son activation par des toxines urémiques pourrait
augmenter I’expression de la CathS. Celle-ci pourrait entrainer une dégradation accrue des
fibres élastiques libérant des EDPs, qui pour certains seraient bioactifs. Ces EDPs combinés a
I’hyperphosphatémie pourraient alors induire la différenciation des CMLs en cellules
" osteoblast-like cells " via le comlexe récepteur de I'élastine. Ce processus intensifierait la mise
en place des calcifications vasculaires, responsables de la rigidité artérielle et des complications
cardiaques observées au cours de I’IRC. L’étude de cet axe pourrait ainsi permettre d'identifier
les EDPs et le complexe récepteur de I'élastine comme de nouvelles cibles thérapeutiques dans

le cadre de la lutte contre les calcifications vasculaires associées a I'lRC.

Afin de répondre a I'hypothése posée, le présent travail a été découpé en 3 parties.
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Dans une premiere partie, nous avons étudié au cours de I’IRC la corrélation entre
l'expression de RAGE, la survenue de calcifications vasculaires, 1’élastolyse et I'expression de
la CathS. Pour cela, un modele in vivo de vasculopathie urémique utilisé au sein de notre équipe
(271), présentant ou non une expression de RAGE, a été choisi. Cela a permis, d’une part, de
confirmer le réle central de ce récepteur dans les mécanismes de calcifications vasculaires grace
a I'utilisation d’une technique innovante d’imagerie pré-clinique, le tomographe moléculaire
de fluorescence (FMT), couplé a des analyses histologiques, la coloration von Kossa. D’autre
part, I'implication de RAGE dans le remodelage matriciel observé au cours de I'IRC, et
particulierement I'élastolyse, a également été étudié grace aux propriétés d’auto-fluorescence
de I’¢lastine. Enfin, nous avons montré le lien entre I'expression de RAGE et l'activité des
cathepsines par FMT, ainsi que dans l'expression de la CathS par les CMLs, par
immunohistochimie sur coupes histologiques et par stimulation de CMLs en culture par une
toxine urémique, la protéine S100A12.

La seconde partie de ce travail nous a permis de préciser 1’activité élastolytique de la
CathS vis a vis de I'élastine vasculaire avec 1’étude des EDPs bioactifs produits et leurs effets
sur les calcifications. Afin de répondre a ces questions, des techniques de microscopie
électronique a balayage et de spectrométrie de masse ont été utilisées. L'influence des EDPs sur
les mécanismes impliqués dans les calcifications vasculaires ont été analysés par diverses
méthodes de biochimie et de biologie moléculaire associées a une coloration histologique, le
rouge alizarine. L’implication du CRE dans ces mécanismes a également été déterminé par
I’utilisation de différents inhibiteurs, visant les sous-unités EBP et Neu-1 du CRE. De plus, des
données issues de modélisation moléculaire apportent une vision complémentaire vis-a-vis de
la liaison d'EDPs bioactifs issus de I'action de la CathS sur I'EBP mais également sur la capacité
de certains de ces peptides a lier le calcium pouvant générer des sites de nucléation de
calcification.

La troisiéme et derniére partie de ce projet a consisté en I'étude de la confirmation in
vivo de l'influence pro-calcifiante des EDPs issus de ’activité élastolytique de la CathS sur le
développement des calcifications vasculaires au cours de I’IRC. Pour cela, nous avons utilisé
notre modele de vasculopathie urémique couplé a de 1I’imagerie pré-clinique et de I'histologie,
en comparant les calcifications présentes chez I'animal lorsque ces derniers ont re¢cu ou non une
injection d'EDPs. Enfin, nous avons évalué l'influence du ciblage pharmacologique in vivo du
CRE vis-a-vis du développement des calcifications vasculaires par ’utilisation d’un inhibiteur

de Neu-1, le Tamiflu®.
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III. Matériels et méthodes

A. La culture cellulaire
1. Le modele cellulaire : les MOVAS-1

Les CMLs représentent les cellules prédominantes dans la média de la paroi vasculaire
dont la fonction est la synthése et I’organisation de la MEC permettant d’assurer les propriétés
mécaniques des vaisseaux sanguins (355). Pour assurer ces différentes fonctions, ces cellules
possédent la capacité de passer d’un état synthétique a un état contractile en fonction de
I’environnement dans lequel elles se trouvent (356). Dans certaines conditions pathologiques
telle que 1’hyperphosphatémie, cette plasticité phénotypique conduit a une ostéodifférenciation
des CMLs qui deviennent alors des cellules " osteoblast-like ". Ce switch phénotypique est une
étape clef dans la mise en place des calcifications vasculaires au cours de I’'IRC (147). Ces
CMLs constitueront donc notre modele cellulaire principale pour 1’étude des peptides d’élastine
dans les calcifications vasculaires au cours de I’'IRC. Par conséquent, nous avons choisi
d’utiliser les MOVAS-1, des CMLs vasculaires aortiques murines transfectées par le rétrovirus
SV40 leur conférant une stabilité phénotypique. En effet, au cours des différents passages, les
cellules primaires se différencient ce qui peut entrainer des variations de réponses cellulaires.
Ainsi, afin de limiter la variabilité des résultats, les cellules primaires doivent étre utilisées a
des passages trés courts. C’est dans ce contexte que les MOVAS-1 représentent une bonne
alternative aux cellules primaires issues de ’animal, et il a été démontré qu’elles présentent les
mémes propriétés que les CMLs primaires (357). Ce sont des cellules adhérentes, fusiformes
qui sont commercialisée par I’American Type Culture Collection (CRL-2797).

1.1. Les conditions de cultures des MOVAS-1

Aprés chaque décongélation, un contréle de 1’absence de mycoplasme a été réalisé afin
de s’assurer de la qualité de nos cellules. La recherche de la présence d’ADN mycoplasmique

s’effectue par une PCR réalisée sur les surnageants de culture.

Les MOVAS-1 ont été cultivées a 37°C dans une atmosphere humide contenant 5% de
CO2 avec du "Dulbecco’s Modified Eagle Medium" (DMEM) & 4,5 g/L de glucose supplémenté

avec 10% de SVF et 1% de généticine permettant le maintien de la pression de sélection. Elles
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ont été passéesune fois par une semaine dans une boite de culture de 75 cm?au nombre de 10°
cellules permettant un repiquage hebdomadaire. Les cellules confluentes ont été lavées avec du
PBS et incubées pendant 2 min avec de la trypsine 0,25 % a 37°C. Les effets de cette derniere
ont été ensuite stoppés par ’ajout de milieu complet diluant la trypsine au 1/10°™ puis les
cellules ont été centrifugées a 1200 g pendant 10 min a température ambiante. Le culot a été
repris dans du milieu complet afin de procéder au comptage cellulaire grace a une cellule de
comptage "KOVA slide" (KOVA International). Ceci permet I’ensemencement des cellules a la
concentration voulue pour les entretenir mais aussi pour les différentes expériences avec un
changement de milieu tous les 2 jours.
1.2. Le traitement des MOVAS-1
1.2.1. Stimulation des MOVAS-1 avec un ligand de RAGE :
le S100A12

L’identification de RAGE comme un acteur primordial dans les calcifications et les
processus associes a nécessité 1’utilisation d’un ligand, le SI00A12. En effet, de nombreuses
équipes ont démontré un effet pro-calcifiant de cette protéine lorsqu’elle est exprimée par les
CMLs in vivo (308). Nous avons obtenu du S100A12 grace a une collaboration avec le Dr.
Gunter Fritz dont I’activité de recherche se concentre sur 1’étude structurale des mécanismes
d’activation de RAGE ainsi que 1’analyse des protéines S100. La solution a été préparée a une
concentration de 1 pg/pl dans du PBS pour étre diluée a 50 pug/ml dans le milieu culture afin
de traiter les cellules a 37°C dans une atmosphére humide contenant 5 % de CO> pendant 48 h
sans renouvellement.

1.2.2.Stimulation des MOVAS-1 par des peptides d’élastine

synthétiques

Nous avons sélectionné 4 peptides d’élastine (EDPs) possédant tous le motif consensus
GxxPG dans leur séquence peptidique leur permettant d’adopter une structure bioactive en
coude B de type VIII (195). lls ont été synthétises par la société Genecust (Luxembourg) dont
les séquences sont les suivantes :

- VPGAVPGGVPGGVF (P1)
- GAVPGGVPGGVF (P2)

- GLGPGGFPGIG (P3)

- VKPGKVPGVG (P4)
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Les MOVAS-1 ont été ensemencées dans des plaques 6, 12, 24, 48 ou puits avec un
volume de 1,5 ml, 1 ml, 500 pl et 300 pl respectivement. Le traitement a été réalisé 24 h apres
I’ensemencement des cellules, une fois que les cellules ont adhérées. Les peptides ont été repris
dans du milieu complet & une concentration de 1 mg/ml pour ensuite étre dilués a une
concentration de 200 pg/ml (358). Le milieu ainsi que les peptides d’élastine ont été renouvelés
toutes les 48 h.

1.2.3.Stimulation avec du Phosphate inorganique (Pi)

Les calcifications vasculaires sont étudiées in vitro grace a I’utilisation d’un milieu pro-
calcifiant composé de phosphate inorganique (Pi) sous forme de Na;HPOs a la concentration
de 3 mM (359). Le Pi a été préparé a une concentration de 300 mM dans de I’cau distillée a un
pH= 7,2. Cette solution a été diluée dans le milieu de culture a une concentration de 3 mM. Le
renouvellement du traitement est réalisé tous les 48 h. La conservation se fait & -20°C sous

forme d’aliquots.

1.2.4.Les différents inhibiteurs utilisés

Dans le but de déterminer si les effets induits par les peptides d’¢élastine sont dus a une
activation du CRE par leur fixation sur I’EBP, nous avons utilisé différents inhibiteurs ciblant
ce récepteur.

1.2.4.1. Inhibiteurs de Neu-1

Le DANA (2-deoxy-2,3-dehybro-N-acetylneuraminic acid ) a déja été identifié par notre
équipe comme pouvant bloquer les effets des peptides d’¢élastine se fixant sur le CRE (202).
C’est un inhibiteur chimique compétitif non spécifique des sialidase (Merck) bloquant I’activité
enzymatique de la sous-unité Neu-1 du CRE (Figure 29). Il a été préparé extemporanément a
50 mM dans du PBS afin d’étre dilué¢ a une concentration de 400 uM dans le milieu de culture.
Il a été incubé seul sur les MOVAS-1 pendant 30 min a 37°C avant I’ajout du Pi seul (3 mM),
avec les EDPs seuls (200pg/ml) ou la combinaison des deux.
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Figure 29 : Structure chimique du DANA

1.2.4.2. Inhibiteur de la fixation des EDPs: le

chondroitine sulfate

Le chondroitine sulfate (Sigma) a été décrit dans notre laboratoire comme étant un
antagoniste de la liaison des EDPs a I’EBP. Il appartient & la famille des GAGs (Figure 30). Il
agit en se fixant sur ’EBP ce qui cause une diminution de 1’affinité¢ des EDPs sur ’EBP. Lors
des traitements, il a été préparé a 2 mg/ml dans le milieu de culture afin d’étre dilué a 200 pg/ml

lors des traitements.

0
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Figure 30 : Structure chimique du Chondroitine Sulfate
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B. Etude de P’activité protéolytique de la CathS sur de I’élastine

insoluble et la tropoélastine

1. Digestion de [1’élastine insoluble et de la tropoélastine par la
cathepsine S

1.1. Purification d’élastine insoluble et obtention de la tropoélastine

1.1.1.Purification de I’élastine insoluble selon la méthode de

Schmelzer

Des biopsies d’aorte de 5 mm a 10 mm de long provenant d'aorte bovine ont été utilisées
pour isoler I’¢lastine insoluble par une méthode douce permettant d’éliminer la MEC
environnante sans endommager I’¢lastine. Selon cette méthode adaptée de 1’équipe de Daamen
et al , les biopsies ont été coupées en morceaux de plus petite taille et lavées 2 fois avec une
solution composée d’un mélange de chlorure de sodium a 1 M et 0,02 % d’azide de sodium
(NaN3z) (p/v) sous agitation pendant 2 h a température ambiante. Ensuite, les échantillons ont
été incubés dans une solution composeée de 0,02 % de NaNs3 (p/v) et d’éthanol (1 :1, v/v) sur la
nuit sous agitation douce. Les échantillons ont été dégraissés dans des bains successifs d’1 h
avec différents solvants commencant avec une solution d’éthanol pur suivie par un mélange
chloroforme/méthanol (2 : 1, v/v) puis de I’éther pour terminer avec de I’acétone. Apres un
dernier lavage avec de I’éthanol pur, 1’étape de clivage de la MEC entourant 1’¢lastine insoluble
a été réalisée avec 10 % de bromure de cyanogéne dans de 1’acide formique (97 %, Vv/v) toute
une nuit a température ambiante, sous agitation. Ce bain a été renouvelé pour une incubation
de 6 h sous agitation. Le culot a éte lavé avec une solution composée de 0,02 % de NaNz (p/v)
et d’éthanol en respectant un ratio 1 :1 (v/v) sous agitation pendant 10 min. L’extraction de
I’élastine a été réalisee a I’aide d’une solution contenant 0,3 M Tris/HCI avec 0,02 % de NaN3
(p/v), 1,5 M de 2-mercaptoéthanol et 4 M d'urée, sous agitation pendant toute la nuit. Cette
solution est renouvelée 2 fois pour une durée de 3h a chaque bain. Un lavage a de nouveau été
réalisée avec un mélange contenant 0,02 % de NaN3, (p/v) et éthanol en respectant un ratio 1 :1
(v/v) sous agitation pendant 10 min. Le culot a été remis en suspension, toute la nuit a 37°C,
dans une solution de carbonate d’ammonium (NHsCO3) a 100 mM contenant 0,02 % de NaNs
(p/v) et 8000 unités de trypsine. Ensuite, la réduction des échantillons été réalisée pendant 1 h
a I’aide d’une solution composée de 0,3 M de Tris/HCI avec 0,02 % de NaNs (p/v), 1,5 M de
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2-mercaptoéthanol et 4 M d'urée permettant de stopper I’action de la trypsine. Aprés 2 bains
successifs d’une solution d’acétonitrile (1 : 1 (v/v)) avec 0,1 % d’acide formique (v/v), I’élastine
extraite a été lavee de facon consécutive avec un mélange contenant 0,02 % de NaNs, (p/v) et
d’éthanol en respectant un ratio 1 : 1 (v/v) puis avec une solution d’éthanol pur avec un ration
de 3:7, sous agitation pendant 10 min pour chaque lavage. Enfin, les échantillons ont été séchés
sous un flux laminaire et ont été stockés a -30°C. Cette technique d’extraction a permis
d’obtenir des fibres d’élastine proche de celle retrouvées physiologiquement sans

microfibrilles.

1.1.2. Purification de I’élastine insoluble selon la technique

de Lansing

Cette méthode pour extraire 1’élastine insoluble utilise des ligaments larges de nuque de
beeuf obtenus aupres de I’abattoir de Rethel (société SOBEVIR). Les ligaments ont été
prédécoupés puis conservés a -80°C, température a laquelle le ligament devient rigide. Les
morceaux congelés ont été broyés dans un broyeur mécanique a billes métalliques réfrigéré a
I’azote liquide. Le broyat a alors été homogénéisé a raison de 100 ml par gramme de tissu broyé
pendant 24 h & 4°C sous agitation lente pour extraire les protéines solubles dans une solution
de NaCl a 0,15 M contenant du N-éthylmaleimide (NEM) 10 mM, du phenyl methyl sulfonyl
fluoride (PMSF) 2 mM, de I’ethylenediamine tetracetic acid (EDTA) 2 mM et du NaN3za0,02%
. La solution a été ensuite centrifugée a 30 000 g pendant 30 min a 4°C. Le culot a subi ensuite
deux autres extractions de 24 h selon la méme procédure. Le culot a été lavé au méthanol a
raison de 20 ml par gramme de tissu puis centrifugé a 30 000 g pendant 30 min a 4°C. Le broyat
a été ensuite délipidé deux fois dans un mélange chloroforme/méthanol (2 : 1, v/v) pendant 24
h sous agitation lente a 4°C. Apres trois lavages au méthanol par centrifugation a 30 000 g
pendant 30 min a 4°C, le culot a été asséché par évaporation a température ambiante sous une
hote a flux laminaire jusqu’a ce qu’il soit totalement sec. Ce dernier a été ensuite repris dans de
I’eau ultra pure pour éliminer les traces de méthanol résiduelles puis centrifugé a 30 000 g
pendant 30 min a 4°C. Le broyat a été hydrolysé trois fois 15 min dans de la soude a 0,1 N
chauffée a 98°C puis refroidi dans de la glace entre chaque hydrolyse. Cette méthode permet la
dégradation de toutes les protéines insolubles du ligament a I’exception de 1’¢lastine.
L’hydrolysat a été alors rincé dans de 1’eau ultra pure et le pH est ensuite ajusté a 7. Cette étape

a été répétée jusqu’a ce que le pH soit stabilisé a pH 7 lors de la resuspension du culot. A I’issue
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de cette étape, 1’¢lastine a été rincée dans du méthanol puis elle subit une seconde délipidation
dans un mélange chloroforme/méthanol (2 :1, v/v) pendant 24 h a 4°C sous agitation lente.
L’¢élastine pure a éteé ensuite rincée au méthanol puis a I’acétone par centrifugation de 30 000 g
pendant 30 min a 4°C et mise a sécher sous une hotte a flux laminaire. Ceci nous a permet
d’obtenir des fibres d’¢lastine, de structure semblable aux fibres élastiques natives mais dénuées

de microfibrilles.

Le niveau de pureté de 1’élastine insoluble obtenue selon ces deux techniques a été

analysée par spectrométrie de masse (collaboration C. Schmelzer, Halle, Allemagne)

1.1.3.Obtention de la tropoélastine recombinante

La tropoélastine recombinante utilisée est I’isoforme 2 nommée SHELD26A dont les
exons 22, 24A et 26A sont manquants. L’obtention de la tropoélastine a été possible grace a

notre collaboration avec le Dr Christian Schmelzer (Halle, Allemagne).

1.2. Digestion de I’élastine insoluble et de la tropoélastine par la
Cathepsine S

L’étude de la capacité de la CathS a dégrader de 1’¢élastine insoluble et de la tropoélastine
a été meneée en utilisant de la CathS recombinante (Cathepsin S, Human, Recombinant, E. coli,
Merck). L’activité de chaque lot a au préalable été évaluée a 1’aide d’un substrat fluorogénique
a la concentration de 0,2 mM (Cathepsin S Substrate, Fluorogenic, Calbiochem, Merck) dans
un tampon de digestion (0,1 M sodium phosphate buffer (pH 7,4), 2 mM DTT) pendant 1 h a
37°C. La réaction est stoppée en y ajoutant 0,5% d’acide trichloracétique et la fluorescence est
mesurée (Aem340 Nm/Aem405 nm) en utilisant un lecteur de microplaques spectrofluorimétre
Infinite® F200 Pro couplé au logiciel Magellan (TECAN).

L’activité enzymatique étant validée, I’activité élastolytique a été testée avec de la
tropoélastine ainsi qu’avec les deux types d’élastine obtenues selon les méthodes décrites
précédemment. En s’appuyant sur les données bibliographiques, nous avons choisi un rapport
de 1/200°™ concernant le rapport enzyme/substrat pour la tropoélastine. En ce qui concerne
1’¢élastine insoluble, la ratio utilisé a été de 1:20 (183). L’ensemble des digestions des différentes
types d’élastine et de la tropoélastine s’effectue a 37°C pendant 8 h ou 24 h sous agitation

douce. L’arrét de la réaction se fait par ajout de 0,5 % d’acide trichloracétique dans le milieu
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réactionnel. Aprés une centrifugation a 10 000 g pendant 10 min a 4°C, dans le cadre de
I’élastine insoluble, le culot restant a été récupéré puis conservé a -80°C pour étre analysé, plus
tard, au microscope électronique a balayage. Le tampon de digestion, dans les deux cas (élastine
insoluble et tropoélastine) a été transféré dans un tube et conservée a -80°C pour une analyse

en spectrométrie de masse des EDPs produits.

2. Analyse de I’activité élastolytique de la cathepsine S

2.1. Analyse par microscopie électronique a balayage de I’influence de la

cathepsine S sur I’organisation ultrastructurale de I’élastine purifiée

Pour cette approche, les différents types d’élastine insoluble, récupérés apres digestion,
ont été séchés a 37°C pendant 24 h. Les échantillons ont été alors imagés a 1’aide d’un
microscope électronique a balayage (JEOL JSM-5400 LV), disponible sur la plateforme
d’imagerie PICT de I’université. Avant cela, une fine couche (10 nm environ) d’or/palladium a
été pulvérisée grace a un évaporateur cathodique JFC 1100 (JEOL), pendant 10 min sous une
tension de 1,2 kV avec un ampérage de 8 mA. Le microscope électronique a balayage équipé
d’une pointe LaB6 a €té utilisé en mode imagerie des électrons secondaires. En utilisant un
faisceau d'énergie primaire de 20 kV, il a été ainsi possible d’accéder a un grandissement de
2000 fois afin de distinguer les fibres d’élastine de nos différents échantillons. Cette technologie
nous a permis d’apprécier une possible modification structurale de 1’¢lastine insoluble aprés

son contact avec de la CathS.

2.2. Etude par spectrométrie de masse des peptides d’élastine produits

au cours de la digestion

Les hydrolysats obtenus aprés I'action de la CathS ont été lyophilisés afin de pouvoir
étre analysé par LC-MS (collaboration C. Schmelzer, Halle, Allemagne). Les peptides produits
ont été separés par le systeme chromatographique Ultimate 3000 RSLCnano (Thermo Fisher
Scientific) couplé a un spectrométre de masse Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo Fisher
Scientific) equipé d'une source d'ions flex Nanospray. Les peptides ont ensuite eté piégés sur
colonne (Acclaim PepMap RP-C18, 300 um x 5 mm, 5 pm, 100 A) et lavés avec une solution

aqueuse contenant 0,1 % d'acide trifluoroacétique pendant 15 min a une vitesse de 30 pL min°
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1 1ls ont ensuite été séparés sur une colonne en phase inverse (Acclaim PepMap RP-C18, 75
um x 250 mm, 2 um, 100 A) avec un débit de la phase mobile de 300 pl min* selon le gradient
d'élution suivant : de 1 % a 35 % de solvant B (acétonitrile contenant 0,1 % d'acide formique)
pendant 90 min puis de 35 % a 85 % pendant 5 min et enfin 85 % de ce solvant pendant 5 min.
Le solvant A est constitué d'eau avec 0,1% d'acide formique. L'acquisition des donneées a été
réalisée en utilisant le mode MS / MS. Chaque scan complet en haute résolution dans I'Orbitrap
(m/z 200 a 1500, R =120 000) a été suivi par des analyses haute résolution des ions produits
dans 1’Orbitrap (mode HCD avec 27% d’énergie de collision normalisée, R = 15 000), en
commengcant par le signal le plus intense du spectre de masse. L'exclusion dynamique a permis
d'analyser les ions les moins abondants. L'acquisition des données a été réalisée avec le logiciel
Xcalibur 3.0.63 (Thermo Fisher Scientific). Les données brutes ont été affinées et analysées en
utilisant le logiciel PEAKS 7.5 (Bioinformatics Solutions, Waterloo, ON, Canada). La tolérance
sur I'erreur de masse pour les ions précurseurs et fragmentés a été fixée a 3,0 ppm et 0,015 Da,
respectivement. La base de données de la sous-section bovine d'UNIPROT a été utilisée afin de
caractériser les peptides issus de I'élastolyse catalysée par la CathS. Enfin, I'oxydation des

résidus prolyls a été considérée comme une modification variable

C. Etude de la différenciation ostéogénique

1. Etude des calcifications in vitro

1.1. Mise en évidence des calcifications par la coloration au rouge

alizarine

Les MOVAS-1 ont été ensemencées dans une plaque 48 puits a raison de 5x10*
cellules/puits. Apres 24 h, elles ont été traitées avec du Pi & 3 mM, avec les EDPs seuls a
200 pg/ml, ou la combinaison des deux. Aprés 7 jours, les traitements ont été arrétés puis une
coloration au rouge alizarine a été réalisée afin d’observer les calcifications. Pour cela, les
cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS et fixées pendant 20 min avec du paraformaldéhyde
(PFA) a 4%. Aprés 3 lavages au PBS, les cellules ont incubées avec du rouge alizarine (64,8
mM a pH = 4,2 dans de I’cau distillée). La coloration a été effectuée sous agitation douce a
température ambiante pendant 15 min. L’exces de colorant a été enlevé par différents lavages
de la plaque avec de 1’cau distillé jusqu’a disparition de toutes traces dans la condition controle
négatif (milieu complet seul). Les puits séches ont été pris en photo grace a une loupe
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binoculaire et la quantification de la coloration dans chague puit a été réalisée grace a un sous-
programme utilisable sur le logiciel ImageJ, macro mise au point par le Dr Terryn (responsable

du Plateau technique en Imagerie Cellulaire et Tissulaire de ’'URCA).

1.2. Analyse de ’expression de marqueurs ostéogéniques

1.2.1.Etude protéigue

1.2.1.1. Extraction des protéines

Les MOVAS-1 ont été ensemencées dans des plaques 6 puits a raison de 30x10°
cellules/puits et traitées pendant 7 jours avec du Pi seul 2 3 mM, EDPs seuls a 200 pg/ml ou la
combinaison des deux. Aprées 7 jours de traitement, les cellules ont été rincées 2 fois avec du
PBS glacé puis immédiatement lysées a 1’aide d’un tampon RIPA (100 mM Tris, pH =7,5;
750 mM de NaCl ; 5 % de Triton X-100 ; 5 % de sodium désoxycholate (v/v) ; 0,5 % sodium
dodecyl sulfate (SDS, v/v) comprenant un mélange d’inhibiteur de protéase (Sigma) dilué au
1/1000°™ associé & du fluorure de PMSF (Sigma) dilué au 1/100°™. Les cellules ont été
décollées de la plague 6 puits par grattage dans le tampon lyse sur glace puis les extraits
protéiques sont soumis a une sonication de 2 fois 20 sec dans de la glace. Ensuite, les cellules
non lysées ont été éliminées par une centrifugation 10 min a 600 g et les surnageants récupérés
ont été placés sur roue pendant 3 h afin d’optimiser 1’extraction protéique. Enfin, le matériel
insoluble a été éliminé par une centrifugation a 20000 g pendant 45 min et les surnageants ont

alors été transférés dans un autre tube et stockés a -20°C.

1.2.1.2. Analyse par western blot

La quantité de protéines présente dans chaque échantillon a été déterminée a I’aide d’un
dosage BCA (BiCinchoninic acid Assay, BioRad) afin de déposer la méme quantité pour chaque
condition. Les échantillons ont été dilués dans du tampon échantillon 5X (0,5 M Tris/HCI pH
6,8, 0,5 % bleu de bromophénol (p/v), 10 % de SDS (p/v), 20 % saccharose (p/v), 25 % pB-
mercaptoéthanol (v/v) et chauffés & 100°C pendant 10 min avant d’étre analysés par SDS-
PAGE a I’aide d’un gel 12 %. La migration a été effectué sous une tension constante de 80 V
dans un tampon de migration (25 mM de Tris pH 8,3, 192 mM de glycine, 0,1 % de SDS (p/v)).
Les protéines ont été ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose a 1’aide d’un

appareil de transfert Bio-Rad (Marne-la-Vallée, France). Le transfert a été réalisé dans un
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tampon de transfert (20 mM de Tris, 150 mM de glycine, 10% d’éthanol pur (v/v)) pendant
1h30 min a 4°C sous une tension constante de 70 V. L’efficacité du transfert a été vérifiée en
visualisant les protéines par coloration de la membrane pendant 5 min avec une solution de
rouge ponceau S a 0,2 % (p/v) dans de I’acide trichloroacétique 3 % (p/v) dilué¢ dans de I’eau
distillée. La membrane a été ensuite saturée pendant 1h & température ambiante dans une
solution de blocage composee de 5 % (p/v) de lait non gras dilué dans du Tris buffered saline-
Tween (TBS-T, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl, 0,1 % Tween 20 (v/v)). Les
anticorps anti-SM22a. (Abcam, dilution 1/500) et anti-RunX2 (Cell Signaling Technology,
dilution 1/500) ont été incubés toute la nuit a 4°C sous agitation dans la solution de blocage. Le
lendemain, apres 5 lavages de 5 min au TBS-T, la membrane a été incubée 1 h a température
ambiante et a I’obscurité avec un anticorps secondaire, couplé a la peroxydase ou a un
fluorochrome émettant dans 1’infrarouge a 800 nm, dilués dans du lait a 5 % (p/v) avec du TBS-
T. Aprées 5 lavages de 5 min au TBS-T, suivi d’un lavage de 10 min au Tris Buffered Saline
(TBS) (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl), SM22a et RunX2 ont été révélés par
chimiluminescence (kit ECL prime, Millipore, GE Healthcare, Orsay, France). Afin de verifier
1’égalité des dépots protéiques, 1’anticorps secondaire permettant 1’identification de la B-actine
est couplé a un fluorochrome pour une révélation directe par détection de la fluorescence. Ceci
a permis pour une méme membrane de révéler la f-actine en méme temps que la protéine

d’intérét grace au systéme d’imagerie Odyssey (LI-COR, Allemagne).

1.2.2.Etude de ’expression des ARN messager (ARNm)
1.2.2.1. Extraction des ARNs

L’évaluation du role des EDPs sur la différenciation ostéogénique a également été
réalisé au niveau transcriptomique. Ainsi, les MOVAS-1 ont été ensemencées dans des plaques
6 puits a raison de 30x10° cellules/puits et traitées de la méme maniére que pour I’étude
protéique. Apres 7 jours de traitement, les surnageants ont été éliminés et 500 pL de Trizol ont
été ajouté dans chaque puit afin d’extraire les ARNs des cellules. Le tapis cellulaire a été lysé
par aspiration/refoulement du Trizol jusqu’a ce que I’aspect visqueux disparaisse pour laisser
place a une solution plus liquide. Les tubes ont été vortexés trés fortement pendant 2 a 3 min et
ont été ensuite incubés 5 min & température ambiante, puis 100 ul d’un mélange chloroforme/
alcool isoamylique (IAA) (24 :1, v/v) ont été ajoutés. Aprés une agitation vigoureuse, une

incubation de 3 min a été réalisée a température ambiante suivie d’une centrifugation (12 000
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g, 4°C, 15 min). Cette étape a permis de séparer les protéines, les acides désoxyribonucléiques
(ADNS) et les acides ribonucléiques (ARNS) en trois phases distinctes. La phase aqueuse
supérieure contenant les ARNS est récupérée trés délicatement et transférée dans un tube de 1,5
ml puis 200 ul d’isopropanol ont été ajoutés. Apres avoir incubé les tubes 10 min a température
ambiante, ils ont été centrifugés (12 000 g, 4°C, 10 min) permettant la précipitation les ARNs
sous forme de pelote. Les surnageants ont été ¢liminés et les culots d’ARNs ont été lavés dans
1 ml d’éthanol 75% puis centrifugés (7500 g, 4°C, 5 min). Les surnageants ont été élimines et
les culots d”’ARNs ont été séchés compléetement a température ambiante, puis repris dans 20 pl

d’eau ultra pure et conservés a -80°C.

1.2.2.2. Dosage et vérification des ARNs

Apres extraction, les ARNSs ont été dosés par spectrophotométrie a la longueur d’onde
de 260 nm a I’aide d’un Nanodrop (ThermoScientific). Pour ce faire, 2 pl d’eau ultra pure ont
été utilisés pour calibrer I’appareil puis 1 pl d’échantillon a été dépose sur le lecteur afin de
déterminer la concentration en ARN et de détecter d’éventuelles contaminations. Les ARNs ont
par la suite €té remis a une concentration de 100 ng/ul et leur qualité a été vérifiée par analyse
sur gel d’agarose 1% (p/v) contenant 0,0025% de bromure d’éthidium (BET, v/v). Aprés avoir
vérifié ’absence de bande contaminante du type ADN génomique et la non-dégradation des

ARNSs, ils ont été conservés a -80°C.

1.2.2.3. Rétrotranscription des ARNs et PCR de

vérification

Cette étape de transcription inverse ou également appelé rétrotranscription consiste a
transcrire de fagon inverse les ARNm and ADN complémentaire (ADNCc) grace a une enzyme
la rétrotranscriptase. Pour cette étape, les ARNs ont été rétrotranscrits en ADNc a 1’aide d’un
kit appelé " Verso cDNA Kit " (ThermoScientific) et pour chaque échantillon, 250 ng d’ARN
(2,5 ul) ont été rétrotranscrits dans un mélange contenant 1X du tampon cDNA synthesis 10X,
0,5 mM de dNTP, d’oligodT, d’héxaméres, d’enzyme VERSO mix, de RT-enhancer et
complété a 20 pl avec de I’eau ultrapure dépourvue d’ARNase. La rétrotranscription a été
effectuée dans un thermocycleur (BioRad) selon le programme suivant : 42°C pendant 30 min

puis 2 min a 95°C.
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La PCR (Polymerase Chain Reaction), technique utilisée couramment dans la biologie
moléculaire, a été mise au point par Kary Mullis (Mullins et al., 1992). Elle permet
I’amplification génique d’une séquence d’ADNc permettant de produire spécifiquement des
copies d’un ADNc. Cette technique exploitant le processus de réplication se réalise grace
I’action d’une enzyme, I’ADN polymérase, qui synthétise un brin complémentaire d’'un ADNc
servant de matrice. L’initiation de cette phase se fait grace a I’hybridation, de part et d’autre de
I’ADNc, d’amorces sens et anti-sens composées d’une vingtaine de bases spécifiques. Cette
configuration permet a I’ADN polymérase de répliquer I’ADNc afin d’en obtenir de
nombreuses copies. Cette réaction comporte plusieurs étapes répétées n fois (Figure 31) :

= Ladénaturation : elle s’effectue a 95°C permettant la rupture les liaisons d’hydrogenes
et donc la séparation des 2 brins de I'ADN. L'ADN passe sous forme simple brin dans
le milieu.

= Hybridation : le milieu réactionnel contient 2 amorces, chacune complémentaire d'un
des 2 brins. La température permettant la fixation des amorces sur les monobrins d'ADN
est dépendante de la température d’hybridation des amorces utilisées (Tm). Les amorces
en larges exces, s'hybrident des lors qu'elles rencontrent leur séquence complémentaire.

= Elongation : cette phase s’effectue a 72°C permettant a la Tagq polymérase

I’allongement des amorces par incorporation des bases nucléiques complémentaires de

la matrice auquel elles sont hybridées grace ADN polymérase.
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Figure 31 : Schéma d'un cycle d'amplification de PCR. Un cycle de PCR est constitué de trois étapes
phares : la dénaturation, [’hybridation, des amorces puis I’élongation des amorces formant ainsi au premier
cycle deux ADN double brin identiques entre eux et I’ADNc matrice. Le second cycle est constitué des mémes
étapes donnant cette fois quatre ADN double brin identiques. Le concept de la PCR est ainsi I’amplification d 'un
ADN permettant apres n cycles d’étre détectable.

Cette étape d’amplification produit une quantité de produit PCR proportionnelle a la
quantité de départ d’ADNCc directement associée a la quantité d’ARNm présent initialement
dans les échantillons aprés dosage. Afin de vérifier la rétrotranscription des ARNm, une PCR
ciblant le géne de I’actine a éte réalisée selon le protocole suivant. Un mix a été préparé pour la
réaction de PCR contenant pour 1 réaction : 0,5 pul d’ADNc additionnés a 1X de tampon 10X,
1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 0,4 uM d’amorces sens et anti-sens, 0,1 pl de I’enzyme
Taq polymérase, complétés a 25 ul avec de 1’eau ultra-pure. La PCR est réalisée dans un
thermocycleur (BioRad) selon le programme suivant : i) 94°C pendant 3 min permettant
’activation de ’enzyme Taq polymeérase ; ii) dénaturation des brins d’ADNc a 94°C pendant
30 s ; iii) hybridation a 60°C pendant 30 s, température correspondant aux Tm des amorces ;
iv) élongation a 72°C pendant 30 s. Ces trois dernieres étapes ont été répétées 30 fois puis la
PCR se finit par une étape d’élongation finale de 10 min a 72°C. Les produits de PCR ont été

ensuite vérifiés et analysés par migration sur gel d’agarose 1% contenant 0,0025% de BET.
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1.2.2.4. gPCR

La PCR en temps reel encore appelée PCR quantitative ou gPCR utilise le principe de
base de la PCR classique avec pour différence que I’amplification est mesurée tout au long de
la réaction. Dans une qPCR, la quantit¢ d’ADN est mesurée grace a un marqueur fluorescent,
ici le SYBR Green, dont 1’émission est directement proportionnelle a la quantité de produits
PCR néo-formés. Le SYBR Green est un agent intercalant qui émet un signal lorsqu’il se fixe
dans le petit sillon de I’ADN double brin créé apres les étapes d’hybridation et d’élongation
d’une amorce, ceci sans affecter la réaction de PCR. Cette méthode permet d’obtenir une
cinétique de la réaction de PCR et ainsi de quantifier I’ADNc de départ par détection de la
fluorescence. Au cours d’une réaction de qPCR, il existe une proportionnalité pendant la phase
exponentielle correspondant au début du moment ou le signal est supérieur au bruit de fond.
Durant cette phase, plus la cible initiale est présente en quantité importante moins il y aura
besoin de cycles d’amplification (appelé Ct, threshold cycle) pour que la fluorescence soit
détectée a une valeur seuil définie. Ce seuil est déterminé arbitrairement par 1’utilisateur et
correspond a un niveau de fluorescence suffisamment bas, mais supérieur au bruit de fond, pour
que les courbes d’amplification soient dans la phase exponentielle d’amplification permettant
ainsi la quantification au sein de 1’échantillon en fonction de la valeur prise par Ct.
Généralement cette valeur seuil est placé au centre de la courbe dans la phase exponentielle.

Les amorces des génes d’intérét et des genes de référence utilisés dans cette étude ont
été synthétisées par Eurogentec (Belgique). Elles sont référencées dans le tableau 2. Les
amorces sont congues de telle maniére que la température d’hybridation soit la méme pour
toutes (60°C). Pour chaque géne un " blanc " (ADNc remplacé par de I’eau ultra-pure) a été
réalisé¢ pour vérifier ’absence d’amplification aspécifique. De plus, I’expression des génes
d’intérét a été normalisée par rapport a deux genes de références murins, 36B4 et RPS26, dont
I’expression génique évolue peu ou pas. Le volume réactionnel final est de 15 pl, contenant 5
ul d’ADNc dilué au 1/10°™ dans de 1’eau ultra-pure, 7,5 ul de SYBR Green, 1,1 pl d’amorces
sens et anti-sens a 3 uM et 1,4 ul d’eau ultra-pure. Chaque cycle de PCR est constitué d’une
étape d’activation de la Taq polymérase a 95°C pendant 15 min suivie de 40 cycles de 10 s a
95°C (denaturation) puis 1 min a 60°C (hybridation, élongation). La qPCR a été réalisée a I’aide
d’un thermocycleur.

Les données ont été analysées par le logiciel CFX manager (Biorad) et ont été présentées

en 1/ACt, c’est-a-dire en expression relative par rapport & un des genes de ménage selon la
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formule suivante : 1 / (moyenne des Ct du gene d’intérét — moyenne des Ct du gene de ménage
36B4). Le gene de ménage 36B4 a été choisi pour toutes les analyses de 1’étude car il présente

I’avantage d’avoir une expression plus stable que celle de RPS26.

Amorce Séquence Taille de
I’amplicon
Ostéopontine Sens 5’ - CGTCCCTACAGTCGATGTCC-3" 91 b
Anti-sens 5’ - GGACTCCTTAGACTCACCGC-3" P
36B4 Sens 5’ - AGATTCGGGATATGCTGTTGG-3’ 133 b
Anti-sens 5’ - AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC-3’ P
Sens 5’ - TAGAAGCCGCTGCTGTCAGG-3"
RPS26 Anti-sens 5’ - AGATTCGGGATATGCTGTTGG-3" 101 bp

Tableau 2 : Les différentes amorces utilisées pour la gPCR

2. Mise au point d’un modéle ex vivo d’anneaux aortiques

Le role des peptides d’élastine dans les processus de calcifications vasculaire a
également été étudié avec un modeéle plus complexe que le modeéle in vitro. Ceci a nécessité la
mise au point d’un modéle ex vivo. Pour cela, des souris C57bl/6 de 8 semaines ont été
euthanasiées a 1’aide d’une surdose de dioxyde de carbone afin de récupérer les aortes
thoraciques. Une désinfection de la partie abdominale a été par la suite réalisée grace a
I’utilisation d’éthanol 70 % permettant d’effectuer une laparotomie dans les meilleures
conditions. Un nettoyage du systeme vasculaire a ensuite été réaliseé par I’injection de PBS a
’aide de I’introduction d’une aiguille de 23G dans I’apex du cceur vers le ventricule gauche.
Les organes ont été extraits permettant un acceés total a I’aorte thoracique. A I’aide d’outils de
microdissection, I’aorte thoracique a été prélevée et placée dans du PBS a 37°C contenant 1 %
d’antibiotique afin d’enlever 1’adventice puis de la couper en anneaux aortiques de 2 a 3 mm
Ces derniers ont éte transférés dans une plaque 48 puits a raison d’un anneau par puits contenant
du DMEM (1 g/l de glucose) complété d’1 % d’antibiotique (Streptomycine/pénicilline, v/v).
Aprés 2 jours, les anneaux aortiques ont été traités avec du Pi (3 mM) seul, les EDPs
(200 pg/ml) ou la combinaison des deux. Aprés 5 jours, les anneaux aortiques ont éte lavés dans
2 bains de " Hanks' Balanced Salt solution " (HBSS), puis fixés dans du formol pendant 24 h.
Les anneaux ont été ensuite inclus dans de la paraffine. Les calcifications ont été recherchées a
1’aide de la coloration Von Kossa. Pour cela, les anneaux ont été coupés avec une epaisseur de
3 um et hydratés dans de 1’eau apres 1’étape de deparaffinage. Les coupes ont été incubées avec

1 % de nitrate d’argent (Merck) dans un bocal de Coplin transparent placé sous une lumiére UV
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pendant 25 min, puis rincées de nombreuses fois a 1’eau distillée. L’exces de nitrate d’argent
non spécifique a été éliminé gréace a une incubation de 5 min dans une solution contenant 5 %
de thiosulfate de sodium (Merck), puis par plusieurs lavages a I’eau distillée. Enfin une contre
coloration a été réalisée avec une solution de Rouge Nucléaire pendant 5 min suivi de plusieurs
ringage a ’eau distillée. Pour finir, les coupes ont été déshydratées par de ’alcool gradué et
absolu puis plongées dans du xyléne permettant le montage entre lame et lamelle utilisant de
I’Eukitt (Kindler Gmbtt).

D. Analyse de I’expression de la Cathepsine S

Afin d’évaluer si ’activation de RAGE et les EDPs sont impliqués dans 1’expression de
la CathS, une étude par immunofluorescence a été menée. Les CMLs (10x10° cellules/puits)
ont été ensemencees en plaque 24 puits sur des lamelles en verre préalablement recouverte avec
de la gélatine 1 %. Apres 24h, les cellules ont éteé traitées pendant 48 h avec du Pi seul (3 mM),
des EDPs seuls (200 pg/ml), la combinaison des deux ou encore avec du S100A12. Un lavage
doux au PBS a ensuite été réalisé avant de fixer les cellules avec du PFA 4% pendant 20 min a
température ambiante. Aprés 2 lavages doux au PBS, la saturation des sites aspécifiques a été
réalisée avec une solution de BSA 3 % dans du PBS, pendant 1 h a température ambiante.
L’anticorps anti-Cathepsin S (Santa Cruz, dilution 1/50°™) a été incubé sur les lamelles pendant
toute une nuit a 4°C dans une solution de BSA 1% en chambre humide. Le jour suivant, les
lamelles ont été lavées au PBS 5 a 6 fois grace a 1’utilisation d’un papier absorbant permettant
de réaliser un lavage doux par capillarité. L’anticorps secondaire (Alexa Fluor 568 nm, Abcam,
dilution 1/1000°™) a été incubé sur les lamelles pendant 2 h & température ambiante en chambre
humide dans la méme solution que I’anticorps primaire. Aprés une série de lavages doux, les
lamelles ont été montées sur lame par 1’utilisation d’un milieu de montage contenant du DAPI
(ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI, Invitrogen) pour la coloration des noyaux des
cellules. Enfin, la fluorescence des cellules a été détectée grace a I’utilisation d’un microscope

confocal rapide, AxioObserver (ZEISS).
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E. Analyse in vivo des complications cardiovasculaires associées

a PIRC et étude des acteurs moléculaires
1. Induction de I’IRC

L’étude du role des peptides d’élastine sur les processus de calcification a été également
réalisée a I’aide d’un modele in vivo. En effet, en se basant sur les données de la bibliographie,
un modele d’IRC a été mise au point au sein de notre laboratoire par 1’utilisation de souris
C57BL/6 agées de 8 semaines présentant une délétion pour ’apoliprotéine E (ApoE™). Ces
souris sont identifiées comme un modele adapté pour I’étude des calcifications dont les
caractéristiques sont proches de celles retrouvées chez ’Homme. Elles présentent une clairance
retardée des lipoprotéines et une accumulation de chylomicrons qui entrainent le
développement de stries lipidiques associées a des calcifications vasculaires au niveau de
I’intima. De plus, 'IRC accélére le développement les calcifications vasculaires médiales
(172). L’induction de I'IRC nécessite une anesthésie générale des souris par 1’utilisation
d’isoflurane (4 % pour I’induction de I’anesthésie et 2 % pour le maintien) avec, en paralléle,
une prise en charge de la douleur par I’injection sous cutanée de buprénorphine a raison de 0,1
mg/kg. Aprés une épilation de la zone chirurgicale, une incision a été réalisée sur le flanc gauche
de I’animal permettant de sectionner les deux pdles du rein. Une attention particuliére est portée
a cette étape pour ne pas enlever une partie trop importante du rein, fatale pour la souris. Les
fragments réséqués ont été pesés et un électro coagulateur a été utilisé pour stopper le
saignement apres lésion de part et d’autre du rein. Enfin, une suture des plans musculaire et
dermique a été réalisée et la souris a été placée sur une table thermorégulée pour un réveil dans
des conditions optimales. Aprés 2 semaines, les souris ont été, de nouveau, anesthésiées avec
de I’isoflurane (4 % pour I’induction et 2 % pour le maintien de 1’anesthésie) afin de réaliser
une néphrectomie du rein controlatéral. De la méme maniére que précédemment, une ligature
de I’artére rénale a été réalisée permettant une extraction du rein sans danger hémorragique puis
une suture des différents plans a été effectuée. La prise en charge de la douleur a été effectuée
de laméme fagon a I’aide de buprénorphine (0,1 mg/kg) avant I’opération. Ce groupe représente
le groupe IRC dans lequel, aprés 2 semaines, une IRC est mise en place. Ce groupe est comparé
avec le groupe Sham ou les souris ont subi les deux interventions chirurgicales au cours
desquelles le rein a été seulement délogé de son emplacement. La prise en charge de la douleur
a été réalisée de la méme fagon que pour le groupe IRC. L’apparition de I’'urémie est validée

aprés un dosage sérique de I’urée aprés 17 semaines d’IRC. Ce méme modele de souris IRC a
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été appliqué, également, chez des souris double knockout ApoE”"RAGE” (DKO) afin d’étudier

le role de RAGE dans les calcifications vasculaires au cours de I’'IRC (271).

A T’aide de ces modeéles, ’activité des cathepsines et la présence des calcifications
vasculaires ont été analysées in vivo grace a I’utilisation de la Fluorescence Molecular
Tomography (FMT) et d’histologie. Les modifications des fibres élastiques ont été étudiées par
I’évaluation de I’¢lastolyse grace a I’autofluorescence de 1’¢élastine. Enfin, la fonction cardiaque
a éte explorée via la mesure de la fréquence cardiaque et la rigidité artérielle a été évaluée par

mesure de la vitesse d'onde de pouls.

2. Inhibition de I’expression de RAGE in vivo

L’étude de I’implication de RAGE dans les processus de remodelage vasculaire au cours
de 'IRC a nécessité le recours a un modele présentant une délétion du géne AGER. Pour
générer des souris ApoE” RAGE™, un croisement a été réalisé sur 12 générations entre les deux
lignées murines homozygotes. Les souris RAGE™ ont été généré en utilisant le systéme
Cre/Lox P. Ainsi, les éléments essentiels (exons 2 a 7) du géne AGER ont été flanqués de 2
sites lox P orientés dans le méme sens. Un géne rapporteur EGFP dépourvu de promoteur a été
ajouté a la construction de méme qu’un promoteur TK " Thymidine Kinase ". Des cellules
embryonnaires E14.1 ont ensuite été transfectées avec cette construction puis les clones positifs
ont été injectés dans des blastocytes de souris C57BI/6. Enfin, les souris obtenues ont été
croisées avec des animaux exprimant la Cre dans tous les tissus entrainant la délétion de
I’ensemble exon 2 a 7 de RAGE situé entre les sites loxP. Cela permet alors de placer le
promoteur au niveau de la EGFP qui s’exprime, signe de réussite de la délétion du récepteur
(361).

3. Analyse in vivo de I’expression de RAGE

Apres les 17 semaines d’IRC, les aortes des souris ont été récupérées et broyées a 1’aide
de billes dans 500 pl Trizol afin d’extraire les ARNs. Aprés cette étape, le méme protocole que
précedemment decrit pour les MOVAS-1 a été appliqué afin d’obtenir les ADNc. La qPCR a

également été réalise de la méme facon que préecédemment afin de nous permettre d’évaluer
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I’expression de RAGE. En paralléle, cette technique nous a permis également de valider la
délétion de RAGE dans notre modéle ApoE”"RAGE™.

4. Analyse in vivo de I’activité des cathepsines et des calcifications

4.1. La Tomographie moléculaire de fluorescence

L’étude des calcifications et 1’activité des cathepsines in vivo ont utilisées un systéeme
d’imagerie pré-clinique, le FMT 4000 (Perkin Elmer, France). Ce systéme d’imagerie est un
tomographe moléculaire de fluorescence permettant de détecter et de quantifier une sonde de
facon non invasive chez le petit animal. Pour la reconstruction en 3D de la fluorescence, il est
nécessaire d’obtenir un ensemble de données tridimensionnelles, les voxels. Ainsi le FMT 4000
utilise le principe de la trans-illumination avec la source lumineuse (les lasers) située a I’opposé
du systéme de détection obligeant, ainsi, la lumiére a traverser tous les tissus de I’animal avant
d’étre capturée par des détecteurs. Cette configuration donne I’avantage de limiter le bruit de
fond d’excitation (Figure 32).

Pour les calcifications, un agent reconnaissant le bisphosphonate (OsteoSense 680EX) a
été utilisé alors que pour 1’activité des cathepsines, ¢’est une sonde activable par les cathepsines
B, L, S et la plasmine (Prosense 750EX). Les animaux ont été soumis a un régime sans
chlorophylle afin d’éviter la détection des aliments puisque sa longueur d’onde se superposent
avec celles des sondes. Les sondes ont été injectées en rétro-orbital a 1’aide de seringues a
insuline de 1 ml (Dominique Dutscher), sous anesthésie, 24 h avant ’imagerie des souris a
raison de 2 nmol dans 100 ul pour /’Osteosense 680EX et de 4 nmol dans 200 ul pour la
Prosense 750 EX selon les recommandations du fournisseur. Le lendemain, les souris ont été
anesthésiées sous isoflurane (4% pour I’induction et 2% pour le maintien) et épilées, a 1’aide
d’une créme dépilatoire, au niveau dorsal et ventral de la partie abdominale afin que les poils
n’interférent pas avec le trajet du laser lors de la trans-illumination. Ensuite, I’animal a été placé
dans une cassette d’imagerie au niveau de reperes fiduciaires permettant de délimiter la zone
d’intérét qui est traversée par le laser correspondant a la sonde utilisée. Apres 20 min
d’imagerie, les souris ont été placées sous lampe chauffante pour garantir un réveil optimal. Le
suivi des calcifications et de I’activité des cathepsines ont été fait a 17 semaines d’urémie sur
I’animal entier suivi d’une mesure de la fluorescence ex vivo aprés dissection de 1’ensemble

ceeur, Cross aortique, aorte afin, dans certains cas, de d’affranchir du potentiel bruit de fond.
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Figure 32 : Schéma de fonctionnement du FMT. Le FMT 4000 utilisant le principe de la trans-
illumination. Les lasers traversent ['animal immobilisé dans la cassette d'imagerie avant que le signal soit
récupére par une caméra CDD permettant la conversion des photons issus de la fluorescence en un signal
électrique donnant une image.

4.2. Quantification de la fluorescence

Aprés avoir imagé les souris, le logiciel TrueQuant® a été utilisé afin de quantifier le
signal fluorescence récupéré. Pour cela, une échelle de concentration en nM a été déterminée
afin de s’affranchir du bruit de fond. Ensuite, une région d’intérét, au niveau de 1’aorte et du
ceeur, a été déterminée et a été reproduite avec les mémes mesures et au méme endroit chez
tous les individus. De la méme maniére, une zone de bruit de fond a été définie au niveau d’une
partie non fluorescente chez la souris. Apres élimination de cette valeur, la concentration en
pmol a éteé calculée dans la zone d’intérét. Ainsi comme la zone d’intérét et la zone de bruit de

fond sont les mémes entre les individus, les valeurs de fluorescence ont pu étre comparées.

5. Analyses immunohistochimiques

Les souris ont éteé sacrifiées apres 17 semaines d’urémie par une rupture des vertebres
cervicales sous anesthésie gazeuse a ’aide d’isoflurane. Apres une laparotomie, I’ensemble des
organes sont nettoyés par un ringage intra-cardiaque de PBS permettant de chasser le sang dans
le systeme vasculaire. Les organes autour de 1’aorte (foie, intestin, estomac, reins, vessie,
organes génitaux etc...), ont été ensuite éliminés permettant I’accés a I’aorte. A I’aide de

ciseaux de microdissection, I’aorte ainsi que la crosse aortique été nettoyées du tissu conjonctif
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environnant permettant de prélever la crosse aortique, 1’aorte thoracique et I’aorte abdominale.
L’aorte thoracique a été placée dans un liquide appelé Optimal Cutting Temperature (OCT)
(CellPath) qui durcit a partir de -20°C permettant de conserver les tissus a une température de
-80°C sans risque de dégradation dans le temps. La crosse aortique et 1’aorte abdominale ont
été fixées dans du formol pendant 24 h puis scellées dans de la paraffine afin de réaliser des
coupes de 3 pum. Concernant ces dernieres, un déparaffinage a été realisé par des bains
successifs dans du xyléne puis dans de 1’éthanol 100 %, 95 % et 70 % pour terminer par un bain
d’eau distillée. Les coupes ont été, par la suite, soumises a une incubation de 20 min dans un
bain de tampon citrate (Dako) afin de démasquer les antigénes, puis apres un ringage avec de
I’eau distillée, le tampon Hydrogen peroxide block (Dako) a été utilisé pour bloquer les
peroxydases endogenes. La saturation des sites aspécifiques a été réalisée a 1’aide de la solution
Protein Block (Dako) pendant 10 min a température ambiante. Aprés un rincage au PBS,
I’anticorps primaire anti-CathS (Abcam, dilué 1/100°™) a été incubé, dans un tampon de
dilution (Cell marque), sur les coupes toute la nuit & 4°C. Le lendemain, les coupes ont été
lavées avec PBS puis incubées avec 1’anticorps secondaire biotinylé pendant 10 min a
température ambiante suivi par une incubation avec la solution Streptavidin Peroxydase
(Dako). Enfin la solution d’aminoéthylcarbazole (Thermo Scientific) a été déposée pendant 10
min et une contre coloration d’hématoxyline (Novacastra) a ensuite été réalisée. Pour finir, les
coupes ont été plongées dans des bains d’eau distillée suivis par des bains d’éthanol 100 %, 95
% et 70 % avant de terminer par un bain de xylene afin de pouvoir les monter entre lames et

lamelle a I’aide d’une colle de montage, le glycergel (Dako).

6. Etude la rigidité artérielle

L’évaluation de la rigidité artérielle a été réalisé a 1’aide d’un systeme "mouse doppler”
(Indus, Instrument, USA, Houston). C’est une technique non invasive qui permet de mesurer la
vitesse de déplacement de 1’onde de pouls (VoP) entre I’aorte abdominal et la crosse aortique
en utilisant des ultrasons. Pour cela, 1’utilisation de deux sondes de fréquences différentes avec
une sonde de 20 MHz placée au niveau de 1’aorte abdominale et une de 10 MHz posée au niveau
de la crosse aortique. Apres détection des échos sanguins spécifiques ces deux emplacements,
I’appareil mesure le temps de déplacement de I’onde qui associé a la distance entre les sondes

permet d’obtenir la VoP (Figure 33) (362).

~121~



Matériels et méthodes INEGTGIGIGE

Aortic arch

Abdominal aorta

l | ] ] |

Figure 33 : Représentation des signaux obtenus au niveau de I'aorte et de la crosse aortique. La
ligne verticale correspond a 'onde R de I'ECG et est utilisée pour mesurer le temps (t) d arrivée d’un pulse et
ainsi calculer la vitesse de ’onde de pouls par rapport a la distance (d) entre les deux électrodes. Modifié
d’aprés Hartley et al, 2011, (362).

Pour suivre la progression de la VoP dans notre modéle murin, les souris ont été
anesthésiées avec de I’isoflurane (4 % pour I’induction et 2 % pour le maintien de 1’anesthésie).
Elles ont été ensuite placées sur le dos sur une plaque thermorégulée qui permet, a la fois de
maintenir la température des souris mais aussi de suivre en direct la fréquence cardiaque grace
a la présence de capteurs sous les 4 pattes des souris. La sonde de 20MHz a été alors fixées a
’aide d’une potence dans la partie basse de 1’aorte abdominale une fois son signal identifié.
Ensuite, la sonde de 10MHz a été placée sur crosse aortique a 1’endroit ot son signal spécifique
a été détecté. La distance entre les deux sondes a alors été mesurée grace a un double décimetre.
Le temps de déplacement de I’onde de pouls a été déterminé a I’aide du logiciel fourni avec le
mouse doppler. Pour cela, des marqueurs spécifiques ont été placé sur le signal de la crosse
aortique et de I’aorte abdominale permettant de déterminer le temps de déplacement de I’onde

entre les 2. Ainsi, la VVoP a été calculée selon la formule suivante :

da
vV =-
t

d = distance entre les 2 sondes (cm) et t = le temps de déplacement de I’onde (mMSs).
Le suivi de la rigidité artérielle a été réalisée par une mesure mensuelle de la VVoP dés la mise

en place de I’IRC et jusqu’a 17 semaines apres chirurgie.
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7. Analyse des fibres élastiques

Afin d’observer le remodelage vasculaire au cours de I’IRC et plus particuliérement
1’¢élastolyse, la propriété d’autofluorescence de 1’élastine est utilisée dans notre étude. Il a été
démontré dans la littérature que la présence de liaisons croisées dans la structure de 1’¢lastine
insoluble est responsable de cette particularité (363).

Cette technique permet apres une excitation des coupes a 410 nm de récupérer un signal
fluorescence a 500 nm pour la visualisation les fibres élastiques. Ainsi, sans coloration
spécifique, 1’¢élastolyse a été quantifiée par dénombrement des fractures retrouvées par fibres
élastiques au niveau des crosses aortiques. Pour cela, les crosses aortiques fixées dans le formol
ont été déparaffinées puis réhydratées en passant du xyléne puis a 1’éthanol 100 %, 95 % et 70
% pour finir par un bain d’eau distillée. Enfin, les coupes ont été deshydratées afin de pouvoir

les placer entre lames et lamelles grace a la colle de montage le glycergel (DAKO).

8. Evaluation de ’influence des EDPs issus de ’activité de la CathS sur

le développement des calcifications vasculaires et de 1’inhibition de
Neu-1

8.1. Evaluation de I’influence des EDPs issus de I’activité de la CathS sur

le développement des calcifications vasculaires

Le peptide P1 a été dissous dans du sérum physiologique (0,9 % de NaCl) afin d’étre
ensuite injecté par voie intra-veineuse a la concentration de 20 mg/kg. L’administration du
peptide a été réalisée par une injection rétro-orbitale a raison d’une fois par semaine en alternant
ceil gauche et droit afin d’éviter toutes 1ésions oculaires. Des injections contrdles contenant du

sérum physiologique ont été réalisées en paralléle des injections du peptide.

8.2. Utilisation d’un inhibiteur de Neu-1 : le Tamiflu®

L’Oseltamivir phosphate (Figure 34) (Roche, nommé également " Tamiflu® ") est un
agent antigrippal utilisé contre la grippe HINL1. Il a cependant été décrit comme capable

d’inhiber spécifiquement la neuraminidase-1 (Neu-1) (364).
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Figure 34 : Structure chimique du Tamiflu®

Le Tamiflu® a été administré par des injections intra-péritonéales tous les 2 & 3 jours a
raison de 50 mg/kg. Il a été préparé dans du PBS a une concentration de 15 mg/ml puis est
stockeé a -20°C. Afin d’éviter toute inflammation de la zone d’injection, les piqlres ont été

alternées entre la partie gauche et droite de I’animal.

9. Dosage de la CathS sérique

Le sang a été collecté dans un tube de 1,5 ml immédiatement aprés le sacrifice de
I’animal par un prélévement rétro-orbital grace a un capillaire (Hirschmann, Allemagne). Le
tube a ensuite été laissé a température ambiante pendant 2 h afin de permettre la coagulation
des échantillons qui ont été ensuite centrifugés a 1000g pendant approximativement 20 min. Le
sérum a été récupéré pour étre rapidement conservé a -80°C afin d’étre dosé a I’aide d’un kit
ELISA spécifique de la CathS (Cliniscience). Lors du dosage, les échantillons ont été dilués au
1/5°M dans du PBS et déposés dans la plaque en méme temps que la gamme étalon de la solution
standard de CathS pour une incubation de 2 h a 37°C. Apres avoir vidé les puits, la solution de
détection A a été ajoutée pendant 1 h a 37°C puis apres 3 lavages, la solution de détection B a
été incubée pendant 30 min a 37°C. Ensuite, apres 5 lavages, la solution contenant le substrat a
été ajoutée pendant 15 a 25 min a 37°C en étant protégée de la lumiére. Enfin, la réaction a été
arrétée par la solution stop entrainant I’apparition d’une coloration jaune dont I’absorbance a
été détectée a 450 nm par I’utilisation lecteur de microplaques spectrofluorimétre Infinite®
F200 Pro couplé au logiciel Magellan (TECAN).
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F. Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimes sous forme de la moyenne des données obtenues a partir de
trois experiences indépendantes au minimum. Les valeurs moyennes ont été exprimées avec ’erreur
standard a la moyenne (SEM). Le test de Student a ét¢ utilisé pour I’étude statistique des résultats
obtenus de toutes les expériences in vitro. Concernant les expériences réalisées in vivo le test Mann
Whitney a été utilisé (NS, non-significatif ; *, p < 0,05 ; ** p<0,01; ***, p < 0,001).
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IV. Reésultats

A.RAGE : un acteur clef dans le remodelage et les calcifications

vasculaires

1. Caractérisation des modeéles in vivo

La premiére partie de notre hypothése de travail a concerné I’implication de RAGE dans
le remodelage vasculaire au cours de I’'IRC, et a été étudiée grace a un modele de vasculopathie
urémique. Comme deécrit en introduction, au cours de cette pathologie, il a été observé une
accumulation de molécules pro-inflammatoires telles que la SAA (365) ou S100A12 (293). Il
a de plus été démontré que ces protéines sont des partenaires d’interaction du récepteur RAGE
(366,367) dont I’expression est également augmentée au cours de I’urémie (292). Du point de
vue métabolique, une augmentation de la concentration d'urée, de calcium, de phosphate, et de
diverses classes lipidique est également observée, concourant a I'amplification des processus
d'athérosclérose et de calcifications vasculaires. Nous avons mis au point au laboratoire un
modéle d’urémie utilisant des souris ApoE™", présentant une délétion ou non du récepteur
RAGE, dans lequel toutes ces caractéristiques sont retrouvées. Ce modele de vasculopathie
urémique est induit par une néphrectomie des 5/6°™ du rein gauche suivie d’une néphrectomie

totale du rein controlatérale (figure 35).

Semaine 0 Semaine 2 Semaine 17
- L p
‘ J\ \ Analyses in vivo et ex vivo
, , ] (aorte, valve cardiaque, cross aortique)
Néphrectomie 2/6 Néphrectomie du rein 1
controlatéral
| J

Néphrectomie 5/6

Figure 35 : Schéma illustratif de la procédure suivie pour induire une IRC

Les différentes variables biochimiques dosées dans le sérum des animaux ont permis de valider
I’induction d’une urémie avec une valeur d’urée 2 fois supérieure chez les ApoE” IRC

comparée aux ApoE”" Sham (Tableau 3).
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ApoE” / Sham ApoE 7/IRC P value
Urée mmol/I 10,9+1,38 235+38 < 0,001
Calcium mmol/l 2,4 £0,06 2,6 £0,1 < 0,001
Phosphate mmol/I 3,13+£0,2 3,73+0,2 <0,05
Cholestérol mmol/I 123+2,3 15,2 +1,61 <0,01
Triglycérides mmol/l 1,1+0,1 1,2+0,6 NS

Tableau 3 : Dosage de différentes variables biochimiques dans le sérum de souris ApoE’ Sham
et ApoE”IRC apreés 17 semaines (n=9)

Apres 17 semaines d'urémie, les aortes ont été prélevées afin d’analyser I’expression génique
de RAGE. Les résultats montrent, d’une part, que RAGE est 5 fois plus exprimé chez les souris
ApoE”IRC comparé au souris ApoE”Sham (Figure 36A). D’autre part, les données de
RTgPCR soulignent également que la délétion de RAGE entraine une diminution tres
importante, d’environ de 300 fois, de I’expression de RAGE chez les souris DKO (ApoE™
RAGE™) comparée aux souris ApoE™ (Figure 36B). Il est de plus important de noter que la

délétion de RAGE n'impacte pas les caractéristiques biochimiques précitées de notre modeéle.
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Figure 36: Etude de I’expression de RAGE dans nos modéles animaux. A) - Impact de l'urémie sur
[’expression génique de RAGE aprés 17 semaines d urémie (n=13). B) : Validation de la délétion de RAGE au
niveau transcriptionnel dans les aortes de souris ApoE-/- et DKO. p < 0,001 *** (n=9)
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Ce mod¢le d’urémie permet de plus d'obtenir un développement plus important des
plaques d'athérosclérose. En effet comme le montre la figure 37, le développement des plaques

d’athérome est plus important chez les souris qui ont subi la néphrectomie comparé au souris

Sham.

ApoE-- Sham ApoE-- IRC

Figure 37 : Analyse des plaques d'athérome dans notre modeéle ApoE~-d'IRC. Photographies
illustratives des valves aortiques apreés 17 semaines d’IRC. Apres une coloration a I’huile rouge, les plaques
d’athérome apparaissent sous forme d’'un marquage rouge-brun. Bar d’échelle = 100um. n = 9.

Ainsi, notre modele reproduit au mieux les caractéristiques physiopathologiques et les
complications vasculaires de I'IRC, et la délétion de RAGE est effective. Ces données nous

permettent de pouvoir sereinement utiliser ces modéles murins pour les études ultérieures.

2. Etude du role de RAGE dans le remodelage vasculaire au cours de
I'IRC : acteur clef dans la survenue des calcifications et 1’élastolyse
vasculaire.

Afin d'étudier le role joué par RAGE dans la survenue des calcifications et 1’élastolyse
vasculaire au cours de I'lRC, nous avons utilisé nos modeéles ApoE”" IRC et DKO IRC. Ainsi,
apres 17 semaines d’urémie, I’imagerie pré-clinique avec l’'utilisation du FMT a permis
d’estimer les calcifications vasculaires directement au sein de I’animal sans sacrifice. Cette
technique quantifie la fixation d’une sonde fluorescente spécifique des zones de
microcalcifications et de remodelage osseux. Afin d’étre reproductible, une zone d’intérét de
quantification identique a été appliquée a I’ensemble des sujets donnant ainsi une concentration
de la sonde en pmol. Le FMT est une modalité d’imagerie pré-clinique non-invasive permettant

de quantifier l'intensité de fluorescence. Cependant, elle ne permet pas d'obtenir des données
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morphologiques, rendant impossible la détermination précise de la localisation du signal.
Néanmoins, au vu des images obtenues, les calcifications sont localisées dans la zone ou se
trouve théoriquement I’aorte chez la souris. Aprés quantification du signal de fluorescence, les
résultats montrent que les souris DKO présentent 35% de moins de calcifications que les souris
ApoE~(Figure 38A). Pour confirmer ces observations in vivo, les calcifications ont également
été recherchées sur coupes histologiques a l'aide de la coloration von Kossa, au niveau des
valves cardiaques. Cette coloration permet d’observer les dépots anormaux d’ions calcium liés
au phosphate sous forme de points noirs. Les photographies illustratives montrent une
coloration plus importante et plus intense chez les souris urémiques ApoE” comparée au souris
urémiques DKO (Figure 38B).
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Figure 38 : Analyse du réle de RAGE dans la survenue des calcifications vasculaires. A) : Image
illustrative du signal provenant de la sonde Ostéosense apres 17 semaines d 'urémie. L analyse des résultats
permet de quantifier la concentration de sonde fixées au niveau des zones de calcifications apres avoir
déterminé une zone d’intérét. ** p < 0,01. B) : Photographies illustratives des valves cardiaques prélevées
apreés 17 semaines d 'urémie. Aprés une coloration Von Kossa, les zones de calcifications apparaissent sous
forme de points noirs et sont identifiées par les pointillés rouges. Bar d’échelle = 500um (n = 9)

~ 131~



Résultats |G

L'ensemble des résultats obtenus par FMT et histologie montrent que dans les souris
ApoE”IRC, les calcifications sont bien observées. La délétion de RAGE provoque une

diminution importante de la présence de calcifications vasculaires.

Au cours de I'IRC, les calcifications vasculaires sont principalement localisées au niveau
des zones de fractures des fibres élastiques (173) . Nous avons donc naturellement analysé
I'élastolyse vasculaire et avons posé la question du role de RAGE dans ce processus.
L’évaluation de [D’intensité de 1'élastolyse s’est effectuée en utilisant les propriétés
d’autofluorescence de 1’¢lastine permettant la visualisation des différentes fibres et le
dénombrement des points de rupture au sein de ces fibres. Les fibres élastiques excitées ont en
effet la capacité d'émettre a une longueur d’onde de 500 nm lorsqu'elles sont excitées a 410 nm,
phénomene que nous avons déja utilisé afin d'évaluer I'élastolyse vasculaire (191) (368).

Apres 17 semaines d'urémie et évaluation du nombre de cassures, il a été retrouvé une
moyenne de 20 cassures par fibre dans les crosses aortiques ApoE” IRC comparée aux souris

DKO IRC dans lesquelles une moyenne de 6 cassures a été obtenue (Figure 39).
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Figure 39 : Analyse de I'élastolyse vasculaire et quantification du nombre de ruptures présentes
au sein des fibres. Photographies représentatives des fibres élastiques présentes au sein des crosses aortigques
dans les deux groupes de souris urémiques aprés 17 semaines d 'urémie. L’ évaluation de [’élastolyse est réalisée
en dénombrant le nombre de cassures par fibre (fleche blanche). p < 0,05* (A : adventice, L : lumiére)(n =9)

De maniére extrémement intéressante, ces résultats montrent que RAGE est engagé de
facon importante dans les processus d’élastolyse accentués au cours de I’'IRC. Ce récepteur
étant doué d'activité de signalisation et de régulation d'expression génique, nous avons eémis
I'nypothése qu'il pouvait étre impliqué dans I'expression d'élastases. Dans ce cadre, des études
cliniques ont mis en évidence que I’expression d’une cathepsine, la CathS augmentait au cours
de I'IRC (174) et des données issus de modeles murins ont confirmé cela (348). De plus, dans
la famille des cathepsines, seule la S démontre une corrélation négative entre le taux sérique et
I’évolution du DFG montrant une accumulation de cette protéase au fur et a mesure que la
fonction rénale diminue. Enfin, l'utilisation d'un inhibiteur spécifique de celle-ci a montré une
diminution de calcifications vasculaires associées a 1'RC démontrant 1’existence d’une

corrélation positive entre la CathS et les processus de remaniement vasculaire (30,175).
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Forts de ces constats, nous avons analyse le role de RAGE dans l'activité des cathepsines

in vivo puis plus précisement dans I'expression de la CathS par les CMLs vasculaires.

3. RAGE, un potentiel inducteur de la CathS au cours de I'IRC ?

Pour vérifier cette hypothése, notre modéle de vasculopathie urémique présentant une
délétion pour RAGE a été utilisé. La détection de I'activité des cathepsines in vivo est possible
gréace a une sonde activable émettant un signal fluorescent apres avoir été clivée par diverses
cathepsines, dont la CathS. Vingt-quatre heures post-injection, les souris sont placées dans le
tomographe de fluorescence moléculaire afin de détecter et de quantifier I’activité des
cathepsines dans les différents groupes d’animaux. Aprés avoir défini une région d’intérét
applicable a I’ensemble des sujets, la concentration de sonde reflétant I’activité enzymatique
des cathepsines est déterminée. L’analyse des données montre une augmentation de 30 % du
signal fluorescent chez les souris ApoE™ IRC par rapport aux souris DKO IRC aprés 17
semaines d’urémie (Figure 40A). Afin de confirmer que cette augmentation d’activité pourrait
étre principalement attribuée a une intensification de 1’expression de la CathS, des marquages
immunohistochimiques ont été réalises sur les crosses aortiques. Les photographies illustratives
montrent un marquage ponctiforme plus intense au niveau des crosses aortiques des souris
ApoE~’ IRC comparé aux crosses aortiques extraites des souris DKO (Figure 40B). De plus, le
dosage plasmatique de la CathS montrant une diminution de 30% de son expression chez les
DKO IRC comparé aux ApoE™ IRC confirme ces résultats (Figure 40C) ainsi que les données
cliniques et pré-cliniques issues de la bibliographie ayant montré une forte expression de la
CathS en condition d'TRC. L’ensemble de ces résultats semblent indiquer que la délétion de
RAGE entraine une nette diminution de I’activité des cathepsines corrélée en grande partie avec
une atténuation de I’expression de la CathS. Afin de confirmer ce potentiel lien entre la CathS
et RAGE, des études in vitro ont été menées en utilisant des MOVAS-1 comme modeéle
cellulaire. Ce choix s’est appuyé sur des données bibliographiques montrant qu’une stimulation
des CMLs par des cytokines pro-inflammatoires exprimées au cours de I’'IRC telle que I'TFN-y
a montré une augmentation de 1’expression de la CathS au niveau membranaire (121). De plus,
les CMLs ont été identifiées comme le principal type cellulaire a 1’origine des calcifications
vasculaires retrouvées au cours de I’IRC (369). En se basant sur I’ensemble de ces données, les
CMLs ont éte identifie comme un modele in vitro pertinent pour 1’étude de I’expression de la

CathS et des mécanismes de calcifications. Ainsi pour confirmer la relation entre RAGE et la
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CathS, ce modeéle cellulaire a été traité avec un ligand de RAGE, le S100A12, connu pour
s'accumuler progressivement dans le sang des patients en condition d'IRC. L’expression de la
CathS a été détectée par immunofluorescence couplée a une quantification du signal gréace a
I’¢laboration d’une macro fonctionnant sur le logiciel Imagel. Ainsi apres avoir réalisé 10
images par conditions avec une moyenne de 20 cellules par champs, une augmentation de 60
% du signal fluorescence a été observe lorsque les CMLs sont traitées avec du S100A12
comparé a la condition contréle. Ces données montrent ainsi qu’un ligand de RAGE
s'accumulant lors de I’IRC est capable de stimuler I’expression de la CathS (Figure 40D).
L’ensemble de ces résultats confirment que RAGE est un des acteurs moléculaires responsable

de I’expression ¢levée de la CathS au cours de I'IRC.
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Figure 40 : Analyse du role de RAGE dans I’expression de la CathS in vivo et in vitro. A) : Image
illustrative du signal provenant de la sonde Prosense & 17 semaines d urémie. Aprés avoir délimité une zone
d’intérét (en blanc), ’'analyse des résultats permet de quantifier la concentration de sonde a la suite de son
clivage par les cathepsines. ** p < 0,01. ( n=9). B) : Photographie illustratives des crosses aortiques extraites
apres 17 semaines d’IRC. La Cath S, mise en évidence par un anticorps anti-cathepsine S, apparait sous forme
d’un marquage ponctiforme (pointillés rouges). C) : Les sérums des souris ApoE-/- IRC et DKO IRC ont été
récuperes apres 17 semaines d 'urémie. La CathS circulante a été dosée a I’aide d’un kit ELISA spécialement
dedié (n=9). D) : Photographies illustratives de I'expression de la CathS avant et aprés traitement des CMLs
avec le S100412 (50 ug/ml). L’expression de la CathS a été déterminée par microscopie de fluorescence grace a
un anticorps anti-CathS (1/50) révélé par un anticorps secondaire couplé a un AlexaFluor-568 (rouge). Les
noyaux ont été marqués avec du DAPI. La barre d’échelle indique 50 um. La quantification du signal
fluorescent a été réalisée a !’aide d’un sous-programme du logiciel ImageJ. (n=9) *** p < 0,001.

L'ensemble des résultats obtenus dans cette premiére partie montrent ainsi que RAGE
est impliqué dans la survenue de calcifications vasculaires au cours de I'IRC, que ce récepteur
est engagé dans la production de CathS, mais également dans I'élastolyse vasculaire observee.
Afin de faire le lien entre I'expression accrue de cette cathepsine, la dégradation de I'élastine
mais aussi la potentielle production d'EDPs bioactifs pro-calcifiants par cette protéase, la suite

de notre travail a été axé sur la caractérisation de l'activité élastolytique de la CathS sur des
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fibres d'élastine vasculaire. En effet, peu de données étaient disponibles concernant I'étude de

son activité vis-a-vis de ces fibres, et aucune concernant la production d’EDPs bioactifs.

B. La Cathepsine S : une protéase impliguée dans le remodelage

de I'élastine et la production d'EDPs potentiellement bioactifs

1. Analyse de la dégradation de I'élastine insoluble vasculaire par la
CathS

L’étude de ’activité enzymatique de la CathS a montré qu’elle posséde une activité
collagenolytique (330) mais aussi une activité élastolytique dont I’efficacité semble plus
importante sur l’¢élastine extraite d’aorte comparée a celle provenant de poumons ou de
ligaments (181). Cependant, la méthode de préparation de I'élastine est cruciale dans ce type
d'étude, et la méthode Lansing, trés drastique, f(t souvent utilisée pouvant mener a des
conclusions erronées. Bien que différentes eétudes sur modéles animaux furent menées et
suggerent une corrélation entre I'expression de la CathS, I'élastolyse vasculaire et le
développement de I'athérosclérose et des calcifications au cours de I'lRC (232,370), le lien entre
élastolyse, production d'EDPs bioactifs par la CathS et calcifications, pouvant expliquer ces
résultats n'a pas été mis en évidence.

Pour répondre a cette question, nous nous sommes intéressés a la caractérisation de
I’activité élastolytique de la CathS dans le cadre de 1’analyse des EDPs libérés suite a la
digestion de 1’élastine, en utilisant des technologies de microscopie électronique a balayage et
de spectrométrie de masse. Il existe diverses techniques d’extraction pour obtenir de 1’¢lastine
insoluble qui peut de plus étre produite a partir de différents tissus comme de ’aorte ou du
ligament de cou. La technique utilisée et le tissu choisi conditionne le type d’élastine obtenue
apres extraction. Dans notre laboratoire, la technique utilisée est la méthode Lansing sur du
ligament de cou de beeuf permettant d’obtenir de 1’¢lastine insoluble dont la composition en
acides aminés correspond parfaitement a celle prédite (371). Cependant ce type d’extraction
alcaline utilise des conditions expérimentales agressives entrainant un index de dégradation
important (372). En paralléle, une collaboration avec le Dr Schmelzer a permis de travailler
avec de I’¢lastine insoluble extraite a partir d’aorte selon une méthode adaptée de celle de
Daamen. C’est une technique qui utilise des procédés plus doux permettant 1’obtention d’une
élastine insoluble dont la qualité est la méme que celle obtenue avec la méthode Lansing mais

avec un faible taux de dégradation (373). Nous avons de plus utilisé de la tropoélastine
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recombinante afin d'étudier I'influence de la CathS sur ce monomere soluble. Les deux types
d’¢élastine insoluble et la tropoélastine ont été digérées avec de la CathS recombinante pendant
8h ou 24h. La réaction enzymatique fit ensuite arrétée avec de 1’acide trichloracétique afin de
récupérer d’une part le tampon de digestion qui a été analysé par spectrométrie de masse et
d’autre part 1’élastine insoluble afin de I’observer a 1’aide d’un microscope électronique a
balayage.

Les photographies illustratives de 1’¢lastine obtenue par la méthode Lansing aprés 8h
montrent, en absence de CathS, un aspect irrégulier avec une surface lacérée. L’action de la
CathS sur ce type d’élastine apres 8 h de digestion a entrainé une désorganisation de 1’¢lastine
avec la présence de fissures. De plus, les photographies montrent également la présence de
nombreux pores au sein de ce réseau. Aprés 24 h de digestion, ce type d’élastine insoluble
présente le méme aspect qu’a 8 h dans les mémes conditions expérimentales et I’ajout de la
CathS entraine une augmentation du nombre de pores présents au sein de ce réseau en plus des
fissures. De plus, des fibres amincies voire déchirées sont également observée dans ces
conditions expérimentales. Concernant 1’élastine insoluble obtenue par la méthode de
Schmelzer, aprés 8h sans CathS, les photographies montrent des fibres organisées, paralléles
les unes aux autres avec une surface lisse. L’adjonction de la CathS entraine la dégradation
importante de 1’¢lastine avec la présence de nombreuses cavités et de fissures au sein de ce
réseau. Apres 24 h sans enzyme, les fibres élastiques sont toujours paralleles les unes aux autres
avec un aspect lisse pour la plupart d’entre elles. Dans ces mémes conditions expérimentales,
I’addition de la CathS engendre une désorganisation totale du réseau. De plus, de nombreuses
zones de dégradation allant jusqu’a la formation de trous dans la structure de ce réseau ont
également observées (Figure 41). Enfin, aprés incubation de I'enzyme puis précipitation au
TCA, aucun culot de tropoélastine n'a pu étre obtenu suggérant une dégradation totale.

Ces images montrent, tout d’abord, que la méthode d’obtention de 1’¢lastine conditionne
I’aspect des fibres d'¢lastine puisque 1’¢lastine obtenue avec la méthode de Lansing présente un
aspect plus altéré que 1’¢lastine produite selon Schmelzer qui se rapproche des fibres élastiques
pouvant étre retrouvées physiologiquement. De plus, ces observations confirment la capacité
de la CathS a dégrader de 1’¢lastine insoluble et a modifier son organisation pour les deux types

d’élastine.
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Figure 41 : Impact de Pactivité protéolytique de la CathS sur la morphologie de I’élastine
insoluble. Photographies illustratives obtenues par microscopie électronique a balayage (20 keV,
grandissement x2000) de deux types d’élastine bovine insoluble (élastine de ligament de nuque préparée par la
méthode de Lansing et élastine d'aorte préparée par la méthode de Schmelzer). Les images des échantillons ont
été réalisées aprés 8h ou 24h dans le tampon de digestion adapté a la CathS avec et sans enzyme. Bar
d’échelle : 20 um. (n=4)
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L’évaluation des EDPs produits a la suite de la digestion des deux types d’élastine
insoluble et de la tropoélastine par la CathS a été réalisée par spectrométrie de masse. L.’analyse
du tampon de digestion récupéré aprés 1’action de la CathS sur les différents substrats a mis en
évidence de nombreux sites de clivage tout au long de la séquence de la tropoélastine et des
deux types d’¢lastine insoluble. La CathS est donc capable d’agir sur ces trois substrats avec
une variation d’efficacité de dégradation conduisant a la production de 396 peptides, 262
peptides et 68 peptides apres, respectivement, dégradation de la tropoélastine (Figure 42A), de
1’¢élastine obtenue par la méthode de Lansing (Figure 42B) et celle obtenue par la technique de
Schmelzer (Figure 42C). Ainsi, I’activité élastolytique de la CathS est plus importante lorsqu’il
s’agit de monomeres d’élastine soluble, comparé a des fibres d'élastine insoluble. De plus,
comme décrit précédemment, la méthode de Lansing permet d’obtenir de 1’¢lastine insoluble
dont les fibres sont détériorées comparativement a celle produite selon Schmelzer. Ainsi, on
constate que la CathS dégrade plus efficacement 1’¢lastine insoluble lorsque les fibres d'élastine
présentent des zones altérées préexistantes comparée a un substrat présentant des fibres

guasiment intactes.
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Bl Alpha-amino adipic acid (+14.96)

& Carbamidomethylation (DHKE, X@N-term) (+57.02
& Carboxylation (DKW) (+43.99)

& Carbamylation (+43.01)

[ Ethylation (+28.03)

[0 Methylation (+14.02)

il Methyl ester (+14.02)

& Oxidation P (+15.99)

8 Propionamide (K, X@N-term) (+71.04)
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Figure 42 : Analyse des peptides produits suite a la digestion de la tropoélastine et d’¢élastines
insolubles par la CathS. A) : Identification des peptides libérés aprés digestion de la tropoélastine.

B) : Détermination des peptides obtenus apreés digestion de [ ’élastine insoluble de nuque de beeuf obtenue par la
méthode de Lansing. C) : Caractérisation des peptides présents dans le tampon de digestion aprés action de la
CathS sur [’élastine insoluble extraite par la technique de Schmelzer. Les trois espéces moléculaires testées sont
sensibles a I'action de la CathS de maniére différente, la tropoélastine étant la plus sensible, suivie de I'élastine
préparée par la méthode de Lansing puis par celle préparée selon la méthode de Schmelzer. (n=4)

De maniére intéressante, la CathS semble pouvoir dégrader les 3 types moléculaires
testés de maniere relativement homogene sur toute la longueur de la séquence, méme si de
zones préférentielles semblent se dégager, particulierement visible pour I'élastine Schmelzer.
Cependant, afin de caractériser cela de maniere plus précise, nous avons réalisé une étude

comparative des sites de clivages, pour les deux types d'élastine insoluble.
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2. Caractérisation des sites de clivages préférentiels pour la CathS vis-
a-vis de deux types d'élastine insoluble.

Par I'analyse des peptides produits il est possible de proposer quels acides aminés sont
majoritairement retrouves au niveau du site de clivage des substrats par la CathS. Pour rappel,
la nomenclature des sites de coupures enzymatiques pour les protéases suit une logique de sites
de fixation des acides aminés du substrat (nommeés P et P") sur le site actif de I'enzyme (nommés
SetS"). Aprés analyse des resultats de masse, il apparait que le site actif de la CathS accommode
bien des résidus aliphatiques, hydrophobes et de petite et moyenne taille. En effet, la glycine,
’alanine, la valine mais aussi I'acide amin¢ cyclique proline sont les principaux acides aminés
retrouvés au sein des positions P1-P4 et P'1-P'4. lIs représentent en effet environ 80% des acides
aminés trouvés au sein de ces sites pour la tropoélastine mais aussi pour les deux types
d’¢lastine insoluble. De maniére intéressante, la glycine apparait comme l'acide aminé retrouvé
majoritairement a toutes les positions (Figure 43A). Une analyse des acides aminés présents au
niveau du site de coupure P1-P'1 par dénombrement de ces derniers dans les peptides apres
coupure confirme I'importance de la glycine, les profils obtenus pour les deux types d'élastine
étant de plus semblables. En effet, la glycine est I'acide aminé le plus représenté avec 60 acides
aminés en position P1 et 120 acides aminés en position P1°, suivi par l'alanine, la valine et enfin

la proline (Figure 43B).

A) B)

Amin acidl P4/ % | Ps /% | Par | Prr s | Py s % Ry s %Py s %Py %
G 23 24 -
A 18] 16/ 15 12| 13/ 10| 11 1] 18 16| 14| 14| 14| 14
v 14) 15/ 15, 15| 23| 24| 12 10] 20 21| 20| 20| 20| 17
L 6| 7| 4 4[12/12] 5 7| 5| 5| 8 9] 6 4 3 5
[ 10 2] 3 3| 4 4 20 1] 3] 3 2 3| 1 2 3 3
F s 4 2] 3 3] 3] 3 4f 2 3| 1] 3] 2 2] 2 2 -
Y of 1/ o 1] o 1] o 1| o of o 1] o 1| o o 7 o1 (1 i)
K 30 3 2 4 1 1) 4 4) 2| 1 0 1| 2| 2| 4] 3 ‘,//Pl(ELNHaIIE)
P 18] 17] 10/ 11[17[ 17] 8 8] 11] 11 14] 16| 14] 16] 13] 18 '/ P (ELN Reims)
T o of 2/ 1| 1] 2| 1| 1) of 1| o 1| 1 1| 1] 1 /P (AN palel
Q 12 1] 2f 1] 2f o 1] of of 1] 1] 1] 2] 1] 1

Substrate [EH|ER[EH ER[EH ER|EH| ER | EH] ER|EH|ER[EH| ER[EH ER

Figure 43 : Analyse des préférences de la CathS vis-a-vis des résidus P1-P4 et P'1-P'4 des
substrats utilisés. A) : Occurrence de différents résidus d’acides aminés aux positions du substrat P1-P4 et
P'1-P'4 apres digestion de [’élastine insoluble obtenue par la méthode de Schmelzer (EH) et celle produite par
la technique de Lansing (ER). Les valeurs sont exprimées en pourcentage et basées sur le nombre de site de
clivages identifiés par spectrométrie de masse. B) : Dénombrement des différents acides aminés trouvés dans les
peptides au niveau PI et de P1’ apres digestion des deux types d'élastine insoluble.

ELN Reims : Elastine Lansing, ELN Halle : Elastine Schmelzer
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L'analyse des séquences peptidiques produites a été réalisée en portant une attention
toute particuliére au motif GxxPG, trés largement retrouvé dans la séquence d’EDPs bioactifs
déja étudiés, et responsable de leur bioactivité (47,195). Les données de spectrométrie de masse
ont révélé, dans le cas de la tropoélastine, I’existence de 64 EDPs possédant ce motif.
Concernant I’¢lastine dérivée de la méthode Lansing, 51 motifs sont retrouvés alors que pour
la méthode de Schmelzer, seuls 28 motifs ont été retrouves. 1l apparait que la dégradation de la
tropoélastine conduit a une quantité plus importante de peptides potentiellement bioactifs,
suivie par les méthodes de Lansing et de Schmelzer, cela étant cependant logique au vu du
nombre total de peptides décrit en figure 42.

L’¢lastine insoluble produite par la méthode de Schmelzer est considérée comme étant
la plus proche structuralement de celle trouvée physiologiquement, car peu dégradée par les
processus d’extraction. Ainsi, nous avons décidé de sélectionner des peptides a partir de ceux
produits via cette méthode, dans le but d'évaluer leur potentiel effet pro-calcifiant, en postulant
du fait qu'ils seraient certainement plus proches de ceux produits en conditions
physiopathologiques d'IRC in vivo, contrairement a ceux obtenus aprés une extraction de type
Lansing. De plus, lors de notre processus de sélection nous y avons ajouté d'autres contraintes.
Les peptides choisis devaient bien sir posséder le motif GxxPG mais également étre
specifiquement produit par la CathS. Pour cela, nous avons utilisé les données issues des
travaux de notre collégue C. Schmelzer ayant caractérisé un grand nombre d'élastase (180,194).
Enfin, la tropoélastine étant produite au cours du remodelage vasculaire associé a I'lRC (374),
les peptides sélectionnés devaient également pouvoir étre produits a partir de ce substrat
physiologiquement relevant.

Dans ces conditions, 4 EDPs ont retenus notre attention :
- VPGAVPGGVPGGVF (P1)
- GAVPGGVPGGVF (P2)
- GLGPGGFPGIG (P3)
- VKPGKVPGVG (P4)

P1 et P2 possedent une séquence semblable mais P1 est un peu plus long. Ceci nous a également
permis d'analyser I'influence de la longueur du peptide sur la bioactivité. P3 possede deux
motifs GxxPG enchainés et P4 a la particularité rare de posséder une lysine dans le motif

GxxPG dont le réle dans ce motif et sa bioactivité n‘ont jamais été étudiés.
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Ces EDPs ont été synthétisés et leurs potentiels effets pro-calcifiants ont été évalués via la
caractérisation de leur influence vis-a-vis de 1’ostéodifférenciation des CMLs, cellules

responsables des calcifications vasculaires médiales observées au cours de I'IRC.

C.Role des EDPs dérivés de I'activité élastolytigue de la CathS

sur les processus de calcifications vasculaires

1. Impact des EDPs sur ’ostéodifférenciation des CMLs

Les calcifications vasculaires observées au cours de I’IRC sont les principales
complications retrouvées chez les patients et participent de facon importante au développement
des événements cardiovasculaires associés. En particulier, elles augmentent la rigidité
vasculaire, conduisant a une augmentation du risque d’infarctus du myocarde et a une perte
progressive de la fonction rénale. Ces calcifications sont ainsi considerées comme un puissant
facteur prédictif de mortalité (11,160).

Il est établi que le mécanisme a I’origine des calcifications vasculaires au cours de I’IRC
consiste en l'ostéodifférenciation des CMLs vasculaires. Ces cellules acquiérent alors un
phénotype ostéoblastique associé¢ a I’augmentation de marqueurs spécifiques comme RunX2
ou I’ostéopontine ainsi qu'a une perte de protéines mésenchymateuses telles que SM22 et a-
SMA (375). De plus, I’hyperphosphatémie associée a I'IRC a été montré comme étant un
inducteur puissant de cette ostéodifférenciation (163).

Les résultats présentés en amont dans ce manuscrit suggerent que la CathS pourrait étre
produite par RAGE au cours de I'IRC, et que cette protéase a la capacité de libérer des EDPs
potentiellement bioactifs. La corrélation entre I'expression de la CathS et la dégradation de
I'élastine dans la survenue des calcifications vasculaires ayant été suggéré (30), nous nous
sommes naturellement demandé si les EDPs produits par cette protéase pouvaient induire ou
participer a I'ostéodifférenciation des CMLs. (228,376).

En s’appuyant sur ’ensemble de ces résultats, les EDPs sélectionnés ci-dessus ont été
testés sur des CMLs en présence ou non de Pi, inducteur majeur des calcifications vasculaires,
afin d’évaluer leur effet sur 1’ostéodifférenciation de ces cellules dans des conditions retrouvées
au cours de I’IRC.

Ainsi, les cellules MOVAS-1 ont été traitées pendant 7 jours avec du Pi seul (3mM),

des EDPs seuls (P1 a P4) ou la combinaison des deux (P1P a P4P). Aprés fixation et coloration
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des cellules avec du rouge alizarine, 1’observation de la coloration des puits a été effectuée puis
quantifiée.

Les photographies illustratives des différentes expériences révelent une faible coloration
avec le Pi seul alors que la combinaison avec les EDPs (P1P_P2P_P3P_P4P) produit une nette
intensification de la coloration. Les conditions contréles (milieu seul) et les EDPs seuls ne
montrent aucune coloration visible (Figure 44A). Afin de quantifier avec précision cette
coloration, un sous logiciel a été mis au point en collaboration avec le Dr Christine Terryn de
la plateforme PICT de I'URCA permettant de déterminer le pourcentage occupé par la
coloration par rapport a I’aire totale du puit. Apres traitement, les données démontrent que le
Pi induit une coloration recouvrant en moyenne 5 % de 1’aire des puits analysés alors que 32
%, 36 %, 39 % et 32% de ’aire des puits est recouverte apres traitement des CMLs avec P1P,
P2P, P3P ou P4P respectivement, (Figure 44B). Ces résultats démontrent que les EDPs dérives
de l'activité élastolytique de la CathS en condition hyperphosphatémique accélérent tres

significativement la mise en place des calcifications in vitro.
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Figure 44 : Les EDPs dérivés de I'activité élastolytique de la CathS accélérent les calcifications
in vitro en conditions hyperphosphatémiques. A) : Les CMLs ont été traitées pendant 7 jours avec du Pi
(3 mM) seul ou associé avec des EDPs produits par I'action de la CathS (200 pg/ml). Aprés fixation des cellules
(PFA 4%) et coloration avec du rouge alizarine, les dépdts calciques apparaissent en rouge. B) : La coloration
des puits est quantifiée grace a un sous-logiciel utilisable sur ImageJ déterminant le pourcentage de [ ’aire du
puits occupée par la coloration.

p < 0,01*** vs du contrdle. p < 0,01 ## vs du Pi. Les résultats présentent les données issues de 5 expériences
indépendantes.

Afin de caractériser au mieux les changements phénotypiques associés, nous avons
évalué différents marqueurs spécifiques. Nous nous sommes intéressé 1’expression protéique
de RunX2, un facteur de transcription régulant la différenciation ostéoblastiques des CMLs.
Des études ont montré qu’il est a lui seul suffisant pour réguler cette différenciation et donc les
calcifications vasculaires. En effet, sa délétion in vivo dans les CMLs inhibe le développement

des calcifications vasculaires (377). De plus, les variations protéiques d’un marqueur
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meésenchymateux, SM22a. ont été également analysés a la suite des différents traitements. C’est
une protéine d’association du cytosquelette d’actine intervenant dans la migration et la
contraction des CMLs (378). Dans des conditions pro-calcifiantes, la diminution de
I’expression de ce marqueur de CMLs est associée au développement de calcifications in vitro
(375). En parall¢le, les changements transcriptomiques d’un marqueur tardif de cette
ostéodifférenciation, 1’ostéopontine (OPN) ont également été évalués apres traitements
cellulaire. L’OPN, protéine matricielle osseuse non collagénique (379), est exprimée
notamment par les ostéoblastes, les CMLs et les chondrocytes. Elle présente une forte affinité
pour le calcium ce qui lui permet d’interagir avec de I’hydroxyapatite. Son expression est élevée
lorsque des CMLs sont traitées avec un milieu pro-calcifiant ou avec du sérum de patients
urémiques induisant le dépdt de calcium in vitro (380).

Les analyses des Westerns blot ainsi que les RTgPCR ont été réalisés aprés un traitement
des CMLs pendant 7 jours avec le Pi, les EDPs dérivés de l'activité de la CathS ou avec la
combinaison des deux. L’évaluation protéique de deux marqueurs, RunX2 et SM22a, a été
réalisée par western blot. L’analyse densitométrique de western blot RunX2 montre que le Pi
seul induit une faible tendance a augmenter I’expression de ce marqueur par au controle. Les
mémes résultats peuvent étre observés avec les EDPs seuls. En ce qui concerne la combinaison
Pi avec EDPs, une amplification significative de I’expression de RunX2 est observée par
rapport a la condition Pi (augmentation de 82% pour P1P, de 40% pour P2P, de 73% pour P3Pet
de 75% pour P4P). Ces résultats tendent a confirmer que les EDPs spécifiques de la CathS
stimulent de fagon importante 1’ostéodifférenciation des CMLs en induisant une accélération
de I’expression de RunX2 par rapport au Pi (Figure 45A). Par ailleurs, 1’analyse protéique de
SM22a montre qu’elle est 3 fois moins exprimée dans la condition Pi seule par rapport aux
conditions EDPs seul. Les conditions EDPs seuls présentent une expression égale a la condition
contrble. De maniére intéressante, on observe que les conditions combinant Pi avec les EDPs
présente une tres faible quantité de SM22a avec une diminution de 29%, 55%, 19% et de 15%
pour P1P, P2P, P3P et P4P respectivement, par rapport a la condition Pi seul (Figure 45B).

L’analyse transcriptomique montre que I’expression de I’OPN est quasiment
équivalente entre les conditions Pi et EDPs seuls. Dans la condition avec le milieu seul, une
diminution de 1,5 fois est observée par rapport a la condition Pi seul. Enfin, la combinaison Pi
et EDPs (P1P_P2P P3P _P4P) entraine une augmentation significative de 1’expression de
I’OPN qui est de 2 a 5 fois plus élevée comparée a celle observée dans la condition Pi seul.

Ainsi, les CMLs en condition normale expriment trés faiblement OPN. Il est en de méme
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lorsqu’elles sont traitées avec du Pi ou des EDPs seuls. Enfin I’association des deux conditions
déclenchent une amplification significative de I’expression de I’OPN comparée au Pi seul
(Figure 45C). Ces résultats semblent démontrer que les EDPs accélérent 1’ostéodifférenciation
des CMLs en condition hyperphosphatémique en induisant [’expression de protéines

ostéoblastiques.
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Figure 45 : Influence des EDPs dérivés de I'activité élastolytique de la CathS sur I'expression des
marqueurs d’ostéodifférenciation et de CMLs. A) : Analyse protéique de I’expression de RunX2 aprés 7
jours de traitement des CMLs avec du Pi (3 mM) seul, des EDPs seuls (200 pg/ml) ou une combinaison des
deux. B) : Analyse de [’expression protéique de SM22 a apres 7 jours de traitement avec du Pi (3 mM) seul, des
EDPs seuls (200 pg/ml) ou une combinaison des deux. La densité des bandes a été déterminée grace a
lutilisation du logiciel ImageJ a été rapporté a l'expression de I’actine.

Les photographies des westerns blots de RunX2 et SM22 & sont représentatives des résultats de 5 expériences
indépendantes. La densité des bandes a été rapportée a l'expression de ’actine pour I’analyse de l’expression de
RunX2 et SM22. C) : Analyse de I’expression transcriptionnelle de I’OPN aprés 7 jours de traitement avec du Pi
seul (3 mM), EDPs seuls (200 ug/ml) ou la combinaison des deux conditions. L expression est rapportée a 2
génes rapporteurs, RPS26 et 36B4. p < 0,05*, p < 0,1**, p < 0,01 *** vs du contrdle.

p < 0,017 vs de Pi.

Ainsi I’analyse de différents marqueurs d’ostéodifférenciation met en évidence que les
EDPs, en condition hyperphosphatémique, sont impliqués dans l'ostéodifférenciation des
CMLs en induisant de fagon accéléré par rapport au Pi ’expression de marqueurs spécifiques
comme RunX2 et OPN. En parallele, cette association conduit également a une diminution plus
sévere de SM22, marqueur spécifique de CMLs, que le Pi seul.
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2. Le CRE, relais moléculaire impliqué dans les effets pro-calcifiants
des EDPs dérivés de I’activité élastolytique de la CathS

2.1. Influence du DANA et de CS sur les calcifications induites par les

EDPs sélectionnés

Les effets pro-calcifiants des EDPs soulévent la question de I’implication du CRE. Afin
de répondre a cette question, deux inhibiteurs ciblant différentes sous-unités du CRE ont été
utilisés dans notre modéle in vitro d'ostéodifférenciation : le DANA, ciblant I'activité sialidase
de Neu-1, sous-unité transductrice du signal, et le chondroitine sulfate (CS), antagoniste de la
liaison des EDPs sur EBP. Notre équipe a déja démontré que ces inhibiteurs bloquent les effets
dépendant des EDPs dans diverses processus cellulaires et physiopathologiques (216,368).

Nous avons ainsi tout d'abord traité des CMLs pendant 7 jours avec les EDPs
sélectionnés en condition hyperphosphatémique (200 pug/ml d'EDPs ; 3 mM Pi) en présence ou
non de DANA (400 uM). Apres ’arrét des traitements et prises des photographies, les résultats
montrent qu’en absence de I’inhibiteur, une forte coloration rouge dans les conditions P1P, P2P,
P3P et PAP comparée aux conditions contr6le et Pi seul est observée, tels que nous l'avions
décrit dans les figures précédentes (Figure 44). Une absence totale de coloration est observee
en présence de DANA pour I’ensemble des traitements EDPs+Pi. Cependant, de maniére
surprenante, les puits contenant Pi sans EDPs montrent également une absence de coloration
(Figure 46A). Ainsi, le DANA inhibe les processus EDPs-dépendant mais également ceux
dépendants du Pi. Afin de confirmer I'implication du CRE, une seconde série de manipulations
utilisant du CS (200 pg/ml) a été réalisé. Les conditions de traitement et de coloration qui ont
été utilisées sont exactement les mémes que celle utilisées pour le DANA. Les images montrent
un fort marquage du rouge alizarine dans les conditions EDPs+Pi comparée a la condition Pi
seul. La présence de CS induit une diminution sévere de ce marquage dans toutes les conditions,

y compris Pi seul (Figure 46B).
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Figure 46 : Impact des différents inhibiteurs du CRE sur les calcifications in vitro induites par
les EDPs dérivés de I'activité élastolytique de la CathS. A) : Les CMLs ont été traitées pendant 7 jours
avec du Pi (3 mM) seul ou associé avec des EDPs produits par I'action de la CathS (200 pg/ml), en présence ou
non de DANA (400 uM). Apres fixation des cellules (PFA 4%) et coloration avec du rouge alizarine, les dépots
calciques apparaissent en rouge. B) : Les CMLs ont été traitées pendant 7 jours avec du Pi (3 mM) seul ou
associé avec des EDPs produits par I'action de la CathS (200 pg/ml), en présence ou non de CS (200 pg/ml).
Apres fixation des cellules (PFA 4%) et coloration avec du rouge alizarine, les dépdts calciques apparaissent en
rouge. Les résultats présentent les données issues de 5 expériences indépendantes.

L'ensemble de ces résultats montrent que 1’inhibition du CRE bloque les effets pro-
calcifiants des EDPs mais aussi, de maniére surprenante, ceux du Pi.

Il est important de noter que P4 a présenté sur I'ensemble des manipulations que nous
avons réalisées, un caractere particulier, et ce de deux facons différentes. Dans certaines
expériences menées, il n'a pas été en mesure d'augmenter le processus de calcification alors
méme que P1, P2 et P3 présentaient toujours cet effet. Lorsque c'était le cas, il est arrivé que
DANA et CS se soient montrés incapables d'inhiber son effet sur I'ostéodifférenciation des
CMLs, alors que cela était le cas pour les autres peptides. Ces derniéres données suggéraient

I'existence de deux processus, un CRE-dépendant et un autre, CRE-indépendant.
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Afin dexpliquer ces états de fait, nous avons menés des études de relations
structures/fonctions grace a des méthodologies de modélisation moléculaire en collaboration
avec le Pr Manuel Dauchez et le Dr Nicolas Belloy, UMR CNRS 7369 MEDyC. La premiere
partie de cette étude moléculaire s’est intéressée a la structure des EDPs sélectionnés et a leur
possible interaction avec I'EBP.

La seconde partie a évalué la capacité qu'au-dela d'induire le processus de calcification
via le CRE, certains EDPs que nous avons testés et particulierement P4 puissent constituer des
zones de nucléation calcique et donc de calcification via un processus acellulaire. Ceci pourrait
alors expliquer les cas ou il a été observé de la calcification avec ce peptide mais que DANA et
CS étaient sans effets.

2.2. Analyse des relations structure/fonction des EDPs sélectionnés

La capacité des EDPs sélectionnés de se lier a I’EBP a été étudiée a 1’aide du logiciel
d’amarrage  moléculaire HADDOCK2.2 (381,382) dans sa version en ligne
(http://haddock.science.uu.nl/servicess HADDOCK?2.2/). HADDOCK repose sur I’intégration
et I’utilisation de données biochimiques, biophysiques ou bio-informatiques indiquant les
résidus potentiellement engagés dans I’interaction entre le ligand et le récepteur. Ces
informations sont traduites en contraintes de distance entre les deux partenaires. Au cours de la
recherche (3 étapes), le logiciel cherche a satisfaire au maximum les contraintes entre les résidus
censés étre impliqués dans la formation du complexe.

La premiére étape consiste & générer des orientations aléatoires des 2 partenaires et a
minimiser 1’énergie d’interaction par un amarrage rigide. Au cours de cette étape, 1000
conformations sont générées et les 200 meilleurs complexes sont conservés pour 1’étape
suivante. La seconde étape consiste en 3 recuits simulés ou les chaines latérales puis les chaines
principales des résidus a I’interface sont progressivement relachées. Les structures générées
sont ensuite minimisées (200 pas). Enfin au cours de la derniére étape, une courte simulation
de dynamique moléculaire est réalisée a 300K dans une couche d’eau explicite de 8A afin de
relaxer les résidus a I’interface ligand/cible. Les poses sont alors triées sur la base d’un score
qui est une combinaison linéaire de différentes énergies (van der Waals, électrostatique,
désolvatation et surface enfouie) dont les pondérations ont été optimisées pour chaque étape.

Plus ce score est négatif, meilleure est la pose.
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Les complexes générés lors de la derniére étape sont finalement regroupés en cluster :
apres avoir alignés les résidus a ’interface du récepteur, le Root Mean Square Deviation du
backbone des résidus du ligand engagés dans les contacts intermoléculaires est calculé pour
regrouper les poses. Il est important de noter que tout travail d’amarrage moléculaire nécessite
une analyse manuelle des poses générées de facon a étre sur des choix optimum intégrant

I'ensemble des données utilisées.

La structure de I'EBP présentée utilise le modeéle publié au sein de notre laboratoire lors
de I’étude d’un autre EDP bioactif, I'hexapeptide VGVAPG (358). Les données générées lors
de cette étude servent de référence et de point de comparaison aux données présentées dans ce
travail. Il est parfaitement connu que l'interaction entre EBP et EDPs bioactifs nécessite le motif
de xGxxPG conférant une structure en coude 3 de type VIII.

Il a également été identifié que 3 résidus du site de fixation de I'EBP sont essentiels et
sont utilisés comme contraintes lors des expériences d’amarrage avec HADDOCK : E137,
L103 et R107 (Figure 47). Dans ce mod¢le d’interaction, le glutamate 137 et ’asparagine 107

stabilisent le peptide dans la cavité via ses extrémités chargées.

Figure 47 : Modéle de docking du VGVAPG sur ’EBP utilisé pour I’étude des interactions
EDPs sélectionnés/EBP. Le peptide VGVAPG, situé dans la poche définie par la séquence V32 (vert), est
représenté par des bdtons. Les trois résidus stabilisant l’interaction sont colorés en rouge (E137), bleu foncé
(L103) et violet (R107). D’ aprés Blanchevoye et al, 2013 (358)
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Du fait du nombre de élevés de degrés de liberté (torsions le long de la chaine
principale), les EDPs retenus dans ce travail sont trop longs pour mener a bien des expériences
exhaustives d’amarrage moléculaire échantillonnant suffisamment de possibilités. Les EDPs
utilisés dans cette partie du travail ont donc été réduits a la séquence XGxxPG potentiellement
active, appelées S1 a S4, soient :

- pour P1 et P2 : PGAVPG et PGGVPG ( VF)

- pour P3 : PGGFPG (GLGPGGFPG|G)

- pour P4 : PGKVPG (VKPGKVPGVG)

La premiere étape a alors été de vérifier la capacité de HADDOCK a reproduire la pose
de référence du VGVAPG. Ensuite, le score de la meilleure pose de ce ligand a été évalué.
Enfin, les séquences dérivées des EDPs ont été étudiées le protocole établi pour le VGVAPG,
en conservant les extrémités chargées.

L’analyse des meilleurs clusters des EDPs sélectionnés dans le site de fixation de ’EBP
avec le modeéle du VGVAPG en arriére-plan, démontre que leur conformation est semblable a
celle du peptide de référence et donc compatible a une liaison avec le récepteur (Figure 48). En
effet, ces hexapeptides " s’enroulent " autour du résidu hydrophobe L103 et leurs extrémités N-
et C-terminales interagissent avec les résidus E137 et R107, respectivement, dont 1’orientation

permet la mise en place de liaisons électrostatiques, tel que c'est le cas pour VGVAPG.
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Figure 48 : Visualisation de l'interaction des EDPs sélectionnés dans le site de fixation de ’EBP.

Représentation de l'interaction entre I'EBP et S1 (rose), S2 (vert), S3 (violet) et S4 (bleu). Le VGVAPG est en
gris.
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Les données obtenues montrent que S1, S2 et S3 ont un score HADDOCK proche de
celui de VGVAPG, peptide de référence dans cette étude dont I’interaction avec ’EBP a déja
été validée. En effet, un score de -68,6 pour S1, de -66,6 pour S2 et de -71,2 pour S3 ont éeté
obtenu comparé a -70,4 pour le VGVAPG. Les meilleures poses du S4 présentent les scores les
plus faibles des 4 séquences. Cependant, un grand nombre de poses ne sont pas satisfaisantes
avec un peptide qui reste fortement exposé au solvant et n’est donc pas correctement arrimé
dans le site. Ce comportement peut s’expliquer par la présence de la lysine en position 3,
I’augmentation des degrés de liberté liés a la longueur de la chaine latérale et les effets de
charges induits, ce qui compliquent la génération de poses pertinentes. Une analyse manuelle
fine des résultats montre que notamment dans le 7™ cluster, HADDOCK a regroupé des poses
trés différentes les unes des autres, avec une dispersion du score HADDOCK autour de la valeur
moyenne de ce cluster. Cependant, I’une d’entre elle répond aux critéres qui satisfont la liaison
d’un xGxxPG dans I’EBP. Cette pose a ét¢ affinée et réévaluée au cours de la seule étape de
dynamique moléculaire dans 1’eau du protocole HADDOCK. Cet affinement améliore
fortement le score de la pose (-94,5) et montre que le S4 est un trés bon candidat a la liaison a
I’EBP dont il peut étre difficile de prédire les effets (Tableau 4).

Blanchevoye et al, 2013 | PGAVPG | PGGVPG | PGGFPG PGKVPG
VGVAPG | VGVAPG S1 S2 S3 S4 S4 S4
docking score seul 1% cluster | 7é™cluster | optimisé
Score 70423 | 742+14 | 68632 | -666+34 | 712445 | O30F | 43319 | A0
HADDOCK e == = = 16 =" 2‘9 9 = ’ 0,8
Taille des
cluster 73 200 92 61 30 36 7 200

Tableau 4 : Tableau de score HADDOCK reflétant les résultats obtenus par docking moléculaire

La probabilité d"interaction entre S4 (et donc P4) et EBP est statistiquement plus faible
que pour S1, S2 et S3 (et donc P1, P2 et P3), pouvant expliquer le fait que P4 n'est pas toujours

capable d'induire une ostéodifférenciation CRE-dépendante.

Dans un second temps, nous avons egalement analysé si une interaction était possible
entre les EDPs dérivés de l'activité élastolytique de la CathS et le calcium. En effet, comme
décrit auparavant dans le paragraphe |I_B 2.2.5.2, la dégradation de 1’élastine induit un
changement de polarité de cette molécule augmentant son affinité pour le calcium. Cela forme

des sites de nucléation le long de fibres élastiques favorisant le développement de calcifications
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vasculaires (233). Pour cela, une matrice d’hydroxyapatite (HAP) a été utilisée pour explorer
le comportement des EDPs vis a vis des surfaces de calcium préformées. La difficulté majeure
releve de la disponibilité de parameétres pertinents. Heinz et coll. ont développé un champ de
forces et des surfaces modeéles (INTERFACE-FF (383)) dédiés a I’étude de nanostructures, dont
I’hydroxyapatite (384), telles que les minéraux, les métaux ou les biopolymeéres. Les parametres
de ce modele ont fait I’objet d’un affinement et d’une validation expérimentale (effets du pH,
faces et plans de coupe dans le cristal d’hydroxyapatite) et sont compatibles avec la plupart des
champs de forces (parametres) utilisés classiguement en simulation. Le modele
d’hydroxyapatite établi par Lin et al (384) se présente sous la forme d’une surface élémentaire
(face {001} du cristal) de 3,7 x 3,3 x 12,7 nm que nous avons adaptée a la dimension des EDPs
pour obtenir une surface de 7,5 x 6,5 nm. Une fois la surface construite, I'EDP est placé dans la
boite de facon a ce qu'il ne soit pas en contact initial avec la surface. Chaque systeme EDP +
HAP est ensuite solvaté puis neutralisé par ajout d’ions Na* et CI', pour une concentration de
0,1 molaire. Les simulations sont réalisées a 1’aide du logiciel de dynamique Gromacs-2018.4
en utilisant le champ de forces CHARMM en suivant les paramétres de Lin et Heinz. Ainsi,
afin de préserver la géométrie de la surface, des contraintes de position sont appliquées sur les
calciums et les phosphates.

Lorsque 1’on mesure la distance entre I’EDP et la surface, les données issues des
simulations montrent que P1 et P4 possedent la capacité d’interagir rapidement (<20ns et <30ns
respectivement) avec 1’hydroxyapatite comparativement a P2 et P3. Cette interaction est
conservée tout au long de la durée simulée (125 ns) (Figure 49). P2 et P3 établissent des contacts

ponctuels qui laisse I’EDP évoluer librement dans la boite de simulation.
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Figure 49 : Evaluation de la distance entre les EDPs dérivés de I'activité élastolytique de la
CathS et un modéle d’hydroxyapatite par dynamique moléculaire
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L’ensemble de ces observations laissent a penser alors que seuls P1 et P4 sont capables

d’établir des liaisons sur une longue durée avec de I’hydroxyapatite.

Pour confirmer ces résultats, les énergies d’interaction décomposées en contribution

coulombienne (liée aux effets de charge) et Lennard-Jones (liée au rayon de van der Waals des
atomes) ont été déterminées entre 1’hydroxyapatite et chaque EDPs sur les 25 derniéres
nanosecondes de simulation. Il ne s’agit en aucun cas d’une quantification de I’affinité ou de
I’énergie de liaison qui demanderait 1’utilisation de méthode de plus haut niveau.
Les résultats montrent que les énergies les plus favorables, c’est a dire les plus négatives, et
donc les plus favorables a une interaction, sont observées pour P1 avec une énergie
de -300 kJ/mol. P4 présente également une énergie de liaison faible entre -300 et -500 kJ/mol.
P2 et P3 étant trés peu en contact avec la surface d’hydroxyapatite, les énergies mesurées
oscillent entre O (pas de contacts) et -100 kJ/mol ce qui est faible comparé aux peptides P1 et
P4 (Figure 50).
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Figure 50 : Détermination de I’énergie de liaison avec un modéele d'hydroxyapatite pour chaque
EDP. Les différents graphiques représentent les différentes énergies de liaisons pour chaque EDPs analysés.
Les courbes vertes indiquent /’implication de liaisons de type Lennard-Jones et les courbes rouges symbolisent
les liaisons coulombiennes.

L'ensemble de ces donnees démontre, sur les durées simulées, la propension plus
importante des peptides P1 et P4 a interagir avec des surfaces préformées contenant un calcium.

Ces expériences de dynamique moléculaire soutiennent 1’hypothése que P4 pourrait servir de
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site de nucléation pour engager le développement de calcifications vasculaires le long des fibres
élastiques, dans un processus acellulaire et donc indépendant du CRE, tel qu'observé dans
certains cas et decrit ci-dessus. Il est bien sdr important de rappeler que ces processus de
nucléation doivent également engager une concentration élevée de phosphate afin de génerer
des cristaux d'hydroxyapatite, telle que celle que nous avons utilisé dans nos expérimentations
in vitro. Il est de plus intéressant de voir que P1 pourrait également se comporter comme P4,
bien que nous ne l'ayons pas observé, certainement dd a sa propension a interagir fortement

avec EBP qui pourrait étre sa cible prioritaire.

3. Impact des EDPs sélectionnés sur la survenue de calcifications
vasculaires ex vivo et in vivo

3.1. Impact des EDPs sélectionnés sur la survenue de calcifications

ex Vivo

La mise au point et l'utilisation du modeéle cellulaire de calcification in vitro présenté ci-
dessus a permis d’identifier les effets amplificateurs des EDPs dérivés de l'activité de la CathS
sur les mécanismes d’ostéodifférenciation. Néanmoins, ce modéle d’étude reste un modéle trés
simplifi¢ présentant de nombreuses imperfections tels que I’absence de communication
intercellulaire ou encore le rble que pourrait jouer d'autres composants matriciels. Par
conséquent, un modéle plus complexe ex vivo utilisant des anneaux aortiques a alors été utilisé
afin de confirmer I’effet potentialisateur des EDPs sur les calcifications vasculaires en présence
d’une concentration élevée de Pi. Pour cela, des anneaux aortiques préparés a partir d’aortes de
souris C57BL/6J ont été traités pendant 5 jours avec des EDPs seuls (200 pg/ml), du Pi seul (3
mM) ou une combinaison des deux. Apres fixation des anneaux aortiques a 1’aide de PFA et
inclusion en paraffine, les calcifications ont été mises en évidence par une coloration VVon Kossa
faisant apparaitre les dép6ts calciques en noirs. Les résultats montrent un tres faible marquage

lorsque les anneaux aortiques ont été stimulés avec du Pi seul, les EDPs seuls n'en présentant
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aucun. Les traitements combinant EDPs et Pi montrent quant a eux un marquage important
(Figure 51).

Controle Pl

P2 P3 P4

Figure 51 : Analyse des effets pro-calcifiants des EDPs provenant de I'activité élastolytique de la
CathS dans un modéle ex vivo d'anneaux aortiques. Les anneaux aortiques ont été obtenus a partir
d’aorte de souris C57BL/6J dgées de 8 semaines. Aprés un traitement de 5 jours avec les différentes conditions
(Pi 3 mM, EDPs 200 pg/ml), les calcifications vasculaires ont été révélées a I'aide du marquage Von Kossa. Les

images ont été obtenues grdce a I utilisation du microscope Olympus BX51WIF sous un grossissement x10.
Barre d’échelle : 100um. (n=9)

Ces observations montrent que les effets potentialisateurs des EDPs dériveés de I'activité
élastolytique de la CathS sont également retrouvés dans un modele ex vivo plus représentatif de

la réalité physiologique.

3.2. Impact des EDPs sélectionnés sur la survenue de calcifications

in vivo

Nos études in vitro et ex vivo ont révélé que les EDPs spécifiques de la CathS possédent
un role pro-calcifiant dans les conditions d’hyperphosphatémie retrouvées au cours de I’IRC.
Afin de compléter ces études, il était nécessaire de réaliser une derniere validation en conditions
in vivo en utilisant un modéle murin d’IRC. Afin de limiter le nombre d'animaux utilisés pour
des considérations éthiques, et sachant que les différents peptides dérivés de l'activité
élastolytique de la CathS se sont montrés prompts a amplifier fortement les calcifications, notre
choix s’est orienté vers P1 qui a de plus montré la meilleure reproductibilité lors de nos études
in vitro et ex vivo et pour qui les données in silico ont révélé une forte probabilité d’interaction
avec le CRE, mais également avec le calcium. Le peptide P1 a été administré tous les 3 jours a

-

notre modele de souris ApoE™ urémiques, 2 semaines post-chirurgie, a une concentration de

20 mg/kg, concentration bioactive d'EDPs classiquement utilisé in vivo (191). Aprés 17
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semaines de traitement, la sonde Ostéosense a été utilisée afin d’évaluer in vivo par FMT
I’impact de P1 sur I’évolution des calcifications vasculaires. Aprés récupération du signal, une
zone d’intérét a été¢ déterminée afin de quantifier la fluorescence dans un méme volume pour
chaque sujet ce qui permet de comparer les conditions entre elles. La quantification de la
fluorescence montre une augmentation des calcifications de 28% lorsque P1 a été administré
(P1 IRC) comparativement au contrdle sérum physiologique (SP IRC). De plus, des contrdles
"non IRC" ont été realisés (SP Sham, P1 Sham) et démontrent comparativement a la condition
SP IRC un faible signal Ostéosense et aucun effet de P1 en conditions non
hyperphosphatémiques (-55% et -66% respectivement) (Figure 52A). Afin de caractériser au
mieux l'effet de P1 et pour palier au probléme d’atténuation du signal induit par la présence de
tache sur le corps des souris que nous avons utilisé pour ces expériences, 1’arbre vasculaire (la
crosse aortique et I’aorte) avec le coeur ont été extraits et placés dans le FMT. Les images
obtenues représentent la fluorescence détectée au sein du systéme vasculaire avec une
coloration convergeant vers le rouge au fur et a mesure que la fluorescence est importante
(Figure 52B). Apres avoir établi la zone de quantification a appliquer a I’ensemble des sujets,
I’analyse de la fluorescence semble démontrer que P1 amplifie en conditions d'IRC les
calcifications de 54% comparativement aux sujets contrdles. Les conditions Sham, quant a
elles, montrent toujours une plus faible intensité de fluorescence et aucun effet de P1 (Figure
52C).
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Figure 52 : Analyse des effets de P1 sur le développement des calcifications vasculaires in vivo.

A) Quantification de la fluorescence in vivo provenant de la sonde Ostéosense apres 17 semaines de traitement.
Aprés détermination d’une zone d’intérét, la fluorescence a été quantifiée dans chaque groupe. B) Images
représentatives de la fluorescence ex vivo provenant de la sonde Ostéosense apres extraction de [’arbre vasculaire
Apres récupération du signal, les images ont été obtenues. L’importance du signal est indiquée par une variation
de couleur, la fluorescence étant d’autant plus élevée que la couleur rouge apparait. C) Quantification des images
obtenues en B). La détermination d’une zone d’intérét superposable a [’ensemble des sujets permet de quantifier
la fluorescence dans un méme volume et donc de comparer les différentes conditions expérimentales. n = 9.

p <0,05% p<0,1**

Par conséquent, I’ensemble des données in vivo confirment qu'un EDP dérivé de
I'activité de la CathS, présente un effet accélérateur de P1 sur la mise en place des calcifications
in vivo. Ainsi, I'ensemble des données in vitro, ex vivo et in vivo que nous avons obtenus
confirment clairement le rdle pro-calcifiant des EDPs dérivés de l'activité élastolytique de la
CathS au cours de I'IRC.

Afin de terminer I'exploration du lien entre CathS et production EDPs bioactifs, nous
nous sommes intéresses a un denier point. 1l a clairement été montré que les EDPs produits
suite a I'action de diverses élastases telles que I'élastase leucocytaire, I'élastase des neutrophiles,
la MMP-2 ou la MMP-9 (225,385) pouvaient induire une surexpression de ces mémes
protéases, créant un "cercle vicieux" vis a vis de leur production. Nous nous sommes ainsi posé
la question concernant la CathS et avons évalué in vivo la conséquence de I'injection de P1 aux
modeéles animaux utilisés dans le paragraphe précédent sur la production de CathS, puis par des

CMLs en culture.
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4. Btude de l'influence de P1 sur ’expression de la CathS : existence
d’une boucle d’amplification

Le développement de calcifications vasculaires stimulées par des EDPs laisse supposer
d’une production d’EDPs pro-calcifiants en continu. Ceci serait alors possible par une libération
continuelle d’élastases telle la CathS permettant le maintien de la dégradation progressive des
fibres élastiques. Nous avons tout d'abord évalué cela in vivo, la CathS ayant été dosée dans le
sérum des souris ApoE™" urémiques ou non recevant tous les 3 jours le peptide P1 & raison de
20mg/kg. Apres 17 semaines, un prélevement de sang rétro-orbital a été realise avant le sacrifice
des souris afin de récupérer le sérum dans lequel la présence de CathS a été évaluée a I’aide
d’un kit ELISA spécifiquement dédié. Aprés analyse, les résultats montrent que l'injection de
P1 en conditions IRC induit une augmentation de la CathS de 44% comparativement au controle
IRC, les taux dans les souris Sham étant beaucoup plus bas (- 30% pour les SP Sham et - 23 %
pour les P1 Sham comparativement a SP IRC). P1 ne présente pas d'effet amplificateur sur

I'expression de cette protéase en condition non urémique (Figure 53).
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Figure 53 : Dosage sérique de la CathS. Aprés 17 semaines d urémie, les sérums de souris ApoE-I- IRC
traitées avec P1 (20mg/kg), ou avec une solution de sérum physiologique, mais également ceux des contrdles

Sham ont été récupérés. La CathS circulante a été dosée a I’aide d’un kit ELISA spécialement dédié. n =9. p <
0,05*

Dans le but de confirmer cela et d'évaluer le rdle des CMLs dans ce processus, des
MOVAS-1 ont été traitées avec du Pi a 3mM, avec P1 (200ug/ml), ou une combinaison des
deux. Apres 48h, I’expression de la CathS a été détectée par immunofluorescence a I’aide d’un
anticorps anti-CathS révelé par un anticorps secondaire couplé Alexa-Fluor 568 nm. La
fluorescence a été détectée a I’aide d’un microscope confocal rapide AxioObserver (Zeiss) et la

quantification a été réalisée grace a la mise au point d’un sous-programme utilisable sur le

~ 167~



Résultats |G

logiciel ImageJ. Les images obtenues montrent un signal rouge spécifique de la CathS dont
I’intensité est plus importante dans les conditions P1 comparée aux CMLs sans traitement
spécifique. De maniére intéressante, le traitement Pi, présent pour simuler I'environnement
hyperphosphatémique associé a I'IRC, induit également une augmentation de I'expression de
CathS (Figure 54A). La quantification de la fluorescence montre ainsi une augmentation de
I'expression de cette protéase de 42% avec le Pi et de 38% avec P1 par rapport a la condition

contréle (Figure 54B).
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Figure 54 : Influence de P1 et du Pi sur I’expression de la CathS par les CMLs. A) : Photographies
représentatives de I’expression de la CathS aprés traitements des CMLs avec du Pi (3mM), P1 (200pg/ml), ou
une combinaison des deux. L expression de la CathS est détectée par immunofluorescence a I’aide d’un
anticorps anti-CathS (1/50éme) révélé par un anticorps secondaire couplé Alexa-Fluor 568 nm (rouge) et
visualisé par microscopie confocale. Les noyaux apparaissent en bleu. Barre d’échelle : 50 um.
B) : Quantification de la fluorescence des images obtenues en A) qui a été réalisée d [’aide d’un sous-
programme du logiciel ImageJ. n=4. p < 0,01**, p < 0,001*** ., Les résultats présentent les données obtenues
aprés 3 expériences indépendantes.
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Ces résultats confirment ainsi que P1 est capable d’induire I’expression de la CathS par
les CMLs. Ceci valide I’hypothése selon laquelle les EDPs pourraient étre a 1’origine d’une
boucle d’amplification favorisant la sécrétion de CathS, ce qui maintiendrait la production

d’EDPs pouvant participer a I’accélération du développement des calcifications vasculaires.

En conclusion de cette partie, nous avons mis en évidence un réle pro-calcifiant des
EDPs deriveés de l'activité élastolytique de la CathS dans les conditions hyperphosphatémiques
retrouvées au cours de I’IRC. Par ailleurs, 1’utilisation de divers inhibiteurs et de méthodologies
de modélisation moléculaire a permis d’identifier le CRE comme relais moléculaire responsable
de leur effet pro-calcifiant. De plus, certains peptides, tels que P4, pourraient également
constituer des zones matricielles de nucléation pour les calcifications. Enfin, ces EDPs
pourraient également étre impliqués dans une boucle d’amplification de ces phénoménes en

soutenant I’expression de la CathS.

L'ensemble des résultats présentés jusqu'ici a demontré I'existence au cours de I'lRC d'un
axe RAGE / CathS / EDPs / calcifications. Ceci nous a permis de mieux comprendre le role de
RAGE dans ces processus via son implication dans la production de CathS et I'élastolyse, ces
deux acteurs étant centraux dans les phénomenes d'ostéodifférenciation associés a cette
pathologie. En effet, nous avons montré pour la premiere fois par des approches combinées in
silico, in vitro, ex vivo et in vivo, que les EDPs libérés au cours de 1’¢lastolyse induite par la
CathS, jouent un role capital dans les processus d’ostéodifférenciation par leur interaction avec
le CRE au cours de I’'IRC.

Ce récepteur pourrait alors constituer une cible pharmacologique d'intérét afin de lutter
contre les calcifications vasculaires. Par conséquent, le dernier axe de ce travail de these visait
a étudier le CRE comme cible thérapeutique innovante dans le traitement des calcifications

médiales observées au cours de I’IRC.

D. Etude préliminaire du ciblage pharmacologique de Neu-1 au
cours de ’IRC

Nous avons montré que notre modele d'IRC présentait de larges plages d'élastolyse,
synonyme de production d'EDPs endogenes (A.2, Figure 39) pouvant participer au processus
de calcification in vivo, constituant un modele proche des conditions physiopathologiques
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réelles. Dans le but d'essayer de bloquer les effets des EDPs endogenes médiés par le CRE,
notre stratégie s’est orientée vers I’utilisation d’un inhibiteur spécifique de Neu-1, sous unité
catalytique du CRE, en utilisant le Tamiflu®. En effet, il a été démontré que ce traitement
antigrippal avait la capacité de bloquer de facon spécifique cette sialidase (386) et s'est par
exemple révélé un agent anti-cancéreux trés efficace agissant sur les processus de survie
cellulaire dans le cadre du cancer du pancreas (387). Par ailleurs, il a été démontré que le
blocage de la sous-unité catalytigue du CRE engendre une inactivation des voies de
signalisation et donc inhibe les effets biologiques associés (Figure 55). Enfin, cette molécule
possédant une autorisation de mise sur le marché depuis de nombreuses années, toutes les
études associées (toxicologie, tératogenese, pouvoir mutagene, biodisponibilité...) ont d'ores et

déja été menées.

EDP
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Figure 55 : Schéma illustratif de I'inhibition de Neu-1 par le Tamiflu® et conséquence sur les
activités signalétique et biologique associées. Le Tamiflu® a été décrit comme étant un inhibiteur
specifique de la sous-unité transductrice Neu-/ du CRE, empéchant [’activation de voies de signalisation et
supprimant alors les effets biologiques en aval (388).

Cette étude a été réalisée a I’aide de notre modéle murin d’IRC recevant tous les trois
jours une injection de Tamiflu® (50mg/kg), ou une solution contrdle de sérum physiologique
(SP). Nous avons ainsi évalué différents parametres physiopathologiques auxquels nous nous

sommes intéressés dans ce travail de thése : les calcifications vasculaires, la production de
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CathS, mais également la rigidité artérielle et le rythme cardiaque, altérés au cours de I'IRC
(389,390).

L’étude de ’impact du Tamiflu® sur les calcifications vasculaires associées a I’IRC a
été réalisée par I'utilisation de la sonde Ostéosense et de la FMT apres 17 semaines. Apres
récupération du signal, une zone d’intérét commune a alors été établie afin de pouvoir comparer
les sujets entre eux. De maniére trés surprenante, la quantification de la fluorescence montre
une augmentation relative de 43% des calcifications a la suite des traitements avec le Tamiflu®
comparée aux souris controles SP IRC. Les souris Sham montrent deux fois moins de
calcifications que les souris SP IRC (Figure 56A). L'analyse ex vixo de I'arbre vasculaire entier
(Figure 56B) confirme cette tendance, une hausse de 68% de la fluorescence étant observée

pour les sujets traités avec le Tamiflu® comparé a SP IRC (Figure 56C).
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Figure 56 : Impact du Tamiflu® sur le développement des calcifications vasculaires.

A) Quantification de la fluorescence in vivo provenant de la sonde Ostéosense apres 17 semaines de traitement
avec du Tamiflu® (50mg/kg) Aprés détermination d’une zone d’intérét, le signal fluorescent a été analysé dans
chague groupe. B) Images représentatives de la fluorescence ex vivo provenant de la sonde Ostéosense aprés
extraction de I’arbre vasculaire Apreés récupération du signal, les images ont été obtenues. L importance du
signal est indiquée par une variation de couleur, la fluorescence étant d’autant plus élevée que la couleur rouge
apparait. C) Quantification des images obtenues en B). La détermination d’une zone d’intérét superposable a
[’ensemble des sujets permet de quantifier le signal dans un méme volume et donc de comparer les différentes
conditions expérimentales. n = 9. p < 0,01***
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Le dosage sérique de la CathS a également montré une incapacité du Tamiflu® & inhiber
ce processus. L’analyse des données semblent montrer une légére mais non significative
diminution de 10% chez les souris urémiques traitées avec le Tamiflu® comparée aux souris
urémiques ayant recu du sérum physiologique, la quantité de CathS exprimée dans les souris

Sham étant beaucoup plus faible (-65% comparativement & SP IRC) (Figure 57).
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Figure 57 : Influence du Tamiflu® sur I'expression de la CathS au cours de I'lRC. Aprés 17
semaines d’urémie, le sérum de souris ApoE™ IRC traitées avec du Tamiflu® (50mg/kg), une solution contréle de
serum physiologique, ou de souris SP Sham a été récupéré. La CathS circulante a été dosée a I’aide d’un kit
ELISA spécialement dédié. n =9

Nous avons terminé notre étude de l'influence du Tamiflu® en évaluant son impact sur
la rigidité artérielle et sur le rythme cardiaque, deux processus altérés en conditions d'IRC
(160,391).

Pour cela, I’évolution de la rigidité artérielle a été suivie grace a 1’utilisation d’un
"'mouse doppler " qui permet de calculer la vitesse d’onde de pouls (VoP) de fagon non-
invasive. Il est constitué de sonde de fréquences différentes dont I’une est placée dans la partie
basse de 1’aorte abdominale et I’autre capte le signal au niveau de la crosse aortique. La fixation
des deux sondes permet de déterminer la distance entre elles et donc d’en déduire la vitesse de
déplacement de 1’onde. Les résultats semblent montrer une augmentation fulgurante de la VoP
aprés 8 semaines de traitement pour les souris urémiques. En effet, leur VoP est multipliée par
deux au cours de cette période contrairement au souris Sham dont la VVoP est plus faible mais
également plus stable tout au long de 1’étude. De la méme maniére, le traitement avec le
Tamiflu® semblent stabiliser la \VVoP des souris urémiques au méme niveau que les souris Sham
(Figure 58).

~ 174~



Résultats |G

1.0 7
“®
> 087 & SP IRC
o
o~ = SP SHAM
T © 0.6-
c E
2 e —- Tamiflu IRC
©
o 0.44
Q ~
2]
(2]
S 0.2
>
0.0 T T 1 I
% xb x‘b '»/\
9 1) 5 x

Temps parrapport au début du traitement

Figure 58 : Influence du Tamiflu® sur I'évolution de la rigidité artérielle. La vitesse de déplacement
de I’onde de pouls, reflet de la rigidité artérielle, a été évaluée mensuellement pendant 17 semaines a 1’aide d’un
" mouse doppler ", en présence ou non de Tamiflu® a 50mg/kg (n = 9).

L’inhibition de Neu-1 pourrait a long terme protéger les souris urémiques de la rigidité
aortique apparaissant progressivement au cours du temps. Ainsi, malgré un impact nul voire
amplificateur sur les calcifications vasculaires, le Tamiflu® pourrait se révéler efficace sur un
autre mécanisme intervenant dans le développement de cette complication vasculaire.

En parallele, une mesure mensuelle du rythme cardiaque a été réalisée grace a
I’utilisation d’un " mouse doppler ". Cette modalité est associée a une plagque thermorégulatrice
possédant des détecteurs au niveau des pattes de I’animal permettant la détection de la fréquence
cardiaque. L’analyse du rythme cardiaque semble montrer une diminution progressive chez les
souris contréles IRC (SP IRC) contrairement aux souris Sham. De maniere intéressante, le
Tamiflu® semble avoir un effet bénéfique sur le rythme cardiaque des animaux IRC avec une
tendance a rejoindre le contréle Sham (Figure 59). Ces résultats préliminaires pourraient
suggérer que I’inhibition de Neu-1 pourrait un role stabilisateur du rythme cardiaque.
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Figure 59 : Influence du Tamiflu® sur I'évolution de la fréquence cardiaque. Le rythme cardiaque a
été évalué mensuellement pendant 17 semaines a [’aide d'un " mouse doppler ", possédant la capacité de
comptabiliser les battements/min chez la souris, en présence ou non de Tamiflu® & 50mg/kg

(n=05).

Par conséquent, les résultats obtenus dans cette partie montrent que les premiéres
tentatives d'inhibition de la participation des EDPs aux complications vasculaires associées a
I'IRC via I'inhibition du CRE, et particuliéerement de la sous-unité Neu-1 a l'aide de Tamiflu®,
se sont révélées dans I'ensemble infructueuses, bien que I'amélioration de certains parametres
ait eté observé. Cependant, de primes abords étonnants, ces résultats pourraient s'expliquer

comme nous en discuterons ultérieurement dans ce manuscrit.
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V. Discussion _ Conclusions _ Perspectives

L’IRC, caractérisée par une diminution de la fonction rénale, touche entre 10 et 15 %
de population mondiale (4). Elle est associée au développement de nombreuses complications
cardiovasculaires telles que I’athérosclérose (133) et les calcifications (11). Ces atteintes
vasculaires sont responsables d’environ 50% des déces chez les patients atteints d’IRC (392)
avec une prévalence plus importante pour les calcifications médiales (11). Au cours de I'IRC,
il a été mis en évidence que les calcifications, retrouvées principalement dans la média de la
paroi vasculaire (393), ne sont pas simplement dues a un dépdt passif d’hydroxyapatite. En
effet, de nombreuses données de la littérature montrent que sous I’influence d’une
hyperphosphatémie, observée au cours de I'IRC, une ostéodifférenciation des CMLs est
responsable de cette complication vasculaire (369). Cette différenciation entraine 1’acquisition
d’un phénotype ostéoblastique par les CMLs qui sont alors capables d’induire le développement
des calcifications de la MEC environnante notamment des fibres élastiques. Au cours de cette
pathologie, il a été constaté une dégradation progressive de ces fibres élastiques associée a une
libération d’EDPs (174) qui pourraient jouer un réle central dans les mécanismes liés aux
calcifications vasculaires. D’une part, il a été observé que ce processus se retrouve
majoritairement au sein des zones de fractures des fibres élastiques (173). D’autre part, des
études in vitro semblent mettre en évidence que les EDPs potentiellement libérés lors de
’¢lastolyse pourraient €tre impliqués dans les mécanismes liés aux calcifications vasculaires
(228). Ces résultats supposent donc une activation accrue d’¢lastases comme la CathS dont
I’expression est augmentée au cours de I’'IRC (349). De plus, de nombreux modeles in vivo
suggerent une corrélation positive entre son expression, 1’¢lastolyse et les calcifications
vasculaires. Cependant, le lien direct entre CathS, ¢€lastolyse, production d’EDPs bioactifs et
calcification n’avait jamais été montré. Par ailleurs, le (les) inducteur(s) moléculaire(s)
impliqué(s) dans I’expression ou I’activité protéolytique de la CathS, au cours de I'IRC,
restai(en)t encore inconnu. Néanmoins, de maniere tout a fait intéressante, le récepteur RAGE,
semblant impliqué dans des processus semblables a ceux imputables a la CathS au cours de
I’IRC (284,394), pouvait constituer un candidat de choix .

Ce travail de thése a permis, pour la 1°¢ fois, de mettre en évidence I’implication

majeure de I’axe RAGE/CathS/EDPs dans le développement des calcifications vasculaires au
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cours de I’IRC. Au travers de différents modéles - in silico, in vitro, ex vivo et in vivo - nous
avons montré que, dans ce contexte physiopathologique, RAGE est un relais moléculaire
important impliqué dans 1’expression de la CathS, elle-méme responsable de la libération
d’EDPs bioactifs. Ces peptides possédent un effet potentialisateur des processus
d’ostéodifférenciation impliqués dans les calcifications vasculaires. L’utilisation de divers
inhibiteurs ciblant a la fois la sous-unité Neu-1 et la sous-unite EBP du CRE associée a des
expeériences de simulations moléculaires ont permis de mettre en exergue 1’implication du CRE
dans cet effet médi¢ par les EDPs spécifiquement libérés suite a I’action de la CathS. Enfin, de
maniére intéressante, ces EDPs sont également impliqués dans une boucle d’amplification de

ces processus grace leur capacité a induire 1’expression de la Cath S au cours de I’'IRC.

Dans un premier temps, nous avons validé notre modéle in vivo de vasculopathie
urémique présentant ou non une delétion pour le récepteur RAGE. Pour cela, différentes
variables biochimiques altérées au cours de I’IRC ont été dosées (urée, calcium, phosphate,
cholestérol et triglycérides). Les résultats ont montré que 17 semaines apres I’acte chirurgical,
une augmentation significative de ces variables a été observée dans les animaux ayant subi la
néphrectomie comparativement aux animaux contréles Sham (contrdle de chirurgie) possédant
une fonction rénale normale. L’urémie associée a I'IRC est particulierement visible, tout
comme une augmentation de la phosphatémie, confirmant la mise en place de notre modéle
d’IRC. L’augmentation de 1’expression de RAGE dans ’aorte des souris IRC comparée aux
souris Sham a également été observée. Ceci reproduit les données décrites au cours des études
cliniques montrant que I’IRC induit une élévation de I’expression de ce récepteur (292). De
plus, notre équipe a également montré que ce modéle d’IRC induit une accélération du
développement des plaques d’athérosclérose (271) comme démontré par Massy et al (172).
Enfin, la délétion de RAGE induit une diminution significative de son expression
transcriptomique dans les modele IRC et Sham ce qui approuve notre modele DKO. Nous avons
donc a notre disposition un modéle in vivo reproduisant les mécanismes propres a I’IRC chez
lequel la délétion de RAGE est bien effective. Ce modele a alors été utilisé, dans un premier
temps, pour étudier 'impact de RAGE dans les processus de calcifications vasculaires et

d’¢lastolyse.

Au cours de I’IRC, il a été observé un important remodelage vasculaire caractérisé par

le développement de calcifications vasculaires et par une dégradation progressive des fibres
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élastiques (173). Cependant 1’(les)acteur(s) moléculaire(s) responsable(s) de ces mécanismes
reste(nt) encore a définir. Des études in vitro et in vivo ont démontré que des ligands de RAGE
tels que les AGEs ou des protéines de la famille des S100 comme le S100A12 sont impliqués
dans les mécanismes d’ostéodifférenciation mais aussi dans 1’¢lastolyse observée au cours de
I’'IRC (284,395). Ces données suggerent alors que RAGE, activé par ses ligands, pourrait étre
le récepteur responsable de ces effets. Nos résultats montrent, apres 17 semaines post chirurgie,
que la délétion de RAGE induit une diminution significative des calcifications vasculaires
observées in vivo grace a I’utilisation d’une modalité d’imagerie pré-clinique, le FMT. De plus,
grace aux propriétés d’autofluorescence de 1’¢lastine, nous avons démontré que cette délétion
entraine une diminution importante du nombre de fractures par fibre traduisant une dégradation
moindre des fibres élastiques. Ces résultats démontrent alors que RAGE est le récepteur
impliqué dans le remodelage vasculaire au cours de I’IRC. Son engagement dans 1’¢lastolyse
souléve alors I’hypothése d’un lien avec une élastase. Or au cours de I’IRC, une élastase, la
CathS, est trés fortement exprimée. Diverses études ont mis en évidence une corrélation entre
I’expression de la CathS, les phénomenes de calcifications vasculaires et 1’¢lastolyse observés
au cours de I’IRC (30,175). Les processus régulés par RAGE au cours de I’'IRC étant semblables
a ceux dans lesquels la CathS semblait impliqué, nous avons évalué le réle que RAGE pouvait

jouer dans son expression.

Nous avons utilisé notre modele d’IRC présentant ou non une délétion pour le récepteur
RAGE afin d’évaluer in vivo I’activité des cathepsines, en particulier, la CathS. Les résultats
ont montré qu’au cours de I’IRC, une augmentation importante de 1’activité enzymatique est
observée chez les souris ApoE~~ comparées au souris DKO. Ces données ont été corrélées avec
des immunomarquages montrant une ¢lévation d’expression de la CathS dans les crosses
aortiques des souris ApoE”IRC comparée au DKO IRC. Enfin, un dosage sérique de cette
protéase a montré une augmentation de son taux circulant dans les souris ApoE”" IRC comparé
aux DKO IRC. Ceci suggére ainsi que 1’augmentation de 1’activité protéasique in vivo et
I’¢lastolyse subséquente induit par RAGE seraient en grande partie imputable a I’augmentation
d’expression de la CathS. Cependant, des données de la bibliographie ont mis en évidence que
le taux sérique d’une autre cathepsine, la CathL est également augmenté au cours de I’IRC mais
de fagon moins importante que la CathS (396). De plus, la CathS est la seule, a I’heure actuelle,
dont I’expression a été corrélée a une diminution du taux de filtration glomérulaire (349) en

comparant une population saine avec une cohorte de patients urémiques mais aussi dans un
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modele murin d’IRC. Enfin, les modéles in vivo d’IRC préalablement étudiés montrent que
seule I’expression de la CathS est corrélée positivement a 1’apparition de calcifications médiales
et a la dégradation des fibres élastiques (30,175). Fort de ces observations, il semble tout a fait
probable que la CathS soit la cystéine protéase majeure dans notre modeéle d’IRC. Afin de
définitivement conclure sur le lien direct entre RAGE et la CathS, nous avons démontré qu’en
utilisant un ligand de RAGE, le S100A12, la CathS est surexprimée par les CMLs, Par
conséquent, RAGE est un réel inducteur de 1’expression de la CathS au cours de I’'IRC.
Néanmoins, le temps de stimulation de 48h nécessaire pour observer 1’effet du S100A12
suggeére un relais moléculaire qui reste encore a découvrir. Des données de la bibliographie
pourraient avoir mis en évidence une cytokine pouvant faire le lien entre RAGE et la CathS. En
effet, I’activation de RAGE induit la forte expression d’une cytokine pro-inflammatoire, 1L-13
(285), qui a été identifi¢e comme induisant I’expression de la CathS par les CMLs (121).
L’utilisation d’un anticorps bloquant anti-1L-1p suite a une stimulation des CMLs par SI00A12
confirmerait cette hypothése.

D’apres nos données et celles d’autres groupes, la CathS semble donc jouer un réle
central dans la dégradation des fibres ¢lastique dans un contexte d’IRC. Néanmoins, il n’existe,
a ce jour, aucunes données bibliographiques démontrant directement que la CathS est capable
de dégrader de I’¢lastine en produisant des peptides bioactifs, et possiblement pro-calcifiants.
Nous nous sommes alors focalisés sur I’étude de 1’activité élastolytique de la CathS ainsi que
sur 1’analyse biochimique des peptides obtenus en utilisant une combinaison de microscopie
électronique a balayage et de spectrométrie de masse.

Pour cela, nous avons digéré de I’¢lastine insoluble obtenue avec la méthode de Lansing,
la méthode de Schmelzer ainsi que de la tropoélastine. Ces méthodes permettent d’obtenir des
fibres d’¢élastine, d’ultrastructure semblable a celle des fibres élastiques mais dénuées de
microfibrilles. La tropoélastine n’étant plus visible apres la digestion, seule I’¢lastine insoluble
a été analysée en microscopie électronique a balayage. Les résultats ont montré d’une part que
la CathS est capable d’entrainer une modification profonde la structure des fibres d’élastine
aprés 8h ou 24h de digestion. D’autre part, nos images de MEB semblent supposer une
dégradation plus intense quand le substrat a été obtenu avec la méthode de Lansing comparée
a I’¢lastine extraite par la technique de Schmelzer (ce qui a été confirmé par les analyses en
spectrométrie de masse comme nous en discuterons ci-dessous). Ceci peut s’expliquer en partie

par les caractéristiques des méthodes de purification. En effet, ces deux techniques se
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différencient par leur intensité de dégradation au cours de 1’extraction de 1’¢lastine insoluble.
En effet, la méthode Lansing utilise des procédés expérimentaux agressifs combinant a la fois
des températures élevées avec une forte concentration de soude (371), compareée a la technique
d’extraction de Schmelzer, une optimisation de la technique de Daamen, elle-méme issue de la
méthode de Starcher ayant recours seulement & des solvants et a 1’utilisation de CNBr et de
trypsine (360,372). Dans les deux cas, les méthodes utilisées permettent d’obtenir de 1’¢élastine
insoluble avec un degré de pureté ¢levé mais il a été décrit que la dégradation de 1’¢lastine
insoluble lors de sa purification est plus €élevée suite a I’extraction utilisant la méthode Lansing
comparée celle de Starcher (372). Bien que 1’¢lastine d’aorte ait été préalablement décrit comme
étant un substrat plus facilement dégradable par la CathS, la plus grande dégradation de
I’¢lastine de ligament dans nos expériences comparativement a celle d’aorte est tres
certainement due a la méthode de purification, un substrat endommagé pouvant montrer une
plus grande accessibilit¢ a I’enzyme. Afin de confirmer ces observations et de montrer la
production potentielle d’EDPs théoriquement bioactifs, nous avons analysé, par spectrométrie
de masse, les peptides produits apres élastolyse des différents substrats. Nous avons montré que
la digestion de la tropoélastine s’accompagne d’une production trés importante de peptides
suivie en nombre par la dégradation de 1’élastine insoluble extraite selon Lansing et enfin celle
produite par la technique de Schmelzer affichant le nombre de peptides le plus faible
(respectivement 396, 262 peptides et 68 peptides). Ceci confirme ainsi les données visuelles
obtenues par la microscopie électronique a balayage. L’analyse des sites de clivage retrouvés
au sein des différents substrats a la suite de I’action de la CathS a montré que les principaux
acides aminés observés aux positions P1-P4 et P’1-P’4 sont la glycine, I’alanine, la valine et la
proline avec une occurrence plus ¢élevé pour la glycine. L’¢étude approfondie des positions les
plus proches du site catalytique P1 et P’1, a confirmé que la glycine est I’acide aminé
prépondérant dans les deux types d’¢lastine insoluble. Il a été démontré que la glycine, la valine
et I’alanine sont également les acides aminés majeurs au sein de ces positions (P1-P4, P’1-P’4)
lors de la digestion d’¢lastine insoluble par d’autres ¢€lastases telle que la neutrophile ¢élastase
(194).Tout comme ces élastases, la CathS semble pouvoir s’accommoder d’acides aminés de
petite ou de moyenne taille, aliphatiques, hydrophobes qui représentent environ 55% des acides
aminés de la séquence de 1’élastine (397). Nos études confirment de plus des données de la
littérature qui ont montré que la poche S1 de la CathS montre une plus grande préférence vis-
a-vis de petits résidus hydrophobes en position P1 tels que I’alanine (322) ou la glycine (398).

L’étude structurale de la CathS a également permis d’identifier une autre poche importante dans
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son interaction avec le substrat, la poche P2-S2, impliquée dans la détermination de la
spécificité. Il a été¢ mis en évidence qu’a la position P2, la CathS se lie préférentiellement a des
acides aminés aliphatiques tels que la valine (398) et que nous avons largement retrouvé aux
postions P1-P4 pour les deux types d’élastine insoluble testées. Ainsi, nos resultats confirment
clairement que 1’¢lastine semble étre un substrat privilégié pour la CathS, car possédant tous
les déterminants moléculaires nécessaires a une catalyse efficiente. 1l est intéressant de rappeler
que CathS semble agir de mani¢re plus efficace sur de 1’élastine partiellement dégradée. De
maniere intéressante, une étude longitudinale a montré qu’au cours de I'urémie, la MMP-9 est
la premiere élastase qui voit son expression augmentée suivie de la MMP-2 et enfin de la CathS
(173). Les MMP-2 et MMP-9 sont considérées comme de faible élastases comparativement a
I’élastase leucocytaire (183). Ceci peut expliquer en partie le fait que les KO de ces animaux
ne bloquent pas totalement 1’élastolyse observée lors de processus d’athérosclérose et de
calcifications contrairement aux KO de CathS (30,173,399). Ceci souléve ainsi une hypothese.
En effet, au cours de I’IRC, les fibres élastiques pourraient tout d’abord étre partiellement
dégradees par la MMP-2 et la MMP-9. Au sein de ce réseau de protéases, la CathS pourrait se
positionner comme 1’¢lastase responsable de la dégradation importante des fibres élastiques,
corroborant les résultats des modéles KO. Il pourrait ainsi étre intéressant de tester cette
hypothése en utilisant les méthodes combinées de microscopie €électronique a balayage et de

spectrométrie de masse telles qu’utilisées lors de ce travail de thése.

Tel que décrit dans la partie résultats, 1’¢lastine insoluble produite par la méthode de
Schmelzer est considérée comme étant la plus proche structuralement de celle trouvée
physiologiquement Nous avons ainsi sélectionnés des peptides a partir de ceux produits via
cette méthode, dans le but d'évaluer leur potentiel effet pro-calcifiant, en postulant du fait qu'ils
seraient certainement plus proches de ceux produits en conditions physiopathologiques d'IRC
in vivo. De plus, lors de notre processus de sélection nous y avons ajouté d'autres contraintes.
Les peptides choisis devaient bien sir posséder le motif GxxPG, étre spécifiquement produits
par la CathS (dans la limite des données disponibles), mais également pouvoir étre produits a
partir de tropoélastine, substrat physiologiquement pertinent. Ceci nous a alors permis de

sélectionner les quatre peptides suivants :
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- VPGAVPGGVPGGVF (P1)
- GAVPGGVPGGVF (P2)

- GLGPGGFPGIG (P3)

- VKPGKVPGVG (P4)

P1 et P2 présentent une séquence semblable mais P1 est un peu plus long et possede les
résidus VP en N-terminal. Ceci nous a de plus permis d'analyser I'influence de la longueur du
peptide sur la bioactivité et particuliérement le role potentiel de la proline supplémentaire. P3
possede deux motifs GxXPG enchainés et présente la singularité de posséder une isoleucine,
trés peu retrouvée dans la séquence de la tropoélastine. P4 a la particularité rare de posséder
une lysine dans le motif GxxPG dont le rble dans ce motif et sa bioactivité n'ont jamais été
étudiés. En effet, ce résidu est normalement principalement impliqué dans la formation de
liaison croisées entre tropoélastines et 1’existence de résidus lysyls natifs dans 1’¢lastine cross-
linkée est rare. Sa présence au sein d’un peptide GxxPG est ainsi d’autant plus intéressant a
étudier.

L’alignement de séquence de ces EDPs avec la séquence de la tropoélastine montre que
P1 et P2 se trouvent dans les séquences codées par 1’exon 2, P3 par I’exon 20 et P4 par les
exons 8 et 9. L examen approfondi de la structure de la tropoélastine a montré que 1’ensemble
de ces exons sont retrouves dans des zones désordonnée et donc favorables a la flexibilité ce
qui augmentent la probabilité de ces régions a étre exposées et donc accessibles (400). 1l a été
de plus démontré que la séquence codée par I’exon 2 est également la cible d’autres élastases
telles que la MMP-7, la MMP-9 et la MMP-12 (183), bien que le peptide sélectionné ne soit
pas libéré par ces protéases. L’ensemble de ces observations tendent ainsi a démontrer que les
zones de la tropoélastine contenant ces EDPs présentant un fort potentiel d’interaction avec des
protéases, particuliérement avec la CathS comme nos résultats 1’ont montré. Ceci renforce ainsi
la pertinence du choix de ces quatre peptides qui pourraient clairement étre libérés lors de

I”¢lastolyse associée a I’'IRC.

La CathS étant capable de libérer des peptides d’élastine potentiellement bioactifs, et
I’expression de cette protéase étant clairement corrélée au développement des calcifications
vasculaires (30,175), nous avons testé leur potentielle influence pro-calcifiante. L’étude des

processus de calcification vasculaire a permis de mettre en évidence le mécanisme sous-jacent,
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une ostéodifférenciation des CMLs impliquant une forte concentration de Pi, observée au cours
de I'IRC (163,401). Lors de ce processus, les CMLs expriment alors des protéines
ostéoblastiques telles que RunX2 ou ostéopontine, et répriment 1’expression des molécules
spécifiques des cellules musculaires lisses telle que SM22a. (402) (375). L’utilisation d’un
modeéle in vitro de calcifications nous a permis de montrer que les EDPs provenant de 1’activité
de la CathS sont capables d’accélérer les processus de calcifications en condition
hyperphosphatémique. Les quatre peptides testés présentent des effets similaires bien que P4
ait démontré une difficulté de reproductibilité de ces effets, tel que décrit dans la section
"Résultats" du présent manuscrit. L’étude des marqueurs de différenciation ostéogéniques
précités ont montré que ces EDPs combinés au Pi entrainent une augmentation significative par
rapport au Pi seul de I’expression de RunX2, facteur de transcription fondamental dans les
processus de calcification (403), mais aussi de ostéopontine, un marqueur tardif de
différenciation (233,380). De plus, les EDPs testés entrainent une diminution drastique de
I’expression de SM22a,, amplifiant les effets du Pi. Ainsi, nos résultats indiquent explicitement
que les EDPs accélérent [1’ostéodifférenciation des CMLs dans un contexte

hyperphosphatémique retrouvé au cours de I’IRC.

Les quatre EDPs sélectionnés présentent le motif GxxPG suggérant 1’implication du
CRE. Afin d’évaluer cela, le DANA (inhibiteur de sialidase) et le CS (antagoniste de I’EBP),
permettant d’inhiber les effets biologiques des EDPs impliquant le CRE (216,368), ont été
utilisés. L’utilisation de ces deux inhibiteurs a permis de bloquer les effets pro-calcifiants in
vitro des EDPs testés bien que I’influence de P4 n’ait pas été systématiquement inhibée.

En effet, P4 a présenté sur I'ensemble de nos manipulations, un caractére particulier, et
ce de deux facons différentes. Tel que cité ci-dessus, P4 n’a dans certains cas pas été en mesure
d'augmenter le processus de calcification alors méme que P1, P2 et P3 présentaient toujours cet
effet. Lorsque c'était le cas, tel que décrit ci-dessus, il est arrivé que DANA et CS se soient
montrés incapables d'inhiber son effet sur I'ostéodifférenciation des CMLs, alors que cela était
le cas pour les autres peptides. Ces dernieres données suggéraient I'existence de deux processus,
un CRE-dépendant et un autre, CRE-indépendant.

Afin d'expliquer cela, mais aussi afin de confirmer I’interaction potentielle entre les
EDPs sélectionnés et I’EBP, des études de relations structures/fonctions ont été réalisées.

Les comportements moléculaires des EDPs vis-a-vis de I’EBP ont ainsi été étudiés par

une approche bio-informatique permettant d’analyser les énergies de liaisons traduisant les
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probabilités d’interaction. Des expériences préliminaires de docking moléculaire montrent que
P1, P2 et P3 présentent de nombreuses positions avec des énergies de liaisons faibles toutes
aussi favorables a une interaction avec I’EBP que le peptide VGV APG valid¢ au sein de notre
laboratoire (358). Ceci corrobore alors nos résultats in vitro encourageant 1I’implication de EBP
dans I’effet potentialisateur des EDPs, et notamment de P1, P2 et P3. De fagon surprenante, P4
affiche peu de positions avec des énergies de liaison favorables a une interaction avec I’EBP.
Cependant, la seule position qui ressort de cette étude comme pouvant structurellement interagir
avec I’EBP est associée a une énergie de liaison plus élevée que le VGVAPG. Ainsi, ces
données expérimentales montrent que P4 semble avoir une faible probabilité d’interaction avec
I’EBP, mais sous I’influence de son environnement, il pourrait adopter une structure fortement
favorable a une interaction. Ces données pourraient en partie expliquer les réponses variables
du P4.

Afin d’expliquer la possible existence d’un mécanisme de calcification indépendant du
CRE, particulierement pour le P4, nous nous sommes posés la question de savoir si les EDPs
gue nous avons sélectionnés pourrait constituer des sites de nucléations pour les cristaux
d’hydroxyapatite, la forme la plus stable de phosphate de calcium (404). En effet, dans la
littérature, il a été démontré que la dégradation de 1’élastine induit un changement de polarité
de cette protéine augmentant son affinité pour le calcium. Des études structurales ont permis de
mettre évidence que cette interaction est possible grace a la présence de sites de liaison neutres
au niveau des glycines impliquant la présence locale de charges positives dans la structure de
I’¢lastine. La juxtaposition de ces sites forme des site de nucléation favorisant le développement
de calcifications le long des fibres élastiques (405,406). Par conséquent, la dégradation de
I’¢lastine pourrait alors exposer des zones de liaison au calcium qui serviraient alors de sites de
nucléation. Il nous a semblé probables que P4 puisse se comporter de la sorte puisque sa
séquence présente a la fois des résidus glycyls et lysyls, ce dernier étant un acide aminé
présentant une forte affinité avec de 1’hydroxyapatite (404). Afin de valider cette hypothése,
nous avons réalisé une étude préliminaire faisant appel a des outils bio-informatiques pour
caractériser I’interaction entre P4 et I’hydroxyapatite, mais aussi tester cette hypothese pour nos
autres peptides Nos résultats montrent que P4 présente une faible énergie d’interaction, laissant
a penser que ce peptide est visiblement capable d’interagir avec ce cristal et pourrait donc de
jouer le role de site nucléation. Cette hypothése reste encore a valider par une étude plus précise
de cette interaction via des expériences de mutagénese dirigée permettant de remplacer au sein

du P4 les résidus lysyls par d’autres acides aminés. Cela pourrait avoir comme conséquence la
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modification de son comportement vis-a-vis des processus de calcification observé dans notre
modele in vitro. De maniére inattendue, P1 semble également présenter de 1’affinité avec le
calcium bien que nous ne l'ayons pas observe, certainement di a sa propension a interagir

fortement avec EBP qui pourrait étre sa cible prioritaire.

De maniére surprenante, nos résultats ont également démontré que les calcifications
induites par le Pi étaient inhibées par le DANA et le CS. Ceci pourrait suggérer 1’existence d’un
complexe membranaire impliquant le CRE mais aussi 1’une des cibles du Pi, le transporteur
majeur du phosphate, Pit-1 (407). Cette protéine est surexprimée dans les zones calcifiees de
I’aorte (167), est reconnue comme étant un acteur clef dans le développement des calcifications
vasculaires en participant a 1’ostéodifférenciation des CMLs (408). Neu-1 est capable de
moduler ’activité de diverses protéines membranaires. Hinek et al ont par exemple montré que
cette sialidase est capable de moduler I’activité de I'IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) en
hydrolysant les acides sialiques portés par ses chaines de glycosylation (409). Notre équipe a
également démontré que cette sous-unité est impliquée dans la désialylation du récepteur de
I’insuline mais également du CD36, jouant un role dans 1’apparition de 1’insulinorésistance et
dans le développement de I’athérosclérose (191,215,216).

Ainsi, il pourrait étre envisagé que des processus de sialylation/desialylation puissent
étre impliqués dans la régulation de Pit-1, ce dernier étant glycosylé (410). Le CRE, via Neu-
1, pourrait participer a ces processus ce qui expliquerai les effets observés en présence de CS
et de DANA. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer cette hypothése. Dans ce but, I’approche
méthodologique la plus judicieuse serait d’utiliser une combinaison de méthodes
d’immunoprécipitation et de "lectin assay" en utilisant des lectines spécifiques de ’acide
sialiques et des différents branchements (215,216,411,412). En parallele, il serait également
important d’identifier la voie de signalisation qui pourrait étre également engagée apres la
fixation des EDPs sur le CRE en ayant recours a des expériences de western blot. En nous
appuyant sur des résultats de la littérature, il semble que la voie des MAPK "Mitogen Activated
Protein Kinase" est celle qui soit la plus pertinente. En effet, notre équipe a démontré que la
fixation des EDPs sur le CRE entraine 1’activation de nombreuses voies de signalisation
responsables de leurs multiples effets biologiques dont celle des MAPK (388). De plus, il a été
démontré que cette voie phosphoryle, et donc active RunX2, ce qui induit I’expression des
genes en aval (413). La fixation des EDPs sur I’EBP pourrait induire cette voie de signalisation

activant RunX2. De plus, I’activation de ce facteur de transcription est par ailleurs potentialisée
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par I’entrée importante du Pi dans les CMLs via une augmentation d’expression de Pit-1 (168).
Des manipulations sont en cours et pourraient en partie expliquer 1’effet potentialisateur des

EDPs sur la calcification induite par le PI.

Nous avons poursuivi la validation des effets pro-calcifiants des EDPs dérivés de
I’action de la CathS avec un mode¢le plus complexe d’anneaux aortiques reflétant davantage la
réalité physiologique. Le traitement des anneaux aortiques avec les EDPs en présence de Pi
induit de fortes calcifications démontrées par un intense marquage VVon Kossa comparée au Pi
seul. Ces résultats confirment les données que nous avons obtenues in vitro renforgant
I’influence pro-calcifiante des EDPs. Il serait intéressant d’également valider la participation
de I’ERC dans ce processus de calcification ex vivo a I’aide des inhibiteurs et antagonistes de
I’ERC précités. Il pourrait de plus étre intéressant d’ajouter de la CathS recombinante a ce
modele d’anneaux aortiques afin d’évaluer son activité élastolytique dans des conditions
proches de celles observées physiologiquement. L’autofluorescence de 1’¢élastine nous
permettrai de dénombrer les fractures au sein des fibres élastiques. En paralléle, 1’identification
par spectrométrie de masse des peptides d’¢lastine retrouvés dans le milieu de culture a la suite
de I’¢lastolyse induite par la CathS recombinante permettrait de définitivement confirmer la
pertinence physiologique des EDPs que nous avons selectionnés. De plus, ’analyse des
calcifications par marquage VVon Kossa dans ce contexte permettrait de boucler ex vivo le lien
CathS/calcifications. Enfin, il serait intéressant de stimuler des anneaux aortiques avec du
S100A12 puis de détecter la présence de CathS (immunohistochimie ou ELISA), les EDPs
subséquemment produits (spectrométrie de masse) et les calcifications afin de définitivement
valider I’axe RAGE/CathS/EDPs/calcifications dans un modele plus proche de la physiologie.

Nous avons réalisé des premieres manipulations en ce sens qui sont en cours d’analyse.

Afin de définitivement valider le rle pro-calcifiant des EDPs dérivés de ’action de la
Caths, il était nécessaire de réaliser une validation in vivo. Dans le but de limiter le nombre
d'animaux utilisés, et sachant que les différents peptides dérivés de I'activité élastolytique de la
CathS se sont montrés prompts a amplifier fortement les calcifications, notre choix s’est orienté
vers P1 qui a de plus montré la meilleure reproductibilité lors de nos études in vitro et ex vivo
et pour qui les données in silico ont révélé une forte probabilité d’interaction avec le CRE, mais
également avec le calcium. Ainsi, il apparait que P1 soit le meilleur candidat pour la mise en

place d’une étude permettant de valider définitivement I’effet accélérateur des EDPs dans les
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processus de calcifications vasculaires au cours de I’'IRC, grace a I'utilisation de notre modele
murin ApoE™". La détection des calcifications vasculaires a été possible grice a ’utilisation du
FMT, modalité d’imagerie pré-clinique non invasive utilisant une sonde fluorescente qui se lie
spécifiqguement au bisphosphonate. La quantification de la fluorescence a montré que les
injections répétées de P1 semblent entrainer une augmentation des calcifications vasculaires
dans un contexte d’IRC comparée aux souris ayant regu des injections de solvant uniquement.
En parallele, nous avons également quantifié cette sonde ex vivo aprés dissection de 1’arbre
vasculaire (cceur, cross aortique et aorte) afin de palier 1’atténuation de la fluorescence par la
présence de taches mais aussi de poils dans la zone de détection. En effet, nous avons utilisé
des souris C57BL/6 ApoE™ pour cette étude dont certaines présentaient des taches noires et des
poils sur la partie dorsale qui, méme apres épilation, n’ont pas pu étre éliminées. Or, le FMT
utilisant la technique de trans-illumination, la zone d’intérét doit étre propre dans son intégralité
pour récupérer I’ensemble du signal. Les observations de cette quantification ex vivo montrent
que la majorité de la fluorescence spécifique des calcifications vasculaires est localisée dans le
systéme vasculaire principal. De plus, I’analyse de la fluorescence confirme les données in vivo
selon lesquelles P1 pourrait favoriser le développement des calcifications vasculaires. Cette
étude bien que préliminaire semble confirmer I’effet potentialisateur, observé in vitro et ex vivo,
des EDPs dérivés de 1’action de la CathS dans un contexte d’IRC. Néanmoins, il nous parait
primordial de valider définitivement cet effet par une exploration in vivo plus compleéte.

Dans ce cadre, il serait également intéressant de prolonger le traitement jusqu’a 20
semaines, durée maximale avant sacrifice des souris retrouvée dans la littérature lors d’étude
sur les calcifications vasculaires, sans avoir trop de mortalité (414). Ceci permettrait d’observer
si ’EDP étudié a uniquement un effet accélérateur sur le développement des calcifications
vasculaire ou si cet effet se maintient dans le temps. Le suivi longitudinal serait réalisé grace a

I’utilisation réguliere du FMT et de 1’Ostéosense.

De plus, lors de la progression des calcifications vasculaires au cours de I’IRC, il a été
mis en évidence une augmentation de la rigidité artérielle. En effet, une étude clinique chez des
patients hémodialysés a montré une corrélation positive entre le développement progressif de
calcifications aortiques observées par rayons X et I’augmentation de la vitesse d’ondes de pouls
reflétant une rigidité artérielle (415). Des modéles animaux d’IRC ont clairement démontré que
les calcifications vasculaires retrouvées au cours de cette pathologie augmentent en méme

temps qu’une rigidité artérielle s’installe (416,417). Ainsi, afin d’approfondir notre étude, le
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suivi de I’évolution de la rigidité artérielle en paralléle de celui des calcifications permettrait de
corréler les modifications structurales de I’aorte avec leur impact fonctionnel lors du traitement
avec P1. L’approche méthodologique répondant au mieux a cette problématique serait
I’utilisation d’un "mouse doppler”. Cette technologie permet de déterminer la vitesse de
déplacement de l’onde de pouls grace aux positionnement de deux sondes sonores.
L’augmentation progressive de la vitesse refléte une rigidification de I’aorte (362). Des
manipulations ont été réalisées au laboratoire et sont en cours d’analyse.

Cette etude, pourrait de plus étre complétée par une analyse en AFM (microscopie a
force atomique) de la paroi aortique mais aussi de la rigidité des fibres élastiques résiduelles.
En effet, le processus de rigidité vasculaire est a I’heure actuelle considéré du point de vue
physiologique mais pas véritablement du point de vue mécanique au niveau moléculaire. Ce
mécanisme est dii a la combinaison de différents facteurs (dégradation de 1’élastine,
augmentation de I’expression du collagéne I, mise en place de cross-links au niveau des fibres
de collagéne, présence de calcifications) mais aucune étude n’a mesuré précisément les
modifications de rigidité de la paroi vasculaire. De plus, il est également possible que les fibres
¢lastiques résiduelles soient également plus rigides lors de I’'IRC comparativement a une
condition physiopathologique normale, participant au processus de rigidité artérielle via un
processus a I’heure actuelle non considéré. Pour étudier ces paramétres, I’ AFM apparait comme
étant particulierement adaptée. Elle permet en effet, entre autres, de déterminer la rigidité locale
des tissus mous comme 1’aorte au cours de diverses pathologies telles que I’athérosclérose
(418). Nous avons réalisé de premieres études de mesure de la rigidité des fibres élastiques au
cours du vieillissement dans un modele murin comparé a un modele pathologique d’IRC. Les
résultats ont montré que les fibres élastiques des aortes provenant de souris d’IRC agées de 20
semaines présentent un module d’Young et donc une rigidité moléculaire deux fois plus
importante comparée a des fibres élastiques provenant de souris saines au méme age. Cette
preuve de concept est ainsi prometteuse pour de futures études.

Enfin, la rigidité vasculaire est a I’origine de nombreuses complications cardiaques
(hypertrophie ventriculaire, arythmie...) pouvant mener a des accidents graves (391). Il pourrait
ainsi étre intéressant de compléter notre étude de I’influence de P1 sur la rigidité vasculaire par
des analyses en IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique) permettant d’évaluer son impact
sur le systéme cardiaque. Cette modalité¢ d’imagerie préclinique non invasive permet d’obtenir
une représentation anatomique précise du cceur mais également des données fonctionnelles

diverses (419,420).
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Nos résultats in vivo ont également montré que les animaux atteints d’IRC présentent
un taux sérique de CathS plus important que les animaux controles. De maniere tres
intéressante, ceux stimulés par P1 présentent un taux sérique encore plus élevé de CathS. Ceci
suggérait que les EDPs issus de ’action de la CathS pourraient étre impliqués dans un cercle
vicieux d’amplification de 1’élastolyse et donc la production d’EDPs, tel que cela a été décrit
pour d’autres protéases (206). Nous avons ainsi cherché a confirmer cela in vitro en stimulant
des CMLs en culture avec P1 mais également avec du Pi. Le traitement des CMLs avec P1
pendant 48 h, entraine une augmentation significative de 1’expression de la CathS confirmant
I’hypothéese que nous avions formulé. De maniére surprenante, le méme effet est observé avec
du Pi et il serait intéressant de vérifier si un effet additif peut exister. Ainsi, en conditions
d’hyperphosphatémie, la CathS peut voir son expression augmentée. Nos résultats font donc
apparaitre qu’au cours de I’IRC, I’accumulation de toxines urémiques telles que S100A12
augmente 1’expression de CathS via RAGE, mais également que I’hyperphosphatémie associée
a cette pathologie pourrait aussi constituer un inducteur important de cette élastase. L’élastolyse
subséquente entrainerait la libération d’EDPs pro-calcifiants tels que P1, mais amplifierait
également 1’expression de CathS. Cette boucle d’auto-amplification favoriserait alors le
développement des calcifications vasculaire au cours de I’IRC en participant au maintien a long

terme des processus d’élastolyse.

L’ensemble des données accumulées au cours de ce travail de thése a mis en lumiere un
axe RAGE/CathS/EDPs/calcifications au cours de I’IRC avec un accent important sur le role
joué par les EDPs spécifiquement libérés par I’action de la CathS et le CRE. Ce dernier pourrait
alors constituer alors une cible pharmacologique innovante pour lutter contre les calcifications
médiales retrouvées au cours de cette pathologie et les complications associées (rigidité
vasculaire, altération du rythme cardiaque...). Nous avons ainsi dans une derniere partie étudié
I’influence lors de I’'IRC de I’inhibition in vivo du CRE, et particuliérement de sa sous-unité

transductrice Neu-1 sur différents parameétres.

Dans le cadre de cette étude préliminaire, notre stratégie s’est orientée vers 'utilisation
d’un inhibiteur spécifique de Neu-1, le Tamiflu®, dont le principe actif est ’oseltamivir
phosphate. Il a été démontré que cette molécule avait la capacité de bloquer de fagon spécifique

cette sialidase (421) et son utilisation in vivo comme agent anti-cancéreux dans le cadre du
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cancer du pancreas a montré une grande efficacité (387). De plus, étant un médicament
couramment utilisé dans le traitement contre la grippe, il posséde une autorisation de mise sur
le marché ce qui implique que les études de toxicologie, de tératogenése, de pouvoir mutagene
et de biodisponibilité ont déja été menées. L’ensemble de ces éléments nous a donc paru
pertinent pour réaliser des études de ciblage pharmacologique de Neu-1 avec cette molécule.

Nous avons utilisé notre modéle ApoE™ IRC, présentant comme nous 1’avons décrit de
larges plages d’¢lastolyse et donc une production d’EDPs associée, et avons tenté de bloquer
leur participation aux calcifications vasculaires, évaluées par FMT apres 17 semaines d’urémie.
De maniére surprenante, nos résultats préliminaires montrent que la Tamiflu® n’entraine pas de
diminution des calcifications, voire au contraire une potentialisation. L’analyse ex vivo de
I’arbre vasculaire a confirmé cette tendance.

L’évaluation de 'influence de cet inhibiteur sur ’expression de le CathS semble
démontrer que le Tamiflu® n’induit pas de variation notable comparée aux souris urémiques
ayant recu seulement du sérum physiologique. L’analyse des complications cardiovasculaires
associées aux calcifications (rigidité artérielle, arythmie) a I’aide d’un "mouse doppler" nous a
cependant permis de montrer un effet intéressant du Tamiflu®. Nos résultats montrent que I’IRC
induit une augmentation importante de la rigidité artérielle comparativement aux souris Sham,
données en lien avec la littérature (10). Dans notre modele, cette pathologie semble également
induire I’apparition d’arythmie, les souris IRC présentant une bradycardie comparées aux souris
Sham, démontrant quant a elles une fréquence cardiaque plus élevée, données également en lien
avec la littérature clinique (422). De maniére trés intéressante, I’utilisation de Tamiflu® semble
diminuer la rigidité artérielle présente dans les animaux urémiques mais également une
tendance au retour a la normale du rythme cardiaque.

Ces données préliminaires montrent donc que le Tamiflu® semble capable d’améliorer
certains parametres en lien avec les calcifications apparaissant au cours de I’IRC, mais est
inefficace sur les calcifications et la production de CathS. Cependant, il est intéressant de
remarquer que ces processus, non inhibés par I’oseltamivir phosphate, sont ceux pour lesquels
nous, ainsi que d’autres équipes, ont montré une participation importante du Pi. Or, 1’étude du
métabolisme de ’oseltamivir phosphate montre qu’une fois ingéré, il est métabolisé en
oseltamivir carboxylate par des estérases, composant actif de ce médicament (423). Les
estérases en charge de cette métabolisation sont principalement hépatiques suggérant la
libération de phosphate dans la circulation sanguine. En considérant 1’existence d’une mole de

phosphate par mole d’oseltamivir, ainsi qu’un volume sanguin moyen de 1,5 ml de sang pour
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une souris de 20g, la dose de Tamiflu® utilisée ici (50 mg/kg soit 1 mg pour une souris de 20g),
conduirait théoriqguement & une augmentation de la concentration sanguine de Pi de 1,62 mM.
Ceci pourrait ainsi amplifier le contexte hyperphosphatémique participant a une augmentation
des calcifications vasculaires et de la CathS de maniére indépendante du CRE, "cachant” les
potentiels effets bénéfiques du Tamiflu sur les processus EDPs-dépendants. Bien sdr ce calcul
théorique partirait du principe que 100% du Pi libéré par le Tamiflu® serait disponible, ce qui
est impossible car seulement 75% de 1’oseltamivir phosphate métabolisé atteint la circulation
(423), et que seulement une partie de cela pénetre les vaisseaux. Néanmoins, afin de valider
cette hypotheése, nous avons dosé le phosphate sérique pour chaque condition. Les résultats que
nous avons obtenus semblent montrer une accumulation de 4% de phosphate pour les souris
traitées avec le Tamiflu® comparée au souris urémiques, démontrant la véracité de notre
hypothése. Que cette faible augmentation de la concentration de Pi puisse potentialiser les
calcifications et la production de CathS, et "cacher" les effets inhibiteurs de 1’oseltamivir
carboxylate reste cependant a démontrer. Pour cela, des expériences in vitro dans lesquelles
nous mesurerions les calcifications induites par les EDPs dérivés de ’action de la CathS, tel
que nous I’avons fait au cours de cette thése, mais en présence de Tamiflu® et associée a la
détermination de I’activité de Neu-1, nous renseignerait sur cette hypothése. Nous avons réalisé
des premiers tests et I’utilisation de Tamiflu® potentialise clairement les calcifications in vitro.
Ces données restent a confirmer et des mesures d’activité sialidase sont en cours mais ces
premiers résultats vont clairement dans le sens de 1’idée que nous avons formulé. Ainsi, le
Tamiflu® ne serait clairement pas un agent pharmacologique idéal pour lutter contre les
calcifications et dans ce cadre, un anticorps bloquant anti-EDPs tel le BA4 ou le peptide V14
bloquant I’interaction entre EDPs bioactifs et ’EBP seraient certainement plus adaptés.

Les résultats que nous avons obtenus concernant la rigidité artérielle ainsi que les
mesures de fréquence cardiaques suggérent que le Tamiflu® aurait un impact positif sur ces
deux paramétres. Ces derniers sont intimement liés et le Tamiflu® n’ayant pas d’effet inhibiteur
sur le développement des calcifications, c’est un autre processus qui pourrait étre modifié. Dans
ce cadre, la sécrétion d’élastases autres que la CathS pourrait €tre un candidat intéressant. En
effet, une étude a démontré que 1’injection de BA4 dans le cadre du syndrome de Marfan
conduit a une diminution de I’expression de la MMP-2 et de la MMP-9, corrélée a une
diminution de la fragmentation des fibres élastiques. De plus, nous avons montré que des EDPs
bioactifs peuvent induire 1’expression de ces deux métalloprotéinases (183). Il serait ainsi tout

a fait logique que I’inhibition de Neu-1 par le Tamiflu® puisse bloquer I’expression de ces
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protéases et comme nous I’avons évoqué un peu plus haut dans cette discussion, 1’existence
d’un réseau de protéases MMP-9/MMP-2/CathS au cours de I’IRC (173) renforcerait cette
hypothése. La dégradation des fibres élastiques étant un parametre qui influence la rigidité
artérielle aortique au cours de I’'IRC, (174), I’inhibition de la production de MMP-9 et MMP-
2, pourrait donc, du moins en partie, expliquer la diminution bénéfique de la vitesse d’onde de
pouls, reflet de la rigidité artérielle, observée avec le Tamiflu®. Enfin, au cours de I’IRC, la
rigidité artérielle est la cause principale des modifications structurale du cceur. Elle cause
notamment une hypertrophie du ventricule gauche (HVG) des les stades précoces de la maladie
(389) qui est retrouvée dans 70 % a 80 % des patients débutant la dialyse (424). Les
conséquences cardiaques de cette HVG sont nombreuses avec notamment 1’augmentation du
risque d’arythmies, de mort subite ou encore d’insuffisance cardiaque (425). De ce fait, le
Tamiflu® en limitant la rigidité artérielle pourrait également réduire le développement de la
HVG ce qui pourrait alors freiner les risques d’arythmie chez nos animaux traitées comparées
au souris urémiques sans traitement. Cette hypothese impliquant MMP-9, MMP-2, diminution
de I’¢lastolyse et réduction de la HVG pourrait étre analysé en examinant I’activité¢ des MMPs
in vivo par I’utilisation de la sonde FMT MMPSense puis confirmé par 1’étude histologique de
leur ’expression. L’évaluation de 1’élastolyse serait également réalisée par la mesure du
dénombrement des fractures au sein des fibres élastiques et la rigidité de la paroi et des fibres
¢lastiques évalués par AFM. L’utilisation de I’IRM nous permettrait d’obtenir des informations

précises sur la HVG ainsi que sur la structure générale du coeur et son fonctionnement

En conclusion de ce travail de theése, nous avons mis évidence que 1’axe
RAGE/CathS/EDPs est primordial dans le développement des calcifications vasculaires au
cours de I’'IRC. Cette étude a également en lumiere que le CRE pourrait constituer une cible
pharmacologique innovante et pertinente dans la lutte contre cette complication vasculaire qui

est aujourd’hui encore la principale cause de mortalité chez les patients atteints d’IRC.
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Implication de I’axe RAGE / Cathepsine S / Peptides d’élastine dans la survenues des
calcifications vasculaires au cours de I’insuffisance rénale chronique.

L'insuffisance rénale chronique (IRC) est un probleme de santé touchant 10 & 15% de la
population mondiale. Les principales causes de décés associées sont les complications cardiovasculaires,
principalement les calcifications, et il est nécessaire de proposer de maniere urgente de nouvelles
thérapies. Nous avons montré un réle pour le récepteur aux produits de glycation avancés (RAGE) dans
le processus de calcification. Plusieurs études ont de plus suggéré I’implication de la Cathepsine S
(CathS) dans 1’¢lastolyse et les calcifications vasculaires associées a la néphropathie. Cependant, le lien
entre ces différents acteurs et leur implication dans les calcifications vasculaires restait inconnu.

Nous avons utilisé des modéles de souris IRC ApoE” ou ApoE”/RAGE” (DKO). L'induction de I'IRC
augmente les calcifications, I'expression de CathS et I'élastolyse de maniere dépendante de RAGE. Nous
avons montré par microscopie électronique a balayage et spectrométrie de masse que la CathS dégrade
I’¢lastine insoluble et produit des peptides d’élastine (PE) bioactifs. Ces derniers participent aux
processus de calcification in vitro des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) potentialisant
I'effet du phosphate inorganique. Le complexe récepteur de I'élastine (CRE) est impliqué et les effets
pro-calcifiants des PE étudiés ont été confirmés ex vivo et in vivo. Ces peptides participent a une boucle
d'amplification en déclenchant I'expression de CathS et le ciblage in vivo du CRE avec du Tamiflu®
conduit a une amélioration des complications associées a la calcification, la rigidité vasculaire et
I’arythmie cardiaque.

RAGE, Cathepsine S, calcifications vasculaires, peptides d’élastine, insuffisance rénale chronique

Involvement of RAGE / Cathepsin S / Elastin peptides axis in vascular calcifications
during chronic kidney disease

Chronic Kidney Disease (CKD) is a major health problem affecting 10% to 15% of worldwide
population. The main-associated causes of death are cardiovascular complications, mainly represented
by vascular calcifications for which it is necessary to urgently propose new therapeutics. We recently
reported a role for the Receptor for Advanced Glycation End products (RAGE) in the uremic vascular
calcification process following engagement by uremic toxins. Interestingly, several studies suggested
the involvement of Cathepsin S (CathS) in CKD-associated elastolysis and vascular calcifications.
However, the link between these different actors and their involvement in vascular calcifications
remained unknown. We used a mice model of CKD in ApoE™ or ApoE”/RAGE" (DKO) backgrounds.
We found that induction of CKD increased the calcification process, CathS expression and elastolysis
in a RAGE-dependent manner. We showed by electron microscopy scanning and mass spectrometry
that CathS degrades insoluble elastin producing bioactive elastin-derived peptides (EDPs). The latter
trigger in vitro calcification process of vascular smooth muscle cells (VSMCs) by potentiating inorganic
phosphate effect. The elastin receptor complex (ERC) is involved and results about pro-calcifying
effects of CathS-derived EDPs were confirmed ex vivo and in vivo. CathS-derived EDPs participated in
an amplification loop by triggering CathS expression and the in vivo targeting of ERC with Tamiflu®
leads to an improvement of calcification-associated complications, i.e. vascular stiffness and cardiac
arrhythmias.

RAGE, Cathepsine S, elastin derived peptides, vascular calcifications, chronic kidney disease
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