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I. Contexte général 

 

Selon l’Organisation Mondiale pour la Santé, les pathologies cardiovasculaires 

seraient responsables de 17,7 millions de morts par an dans le monde, soit plus de 

30% des décès. L’évaluation des facteurs de risques des pathologies 

cardiovasculaires et la compréhension des différents mécanismes 

physiopathologiques sont des enjeux majeurs de santé.  

La compliance des artères permet d’absorber la pulsatilité afin d’obtenir un débit 

sanguin continu dans les artérioles et les capillaires et de prévenir des dommages sur 

des organes. Un marqueur prédictif important est la rigidité artérielle qui augmente 

avec l’âge et certaines pathologies (Zieman et al. 2005; Lacolley et al. 2017). La rigidité 

artérielle comprend la rigidité des différents éléments de la paroi et en particulier des 

cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) qui sont le type cellulaire principal 

présent dans la paroi artérielle.  

La rigidification des artères peut avoir plusieurs causes comme des modifications des 

proportions d’élastine et de collagène dans la paroi artérielle ou une augmentation des 

pressions, mais durant la dernière décennie le rôle des CMLVs est de plus en plus 

décrit. En effet les interactions des CMLVs avec la matrice extracellulaire (MEC) 

modifient la signalisation cellulaire et la mécanotransduction via des points de contacts 

d’adhésion focaux qui impliquent différents récepteurs transmembranaires comme les 

intégrines. (Louis et al. 2007), (Patrick Lacolley et al. 2009) et (Srivatsa et al. 1997).  

L’objectif de cette thèse a été d’explorer les fonctions des adhérences focales (AFs) 

des CMLVs par l’intermédiaire de l’intégrine αvβ3, et d’évaluer les répercussions 

cellulaires et moléculaires de l’activation de cette intégrine dans le développement de 

la rigidité des CMLVs, dans l’hémostase et la physiopathologie artérielle.  
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II. Contexte bibliographique 

1) Principes de la rigidité artérielle 

Une fonction majeure des artères de gros calibre est leur compliance, c’est-à-dire leur 

capacité à amortir les mouvements cardiaques du fait de leur distensibilité. Cette 

compliance dépend de la géométrie des artères et de la rigidité des différents éléments 

qui la compose (et de leurs interactions). 

L’augmentation de la rigidité artérielle intervient durant le vieillissement, dans la 

pathogénèse de l’athérosclérose, dans l’insuffisance rénale chronique, mais aussi 

dans le diabète ou l’hypertension artérielle. Il existe différents indicateurs cliniques de 

cette rigidité tels que la pression pulsée (PP), les pressions artérielles systolique (PAS) 

et diastolique (PAD) qui ne représentent que des estimations indirectes. L’étude des 

données physiopathologiques de la rigidité artérielle justifie d’adopter une stratégie 

« anti-rigidité » afin de mieux contrôler les risques cardiovasculaires (Safar et al. 2011) 

(Laurent et al. 2006). 

2) Vitesse de l’onde de pouls et mesure de la rigidité artérielle 

La rigidité artérielle est mesurée en clinique de manière non-invasive par différentes 

techniques pour obtenir une valeur de rigidité régionale. En 2006 un consensus a établi 

les règles de la mesure de la vitesse d’onde de pouls (VOP) (Figure 1) (Laurent et al. 

2006). Le temps de propagation de l’onde (Δt) est calculé et reporté à la distance 

mesurée entre les deux sites (Δl). La Société Européenne de Cardiologie prend 

comme valeur seuil de haut risque 12 m/s pour une VOP carotido-fémorale alors 

qu’une valeur normale est comprise entre 7 et 8 m/s.  

D’autre part, la rigidité locale de certaines artères peut être mesurée en utilisant une 

méthode à ultrasons. En clinique elle est principalement utilisée pour les mesures 

carotidiennes ou la formation de plaques d’athérome y est plus fréquente. La mesure 
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du diamètre interne de l’artère et de ses propriétés élastiques peut être effectuée avec 

différents types de matériels d’échographie. Ces méthodes permettent de mesurer et 

de définir les propriétés physiques des vaisseaux comme l’élasticité, la distensibilité et 

la compliance artérielle. 

 

 

Figure 1: Représentation schématique de la mesure de VOP « carotido-

fémorale » chez l’homme.  

L’onde de pression est mesurée sur deux sites artériels distants (ΔL) avec un délai 
(Δt), la VOP correspond à ΔL/Δt (Boutouyrie 2007). 

 

3) Facteurs déterminants l’élasticité artérielle 

La capacité des artères à modifier leur diamètre dépend de plusieurs paramètres.  

La compliance (C) artérielle est un marqueur de la capacité de l’artère à amortir la 

charge et les variations de pression lors des différents cycles cardiaques. Elle est 

définie classiquement par le changement de volume sanguin artériel (ΔV) engendré 
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par un changement de pression artérielle (ΔP) tel que C = ΔV/ ΔP avec C exprimé en 

µm3/mmHg ou m3/kPa (Hardt et al. 1999).  

La distensibilité artérielle est un marqueur de la charge mécanique de la paroi 

artérielle, elle est définie comme un changement relatif du volume artériel (ΔV/V) pour 

un changement de pression (ΔV/V/ΔP) (Reneman, Meinders, et Hoeks 2005). 

Selon la loi de Hooke l’élasticité correspond à la propriété intrinsèque qu’a un matériau 

à se déformer sous l’effet d’une contrainte avant de revenir à son état d’origine. Le 

rapport entre la contrainte exercée et la déformation du matériau permet de définir le 

module élastique appelé module de Young (Vlachopoulos, O’Rourke, et Nichols 2011). 

Plus la valeur du module de Young est élevée et plus son élasticité est faible et donc 

sa rigidité importante (Figure 2).  

La paroi des artères est composée d’un ensemble de compartiments hétérogènes, 

l’élasticité de la paroi artérielle correspond à la somme des éléments qui la composent.  
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Figure 2 : Les paramètres de la rigidité artérielle (Patrick Lacolley et al. 2017). 

Les méthodes de mesures de la rigidité artérielles dépendent de la section de l’artère 
et de sa localisation. Même si la méthode de référence de la mesure de la rigidité 
aortique est la VOP carotido-fémorale mais la VOP à l’échelle locale peut être calculée 
comme VOP = 1/Distance1/2. PWV : Pulse Wave Velocity ou VOP, D : Diamètre, PP : 
Pression Partielle. 

 

4) Composition de la paroi artérielle 

La paroi artérielle est compartimentée en trois tuniques, l’intima, la média et 

l’adventice : 

- L’intima est la tunique la plus interne de l’artère, elle est directement au contact 

du flux sanguin, elle est composée d’une monocouche de cellules endothéliales 

et de la lame limitante élastique interne. Elle fonctionne comme une barrière 

entre le sang et les tissus intra-pariétaux. L’endothélium joue un rôle majeur 

dans la modulation basale et dynamique du diamètre artériel en relarguant des 
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molécules vasomotrices agissant sur la média (Y. Zhao, Vanhoutte, et Leung 

2015). 

 

- La média est la tunique médiane de l’artère délimitée par les lames élastiques 

interne et externe, elle permet la constriction et la dilatation des vaisseaux. Elle 

contient principalement des CMLVs et une MEC composée d’élastine, de 

collagène, de glycoprotéines, de protéoglycanes et de fibronectine (Zieman et 

al. 2005). La média s’organise sous forme de faisceaux, composés de CMLVs 

et de fibres d’élastine (Figure 3). La contraction des faisceaux musculo-

élastiques composés de CMLVs et de fibres d’élastine et de collagène peut être 

initiée mécaniquement par une pression intraluminale ou une déformation de la 

paroi ou par une activation pharmacologique par la liaison d’un ligand à la 

surface des cellules. 

 

- L’adventice est la tunique la plus externe et hétérogène de l’artère, elle est 

composée de terminaisons nerveuses, de tissu adipeux périvasculaire jouant 

un rôle dans la régulation de la contraction artérielle et la migration des CMLVs 

(Barandier et al. 2005). L’adventice possède aussi des éléments de soutien et 

de résistance comme les fibroblastes ou des fibres de collagène qui assurent 

l’adhérence avec les tissus adjacents (Ruan Cheng-Chao et al. 2010). 

L’organisation des fibres de collagène parallèlement aux forces exercées sur la 

paroi permet une résistance aux contraintes mécaniques. L’adventice contient 

également des vasa vasorum et des vaisseaux lymphatiques permettant le 

transport des éléments sanguins traversant la paroi de l’artère.  
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Figure 3 : Hétérogénéité et composition de la paroi artérielle (Patrick Lacolley et 

al. 2017) 

A : Les artères de gros calibres jouent un rôle de conduction des forces et de 

compliance alors que les artères de petit calibre permettent la distribution du sang vers 

les organes cibles. La composition de la paroi varie selon le calibre de l’artère et sa 

fonction. B : A gauche une image histologique d’une artère de gros calibre et à droite 

une image d’une artère de petit calibre, la paroi artérielle est composée de trois 

tuniques, l’intima composée de cellules endothéliales, la média composée de CMLVs 

et de fibres élastiques et l’adventice composée de cellules et de tissu de soutien. C : 

Schéma de la média d’une artère de gros calibres ou les CMLVs sont encastrées entre 

des lamelles élastiques et fixées par des plaques denses (DP) composés 

d’adhérences focales, les lamelles élastiques sont fenestrées (Fen) et du collagène 

(COL) est présent parallèlement à celles-ci. Les fibres d’oxytalan (Ox) composées de 
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fibrilline permettent la liaison entre les CMLVs et les lames élastiques. D : Schéma de 

la média d’une artère de petit calibre, composée de quelques couches de CMLVs dans 

la média et dispersées de manière lâche dans la MEC.  

 

5) Composants fonctionnels de la rigidité artérielle 

Les composants de la matrice extracellulaire 

Les artères de gros calibres sont soumises à un stress mécanique cyclique induit par 

les pressions pulsées.  

a) L’élastine 

Le réseau de fibre d’élastine contribue jusqu’à 50% en poids sec des vaisseaux. Ce 

réseau est composé de fibres concentriques séparées par des couches de CMLVs 

(Figure 3). L’arrangement des CMLVs le long des fibres élastiques permets lors de la 

contraction d’étirer ces fibres, réduisant ainsi leur distance les unes des autres. 

L’élastine se présente sous une isoforme unique codée par le chromosome 7 chez 

l’homme (Mithieux et Weiss 2005). Sécrétée sous forme de tropoélastine soluble par 

les CMLVs, la protéine est transformée dans le milieu extracellulaire en élastine par 

des protéases. Ces molécules d’élastine s’agrègent et sont stabilisées par la 

réticulation des lysyl oxydases, formant ainsi un réseau de soutien dense et insoluble 

(Wise et Weiss 2009). Les molécules d’élastine sous l’effet de contraintes mécaniques 

peuvent s’étirer jusqu’à 220% de leur longueur initiale sans rupture et de manière 

réversible. Outre ses propriétés physiques, les molécules d’élastine jouent aussi un 

rôle sur les CMLVs. En effet, des études in vitro ont observé une prolifération moins 

importante des CMLVs en présence d’élastine (Hinek 1994). Des études génétiques 

ont montré qu’une mutation sur un allèle codant pour l’élastine était responsable de 

sténoses aortiques supravalvulaire avec un fort rétrécissement du diamètre des 

grosses artères (Curran et al. 1993). De même pour des patients atteint d’un syndrome 
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de Williams la sténose artérielle et l’hypertrophie de la paroi artérielle est dû à un défaut 

d’assemblage de l’élastine (Patrick Lacolley et al. 2002).  

 

Figure 4 : Effets de la MEC sur la signalisation des CMLVs. 

La fibrilline régule l'adhésion via les intégrines αvβ3 (a), le collagène régule l’adhésion 

(b), la migration et la prolifération des CMLVs par l'intermédiaire de récepteurs et de 

voies de signalisations différentes. 

b) La fibrilline 

La fibrilline est une microfibrille extracellulaire qui se lie aux fibres d’élastine. Elle 

possède deux isoformes : la fibrilline-1 codée par le chromosome 15 et la fibrilline-2 

codée par le chromosome 5. Les microfibrilles de fibrilline se lient avec des éléments 

de la MEC comme la vitronectine, la fibronectine ou le collagène (Handford et al. 2000), 

(Kielty et al. 2002). L’importance structurelle des microfibrilles de fibrilline a été 

observée dans le syndromes de Marfan où une mutation du gène codant pour la 

fibrilline-1 entraine plusieurs modification phénotypiques du système cardiovasculaire, 

oculaire et du cytosquelette (Dietz et al. 1993). Outre son activité structurelle la 
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fibrilline-1 possède aussi une activité signalétique sur les CMLVs. Des études in vivo 

ont mis en évidence une liaison entre les séquences RGD (Arginine – Glycine – Acide 

aspartique) situé à l’extrémité de la boucle TB4 et l’intégrine αvβ3 à la surface des 

CMLVs (Figure 4a), régulant la survie, la prolifération et l’adhésion des CMLVs dans 

la paroi artérielle (Lee et al. 2004).  

c) Le collagène  

Le collagène est une famille de protéines composée de plus de 24 types différents et 

environ 38 chaines polypeptidiques différentes (Myllyharju et Kivirikko 2001). Les types 

I et III sont les plus communs dans la paroi des artères, ils jouent un rôle fondamental 

dans le maintien de la structure de la paroi artérielle. Une mutation pour le gène codant 

pour le procollagène de type I entraine une ostéogénèse imparfaite résultant en une 

dilatation aortique trop importante aboutissant à sa rupture  (Kuivaniemi, Tromp, et 

Prockop 1997). De même une mutation pour les gènes codant pour le procollagène 

de type III est responsable du syndrome d’Ehlers-Danlos entrainant des ruptures 

vasculaires (Pepin et al. 2000). Enfin des souris ayant des mutations des gènes codant 

pour les collagènes de type I et III meurenst prématurément d’hémorragies par 

ruptures vasculaires indiquant l’importance du collagène dans le maintien de la 

structure de l’artère. Outre son action structurelle, le collagène joue aussi un rôle dans 

la signalisation des CMLVs. En effet, le collagène est reconnu par deux classes 

majeures de récepteurs, les récepteurs de la famille des intégrine β1 (Giancotti 2000) 

et les récepteurs à domaines discoïdine (RDD-1 et RDD-2) (Hou, Vogel, et Bendeck 

002). Ces deux groupes sont présents à la surface des CMLVs et jouent un rôle dans 

la migration, la prolifération et l’adhésion (Figure 4b).  
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Historiquement la rigidité artérielle était essentiellement caractérisée comme la rigidité 

de la matrice extracellulaire et de ses composants comme le réseau d’élastine ainsi 

que les différents types de collagènes. Cependant des données sur les CMLVs et leurs 

rôles dans la mécanobiologie ont permis de mettre en évidence leur contribution 

majeure dans la rigidité artérielle. En effet une augmentation des interactions CMLVs-

matrice au niveau des points focaux entraine une rigidité artérielle plus élevée. 

L’importance de ces interactions CMLVs-matrice a initialement été rapportée chez le 

rat hypertendu (ou SHR pour Spontaneously Hypertensive Rat) où la surexpression 

d’intégrines et de fibronectine augmente les sites d’attachements entre la matrice et 

les CMLVs sans modification de l’élastine et du collagène. Ces modifications 

contribuent à l’adaptation mécanique de la paroi artérielle du rat SHR soumis à des 

contraintes plus élevées (Bezie et al. 1998).  

6) Structure et fonction des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) 

Les CMLVs sont les cellules majoritaires de la paroi artérielle bien que leurs 

distributions soient inégales tout au long de l’arbre artériel. En effet les artères de gros 

calibres possèderont un nombre plus important d’unité musculo-élastique, et une 

élasticité plus importante leur permettant de mieux absorber l’onde de pouls par 

rapport aux artères de petits diamètres plus densément riches en CMLVs et qui 

assurent le maintien d’un tonus vasomoteur jusqu’à la microcirculation et les tissus 

cibles (Resch et al. 2011).  

Les CMLVs sont soumises à des contraintes hémodynamiques constantes mais 

différentes selon leur localisation dans l’arbre artériel. Les CMLVs détectent et 

répondent à divers stimuli mécaniques. C’est ce qui définit le concept de 

mécanobiologie : la cellule perçoit un état mécanique et cela détermine des réponses 

cellulaires (Humphrey et Schwartz 2021). Les forces mécaniques régulent la 
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signalisation et l'expression des gènes pour maintenir une fonction optimale des 

vaisseaux. Ces signaux se propagent à l’intérieur et entre les CMLVs, les intégrines 

liées à la MEC transmettent les forces de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule par 

l’intermédiaire des filaments d’actine, des filaments intermédiaires et des microtubules 

(Wiesner, Legate, et Fässler 2005). Les complexes de jonctions de cadhérine 

permettent la propagation de cellules à cellules. Les contraintes mécaniques 

permettent l’activation de voies de signalisation régulant la prolifération, la migration 

et la contraction (Halka et al. 2008) (Figure 5). 

 

Figure 5 : Impact de l'étirement sur l'activation des voies de signalisation 

modulant le comportement des CMLVs 

Les contraintes mécaniques exercées sur les CMLVs induisent l’activation des 
adhérences focales (AFs) qui elles-mêmes favorisent l’activation des complexes 
Rho/Rho-associated protein kinase (ROCK) et Focal adhésion kinase (FAK)/c-Src. La 
conséquence est une augmentation de l’expression des marqueurs de la contractilité 
et de la prolifération des CMLVs (Halka et al. 2008).  
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La sollicitation mécanique de la paroi des artères joue également un rôle dans la 

régulation du phénotype des CMLVs, par l’activation de la voie Rho/ROCK par les AFs, 

ou des facteurs de transcription comme le complexe SRF (Serum Factor Reponse)-

myocardine permettant l’expression de gènes de différenciation comme SM22α 

(smooth muscle protein 22 alpha), l’α-SMA (α-smooth muscle actin), la smootheline, 

la desmine, la caldesmone et la calponine (Figure 5), (Mack et al. 2001) ; (Owens, 

Kumar, et Wamhoff 2004) et (Hellstrand et Albinsson 2005). Les fibres de stress des 

CMLVs composées d’α-SMA (une isoforme spécifique) sont les composants 

majoritaires des cellules et permettent la mécanotransduction et la transmission 

cellulaire (Qiu et al. 2010). Des contraintes mécaniques induisent une prolifération des 

CMLVs par l’activation des mitogen activated proteins (MAP) kinases ERK 

(extracellular signal regulated kinase) 1/2 et la voie de la phosphoinositide 3-kinase ou 

PI3K (Albinsson et Hellstrand 2007). 

a) Les modifications des cellules musculaires lisses vasculaires dans les 

pathologies artérielles  

Les CMLVs ont pour fonction physiologique principale la régulation du tonus vasculaire 

par leur contraction et leur relaxation à l’intérieur de la paroi artérielle. Elles expriment 

une large gamme de protéines contractiles dont l’α-SMA, les chaînes lourdes de la 

myosine 1 et 2, la calponine et la smootheline. Cependant les CMLVs ne sont pas 

différenciées de manière terminale et conservent donc une plasticité phénotypique. En 

effet des signaux extracellulaires permettent à ces cellules une dédifférenciation 

passant d’un phénotype contractile à un phénotype migratoire, prolifératif ou sécrétoire 

(Sinha, Iyer, et Granata 2014) et (Patrick Lacolley et al. 2017).  

La différenciation des CMLVs dépend de paramètres hémodynamiques, de facteurs 

de croissance, de voie de signalisation régulant la motilité artérielle et l’interactions 
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ligand-récepteur. Outre leur rôle contractile, les CMLVs interviennent dans la 

production de la MEC, la formation néo-intimale et le remodelage vasculaire par un 

changement vers un phénotype synthétique avec un rôle de réparation de la paroi 

artérielle (Kanda et al. 2000) ; (Michel, Li, et Lacolley 2012) et (Durham et al. 2018).  

En conditions physiologiques, les CMLVs avec un phénotype contractile peuvent se 

modifier in vitro vers un phénotype adipogène caractérisé par l’expression de 

marqueurs adipocytaires comme l’adipsine ou la leptine et pouvant faciliter la formation 

de plaques d’athérome (Davies et al. 2005). Les CMLVs peuvent aussi se 

dédifférencier en cellules spumeuses, exprimant des marqueurs cellulaires identiques 

aux macrophages comme le CD68 (cluster of différenciation 68) ou le Galectine-

3/Mac2 et induire des lésions d’artériosclérose (épaississement et perte d’élasticité de 

la paroi des artères) de la paroi (Swirski et Nahrendorf 2014) et (Samouillan et al. 

2012). Le développement de vésicules calcifiantes, l’expression protéique 

d’ostéocalcine et d’ostéopontine avec une disparition des marqueurs de contractilité 

traduisent un changement du phénotype contractile vers un phénotype 

chondrogénique (Figure 6), (Shanahan et al. 2011). 
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Figure 6 : Diagramme phénotypique des CMLVs dans les pathologies 

cardiovasculaires et expressions protéiques. 

Les changements phénotypiques sont caractérisés par des changements d’expression 
protéique dans les CMLVs répondant à des signaux cellulaires et extra-cellulaires et 
entrainant des pathologies diverses (Durham et al. 2018). 

 

L’augmentation de la rigidité artérielle est étiologiquement retrouvée dans de 

nombreuses pathologies vasculaires comme l’athérosclérose, l’hypertension artérielle 

ou dans les accidents vasculaires cérébraux. Cette augmentation se traduit 

conjointement par des modifications intrinsèques des CMLVs et de la MEC avec une 

augmentation du collagène et une diminution de l’élastine in situ. Les CMLVs étant 

prédominantes dans la paroi, et ayant des propriétés mécaniques liées à leur 

cytosquelette et aux variations d’expression de leurs protéines, elles pourraient jouer 
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un rôle prédominant dans la modulation de la rigidité artérielle par leur rigidité cellulaire 

propre. En effet, des CMLVs issues de singes âgés ont une rigidité mesurée à l’aide 

d’un microscope à force atomique plus importante que celles issues de singes jeunes 

(Qiu et al. 2010). Cette augmentation de la rigidité cellulaire s’accompagne d’une 

augmentation du réseau de filaments d’actine reflétant d’importants changements du 

cytosquelette (Figure 7), (Zhu et al. 2012). 

 

Figure 7 : Relief de CMLVs de singes jeunes et âgés d’après (Zhu et al. 2012). 

 

Le réseau de filaments d’actine est plus vaste et dense chez les singes âgés par 

rapport aux jeunes (Zhu et al. 2012). Cependant il existe une disparité dans les 

mesures invitro du module de Young cellulaire. En effet les données de rigidité des 

CMLVs dans la bibliographique sont variables, la rigidité de CMLVs de singes jeunes 

et âgés étaient respectivement d’environ 3,5 et de 22 kPa par nanoindentation (Zhu et 

al. 2012) ou d’environ 10 et 17 kPa pour (Seawright et al. 2018). Pour des CMLVs 
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aortiques de souris le module de Young basal est d’environ 6 kPa (McCallinhart et al. 

2020).  

b) Les intégrines dans la modulation de la fonction des CMLVs  

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques αβ présents à la surface des 

CMLVs, ce sont les principaux récepteurs pour les ligands de la MEC permettant la 

formation d’un complexe protéique appelé Adhérence Focale. Il existe de nombreux 

types et combinaisons de sous unités différentes ayant chacune leurs ligands et 

mécanismes (Tableau 1), (Mousa et al. 1997). La liaison des intégrines aux protéines 

de la MEC est finement régulée par des changements de conformation de l’intégrine. 

En effet, au repos l’intégrine possède une faible affinité pour son récepteur, cependant 

après une activation via des contraintes mécaniques ou une signalisation 

intracellulaire, l’affinité des intégrines augmentent, régulant par conséquent une large 

gamme de fonctions cellulaires. Par exemple, après une lésion de l’endothélium 

vasculaire chez des singes, les CMLVs migrent pour former une néo-intima possédant 

moins de sous unités β1 actives suggérant que cette intégrine sert au maintien des 

CMLVs dans un phénotype contractile (Koyama et al. 1996). 

Tableau 1: Expression et implications des intégrines dans les CMLVs. 

Sous 

unité α 

Sous 

unité β 
Ligands 

Expression dans les 

CMLVs in vivo 

Implications dans 

les CMLVs 

α1 β1 Col I, Col II, Col III,  

Col IV, COL VIII, 

LN I. (Yamamoto et 

al. 1994) 

Hautement exprimée 

dans les CMLVs 

aortiques et coronaires 

(Louis et al. 2007) 

Prolifération et 

migration 

(Loufrani et al. 

2008) 

α3 β1 COL I, LN, FN. 

(Yamamoto et al. 

1994) 

Isoforme a3A 

hautement exprimée 

(Aa et al. 1997) 

La délétion du 

gène codant cette 

intégrine entraine 

la mort des souris 
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en période 

néonatale 

(Kreidberg et al. 

1996). 

α4 β1 VCAM-1, FN, OPN. 

(Yamamoto et al. 

1994) 

Vaisseaux en cours de 

développement ou 

nouvellement formés, 

aorte embryonnaire 

(Sheppard et al. 1994). 

Augmente la 

prolifération et 

entraine la fibrose 

(Reindel et al. 

2013). 

α5 β1 FN, OPN. 

(Yamamoto et al. 

1994) 

Média des artères 

coronaires saines et 

avec athérosclérose, 

artère aortique 

(Pickering et al. 2000). 

Migration des 

CMLVs par la 

voie FAK/Rac1. 

Contribue au 

tonus 

myogénique (Sun 

et al. 2008) . 

α6 β1 CCN1, LN 

(Kortesmaa et al. 

2000). 

Artères carotidiennes 

(Matsumae Hironobu 

et al. 2008). 

Régule 

l’adhésion et la 

prolifération 

(Matsumae 

Hironobu et al. 

2008). 

α6 β4 LN (Kortesmaa et 

al. 2000). 

Canal artériel fœtal 

(Cremona et al. 1994). 

Rôle non identifié 

α7 β1 LN (Yao et al. 

1996). 

Isoforme hautement 

exprimée dans les 

CMLVs aortiques (Yao 

et al. 1996). 

Empêche la 

prolifération, 

maintien du 

phénotype 

contractile (Yao 

et al. 1996), 

(Welser Jennifer 

V. et al. 2007). 
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α8 β1 FN, Ténascine, VN 

(Schnapp, Hatch, 

et al. 1995). 

Très exprimée dans 

les CMLV aortiques 

(Schnapp, Breuss, et 

al. 1995). 

Maintien du 

phénotype 

différencié,  

(Zargham et 

Thibault 2006) 

αv β3 VN, FN, OPN, LN, 

TSP, COL I, COL 

IV, Ténascine-C, 

Fibrinogène, 

Prothrombine, 

VWF (Clyman, 

Mauray, et Kramer 

1992), (Clyman et 

al. 1994), (Yee et 

al. 1998), (Jérémy 

Lagrange et al. 

2021). 

Hautement exprimée 

dans les CMLVs 

aortiques et artérioles 

crémaster, 

surexpression après 

une lésion vasculaire 

(Hoshiga et al. 1995), 

(Wu et al. 1998). 

Migration, 

adhésion, 

apoptose 

(Srivatsa et al. 

1997) 

(von Wnuck 

Lipinski et al. 

2006). 

Hémostase via 

l’augmentation de 

la génération de 

thrombine (Mao 

et al. 2012). 

COL : Collagène, LN : Laminine, OPN : Ostéopontine, FN : Fibronectine, VN : 

Vitronectine, TSP : Thrombospondine, VWF : Facteur von Willebrand. 

Les intégrines jouent un rôle majeur dans le devenir de la CMLV et de ses différentes 

fonctions, l’hétérogénéité de ses sous unités et leurs implications en font des cibles 

thérapeutiques et de recherche de choix. 

c) L’intégrine αvβ3 

L’intégrine αvβ3 est impliquée dans un ensemble de mécanismes cellulaires 

complexes. Elle joue un rôle dans la réorganisation du cytosquelette et module la 

formation de fibres de stress et l’entrée de calcium en activant la voie du facteur 

nucléaire κβ (NF-kB). Cette activation dépendante de facteurs de croissance en fait 

une cible thérapeutique de choix dans le processus tumoral en diminuant 

l’angiogenèse et en favorisant l’apoptose (Eliceiri et Cheresh 2001) et (Rüegg et 
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Mariotti 2003). Elle est aussi impliquée dans l’adhésion cellulaire en liant des éléments 

spécifiques de la MEC. En effet elle est capable de reconnaitre des motifs peptidiques 

RGD contenus dans la fibronectine et la vitronectine. La migration des CMLVs par des 

modifications de forces dans les fibres de stress est diminuée en présence 

d’antagonistes de cette intégrine. Le mécanisme fait intervenir une réduction de 

l’interaction entre la CMLV et la MEC d’une part et une diminution de la signalisation 

cellulaire par l’intégrine d’autre part (Figure 8), (Rupp, Czirók, et Little 2004).  

 

 

 

Figure 8 : Activation et signalisation de l'intégrine αvβ3. 

Le passage de l’intégrine d’une forme inactive à une forme active permet la liaison de 
son ligand via le domaine RGD, ce qui entraine l’activation de voies de signalisation. 
Le recrutement et le regroupement de protéines cytoplasmiques permettent la mobilité 
cellulaire, la réorganisation du cytosquelette. Le couplage de l’intégrine à des 
récepteurs de facteurs de croissance induit une modification de la survie, de la 
prolifération et de la migration des CMLVs (J. Zhao et al. 2020). 
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d) La régulation de la rigidité artérielle et cellulaire par l’intégrine αvβ3. 

L’intégrine αvβ3 permet une signalisation de l’intérieur vers l’extérieur par la fixation de 

son ligand, des protéines cytoplasmiques se lient et changent de conformation. 

Parallèlement, il y a aussi une signalisation de l’extérieur vers l’intérieur impliquée dans 

le devenir cellulaire. Des contraintes mécaniques cycliques appliquées sur la paroi 

favorisent la synthèse de protéines du cytosquelette et contractiles ainsi que 

l’activation de la voie de signalisation Rho (Zeidan et al. 2003). Dans les mêmes 

conditions de contraintes, des CMLVs bronchiques expriment plus de protéines 

contractiles et possèdent un cytosquelette modifié par rapport à des cellules cultivées 

sur un milieu statique. De plus, les cellules soumises à une action mécanique ont une 

orientation perpendiculaire à la force appliquée et plus de fibres de stress. Les AFs qui 

correspondent à un regroupement d’intégrines et de protéines cytoplasmiques 

fortement liées au cytosquelette sont plus nombreuses et longues lorsque les cellules 

sont exposées à des contraintes mécaniques (Romer, Birukov, et Garcia 2006) et 

(Smith, Garcia, et Kogerman 1997). Un étirement cellulaire entraine une activation plus 

importante de la protéine FAK, très impliquée dans les AFs et dans la dynamique de 

réassemblage du cytosquelette et des filaments d’actine. FAK est une protéine à 

tyrosine kinase ubiquitaire de 125 kDa. Elle possède un domaine N-terminal de 

protéines ezrine/radixine/moesine (FERM), un domaine kinase central et un domaine 

C-terminal correspondant aux AFs (FAT ou focal adhesion targeting). Elle est 

exprimée dans les cellules musculaires lisses et joue un rôle important dans la 

signalisation cellulaire des AFs. Une délétion du gène codant pour FAK chez des 

souris entraine des défauts de morphogénèse et une diminution de la mobilité 

cellulaire in vitro (Ilić et al. 1995). L’autophosphorylation de FAK sur la tyrosine 397 

(Tyr397) est une étape majeure nécessaire à sa liaison à la sous unité p85 du PI3K 

(Schlaepfer, Mitra, et Ilic 2004).  Des cellules humaines de mélanomes surexprimant 
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l’intégrine αvβ3 liée à la fibronectine possèdent une rigidité mesurée par microscope à 

force atomique plus importante suggérant qu’une augmentation de l’expression de 

cette intégrine est liée à une augmentation de la rigidité cellulaire (Lacaria et al. 2020).  

En plus des rôles décrits ci-dessus l’intégrine αvβ3 intervient dans un autre processus. 

Elle est capable de lier la prothrombine ce qui entraine une augmentation de la 

génération de thrombine à la surface des CMLVs (Figure 10) (Mao et al. 2012). La 

génération de thrombine nécessite, outre un récepteur pour la prothrombine, des 

facteurs de coagulation, des phospholipides procoagulants et du calcium. La réaction 

enzymatique de clivage de la prothrombine en thrombine par le complexe 

prothrombinase est nécessaire pour la conversion de fibrinogène en fibrine (Figure 9). 

 

Figure 9 : Schéma général de la coagulation. 

Schéma général de la cascade de la coagulation, en présence d’une brèche vasculaire 
le sous endothélium relâche du facteur tissulaire (FT) induisant l’activation du facteur 
VII (FVIIa) et du facteur X (FXa). Le FXa permet le clivage de la prothrombine (FII) en 
thrombine (FIIa). L’auto-amplification de la formation de FIIa a lieu par l’activation du 
facteur V (FVa), du facteur VIII (FVIIIa) et du facteur XI (FXIa). Le FXIa permet 
l’activation du facteur IX (FIXa) qui activera, avec le FVIIIa, le FX. La thrombine permet 
de cliver le fibrinogène induisant la formation de fibrine insoluble qui sera stabilisée 
par l’activation du facteur XIII (FXIIIa) (Jeremy Lagrange et Wenzel 2019). 
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Figure 10 : L’interaction prothrombine/intégrine dans l’hémostase et la 

signalisation cellulaire. 

Les contraintes pulsatiles induisent un changement de conformation de l’intégrine αvβ3 
qui lui permet de passer dans une conformation active et de lier la prothrombine. Cette 
liaison favorise la conversion de prothrombine en thrombine 

 

e) L’intégrine αvβ3 et les adhérences focales  

Les CMLVs s’adaptent constamment aux forces exercées sur elles et aux 

changements de la MEC. Ce phénomène de mécanotransduction traduit une liaison 

constante entre la cellule et son milieu par l’intermédiaire des AFs. Ces AFs forment 

non seulement un lien structurel entre la cellule et son environnement mais permettent 

également d’établir un échange entre les forces mécaniques et les signaux de 

régulation à l’intérieur de la cellule (Figure 11) (Galbraith et al. 2002). Les AFs sont 

largement étudiées dans différentes pathologies et principalement dans les processus 

tumoraux, elles participent à la prolifération, la migration, la différenciation et même 
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l’apoptose (Provenzano et Keely 2011) ; (Gardel et al. 2008) ; (Guvendiren et Burdick 

2010) et (Wang, Dembo, et Wang 2000). 

 

 

Figure 11 : L’adaptation de la mécanotransduction entre la cellule et son 

environnement. 

A : Les cellules présentent dans une MEC déformable subissent des contraintes 
mécaniques à leur surface qui sont détectées à l’endroit des AFs ; B : La perception 
de ces forces entraine une consolidation des AFs et le recrutement de fibres de stress 
afin de transmettre les forces à travers le cytosquelette jusqu’au noyau et permettre 
des modifications de signalisation et d’expression génique. C : Le niveau de force 
appliqué induit des changements conformationnels et un recrutement de protéines 
augmentés lorsque les forces sont plus importantes (Hoffman 2014). 

 

La mécanotransduction régulée par les AFs met en jeu un processus complexe 

impliquant de nombreuses protéines. L’intégrine en conformation activée possède une 

forte affinité pour des protéines de la MEC. La fixation de ces ligands aux intégrines 

αvβ3 entraine la formation d’un complexe d’AFs. Lors de la fixation de la fibronectine à 

l’intégrine αvβ3 en conformation active, la taline (une protéine intra-cytoplasmique) se 

déplie pour se fixer à l’extrémité β de l’intégrine et augmenter encore l’interaction MEC-

Intégrine. Le recrutement de protéines des AFs intracellulaires comme la vinculine, la 
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paxilline ou l’α-actine (ou α-SMA), la phosphorylation de la protéine FAK et leur 

regroupement en complexe d’adhérence focale sont essentiels à la maturation de l’AF 

(Figure 12 et 13) (Kanchanawong et al. 2010). 

 

Figure 12 : L’adhérence focales mature, la liaison entre la MEC et le noyau 

cellulaire. 

Le complexe ligand récepteur entraine le recrutement et le regroupement de protéines 
intra-cytoplasmiques induisant une polymérisation des filaments d’actine et un 
recrutement de myosine II afin de générer une force jusqu’au noyau induisant 
l’expression génique de protéines impliquées dans les AFs. 

 

Les AFs sont des phénomènes dynamiques d’assemblage et de désassemblages au 

cours du temps. Leur maturation s’effectue avec un recrutement croissant de protéines 

d’adhésion afin d’augmenter la polymérisation de l’actine et la capacité contractile des 

CMLVs avec des dynamiques d’AFs allant de quelques secondes à quelques minutes 

(Figure 13). Le désassemblage des AFs est essentiel pour la motilité cellulaire et le 
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réarrangement du cytosquelette. La phosphorylation de la paxilline sur les résidus 

Tyr31 et Tyr118 est essentiel pour le désassemblage de FAK. Une délétion de Tyr31 

et Tyr118 de la paxilline entraine une réduction de la fréquence de désassemblage 

des AFs (Webb et al. 2004). 

 

 

Figure 13 : Les acteurs et la dynamique des adhérences focales. 

Après l’activation des intégrines et la fixation des protéines de la MEC, un recrutement 
de protéines intra-cytoplasmique (taline, vinculine, paxilline, FAK) liées entre elles 
permet la transmission de l’information vers les filaments d’actine et leur 
polymérisation avec le recrutement de protéines contractiles comme l’α-actine ou la 
myosine III. Cette cascade de signalisation est dynamique et entraine des 
assemblages et désassemblages des protéines impliquées (Patrick Lacolley et al. 
2017). 

f) L’intégrine αvβ3 dans la physiopathologie artérielle 

Les facteurs de la coagulation interviennent dans des mécanismes cellulaires 

indépendants de leur fonction primaire dans l’hémostase. Le facteur von Willebrand 

(VWF) est une protéine essentielle dans l’hémostase, elle intervient dans le 

recrutement des plaquettes au point de lésion des vaisseaux lors de l’hémostase 

primaire mais aussi dans l’hémostase secondaire (la coagulation) où elle sert de 
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transporteur pour le facteur VIII. Dans la paroi artérielle, le VWF est sécrété à la fois 

au niveau apical, mais également au niveau basal des cellules endothéliales, 

suggérant que le VWF pourrait avoir des actions dans les couches du sous 

endothélium et donc sur les CMLVs (Sporn, Marder, et Wagner 1986). Le lien entre 

VWF, devenir cellulaire et pathologie vasculaire a été établi par des modifications 

cellulaires dans la prolifération, l’angiogenèse et la modulation de la réponse 

immunitaire. Par l’intermédiaire de la voie de signalisation Notch le VWF intervient 

dans la maturation de la paroi artérielle (Scheppke et al. 2012). De même, le facteur 

VWF est un ligand de l’intégrine αvβ3 au niveau des CMLVs par sa séquence RGD 

(Denis et al. 1993). 
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III. Hypothèses et objectifs 

 

Notre hypothèse de travail et que les CMLVs et leurs fonctions peuvent être modulées 

par des modifications de la rigidité de la paroi et de la matrice médiées par l’intégrine 

αvβ3 à leurs membranes. Des modifications de la rigidité et de l’intégrine induiraient 

des changements structuraux et fonctionnels des CMLVs et des modifications de 

paramètres structuraux dans un modèle in-vivo.  

Nos objectifs sont de mettre en évidence l’implication majeure des CMLVs et de 

l’intégrine αvβ3 dans différentes fonctions de la paroi artérielle comme la rigidité 

artérielle, l’hémostase et la prolifération intimale. Il s’agit aussi de corréler ces 

observations à celles recueillies in-vivo chez un modèle de souris αv
smKO. 

Les objectifs détaillés étaient :  

- D’évaluer la modification de la rigidité des CMLVs lorsque la rigidité de la 

MEC est augmentée. 

 

- De mesurer l’évolution de l’expression protéique des protéines impliquées 

dans les AFs consécutivement à des rigidités variables de la MEC. 

 

- D’observer la dynamique des AFs sur des matrices de rigidités variables 

après transfection des CMLVs par la protéine FAK marquée en utilisant des 

techniques d’imagerie moléculaire. 

 

- D’analyser la participation des CMLVs et de l’intégrine αvβ3 dans l’hémostase 

sur des rigidités de matrices différentes et en conditions pathologiques de 

prolifération intimale en présence de VWF. 

 

- D’analyser le rôle de l’intégrine αvβ3 in-vivo dans les modifications des 

paramètres artériels avec un modèle transgénique in-vivo. 
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IV. Matériel et Méthodes 

1) Modèles de souris invalidées pour la sous unité αv des intégrines dans 

les CMLVs 

Des souris C57B/6 ont été invalidées pour la sous unité αv à l’aide du système Cre-

Lox. Ces souris ont été obtenues en croisant deux lignées : les souris floxées pour la 

sous unité αv des intégrines (αv
flox/flox) données par le Dr. Adam Lacy Hulbert 

(Massachusetts General hospital Boston, USA) et des souris SM22-CreERT2 (lignée 

avec l’insertion du gène, Knock-in = KI) codant pour l’enzyme Cre-recombinase 

inductible par le contrôle du promoteur SM22, données par le Dr. Zenlin Li (CNRS 

UMR_8256, Université Pierre et Marie Curie, Paris VI, France). Les contrôles de cette 

étude ont été les souris αv +/+, αv flox/+ et αv flox/flox, tandis que les souris αv flox/flox CreSMKI 

/+ et αv flox/flox CreSMKI /SMKI étant considérées comme double Knock-out (KO ou αv SMKO). 

L’induction de la délétion de l’intégrine a été réalisée pour les souris âgées de deux 

mois par injection consécutive de tamoxifène (10 mg/mL dilué dans de l’huile 

d’arachide) par voie intrapéritonéale durant trois jours : pour une souris de 25 g, Jour 

1 – Injection de 200 µL/souris, Jour 2 et 3 – Injection de 100 µL/souris (Figure 14)  

 



40 
 

 

Figure 14 : Invalidation de la sous unité αv des intégrines dans les CMLVs chez 

la souris. 

Des souris mâles et femelles adultes ont été utilisées dans cette étude après un 

génotypage par PCR. Les mesures hémodynamiques de la pression artérielle ont été 

réalisées par pléthysmographie, les mesures de rigidité et des propriétés élastiques 

par échotracking de l’artère carotide, la vasoréactivité par un myographe de Mulvany. 

 

2) Conditions expérimentales 

Les souris ont été hébergées selon les normes d’élevage en vigueur et en accord avec 

les recommandations européenne (directive 2010/63/UE, arrêté du 01/02/2013) et le 

CELMEA (Comité d'Ethique Lorrain en Matière d'Expérimentation Animale - n°66). La 

température était comprise entre 20 et 22 °C et l’humidité entre 55 et 65% avec des 

cycles jour-nuit de 12 heures et une alimentation standard avec de l’eau à volonté.  

3) Protocole expérimental de fibrose vasculaire par Angiotensine  

À la suite de l’injection de tamoxifène et l’invalidation de l’intégrine αv, les animaux ont 

été anesthésiés par inhalation d’isoflurane volatile à 3-3,5% sous débit d’oxygène 1,5 

L/min. Les souris ont été traitées par de l’Angiotensine II (Ang II) afin d’induire une 

augmentation de la pression artérielle et une fibrose vasculaire. Une mini-pompe 

osmotique placée en sous-cutané a été implantée afin de diffuser l’Ang II durant 28 
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jours. Deux groupes expérimentaux ont été constitués, l’un contenant des souris 

sauvages (dites wild type, WT) et αv
SMKO qui ont reçu respectivement une faible dose 

d’Ang II (0,3 mg/kg/jour) et l’autre une forte dose d’Ang II (1,5 mg/kg/jour). Un groupe 

contrôle a été réalisé avec une opération sans pose de mini-pompe (Figure 15). 

 

Figure 15 : Protocole animal expérimental.  

Protocole expérimentale allant de l’injection du tamoxifène aux prélèvements des 
organes.  PAS = Pression artérielle systolique, MCSA = Surface de coupe transversale 
médiale - media cross-sectional area. 

 

4) Mesure de la pression artérielle  

La pléthysmographie permet d’acquérir des mesures hémodynamiques in vivo chez 

l’animal conscient en mesurant les déplacements de volume. Les animaux ont été 

préalablement placés dans un compartiment de contention chauffant (Hatteras 

Instruments, Blood Pressure Analysis System, model SC-1000) afin d’augmenter la 

vasodilatation des artères périphériques. La pression est mesurée sur l’artère caudale 
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de l’animal, la queue est placée dans un manchon gonflable comprimant l’artère. 

Lorsque la pression exercée par le manchot est à l’équilibre avec la pression systolique 

de l’artère caudale cette dernière est comprimée afin de bloquer l’afflux sanguin. Cet 

arrêt est détecté par un capteur photoélectrique et analysé par l’enregistreur comme 

étant la valeur in vivo de la pression systolique à l’aide du logiciel SC 1000 BP analysis 

system (Hatteras Instruments, Inc. NC, USA) (Figure 16). 

 

Figure 16 : Représentation schématique de la mesure de pression de l'artère 

caudale dites méthode "tail-cuff". 

Chaque animal est acclimaté durant 2 à 3 jours à ce protocole, les acquisitions 

obtenues à la suite de ces entrainements sont reproductibles et utilisées pour 

l’analyse. Les mesures ont été effectuées avant l’implantation des minipompes puis 

26 à 28 jours après le début du traitement.  
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5) Mesures hémodynamiques in vivo  

a) Préparation  

Les animaux ont été anesthésiés selon le protocole précédemment décrit. Un cathéter 

de polyéthylène de 2 cm (PE-5, BioSeb, France) a été introduit dans l’artère carotide 

gauche et l’artère carotide droite a été enduite de gel de contact. Le cathéter était relié 

à un capteur de pression (P23XL, Becton Dickinson) rempli de sérum physiologique 

hépariné (50 UI/mL). 

b) Acquisition des mesures de pression 

L’acquisition des mesures de pressions systoliques (PAS) et diastolique (PAD) a été 

effectuée avec un système d’enregistrement Ponemah P3Plus 4.9. La pression pulsée 

(PP), correspondant à la différence entre PAS et PAD, et la pression artérielle 

moyenne (PAM) correspondant à : PAD+PP/3 étaient calculées. 

c) Echotracking de l’artère carotide 

Les paramètres mesurés correspondent à des variations de pression et de diamètre 

artérielle durant le cycle cardiaque. Ces techniques ont déjà été utilisées 

précédemment chez la souris au laboratoire (P. Lacolley et al. 2001) (Louis et al. 

2007). La variation systolique et diastolique du diamètre carotidien est mesurée in vivo 

par des ultrasons dérivés de l’échographie, et cela est complété par une méthode de 

poursuite d’échos (échotracking).  

L’onde ultrasonique est placée sur l’artère carotidienne primitive droite, permettant 

ainsi l’enregistrement des échos vibratoires des parois internes et externes de l’artère. 

La visualisation est effectuée sur un écran oscilloscopique (Philips PM 3057). Le 

diamètre et la surface de la lumière artérielle sont déterminés en mesurant les 

distances entre les interfaces acoustiques « sang-paroi artérielle » durant le cycle 

cardiaque. Les mesures sont acquises durant 3 cycles successifs de 4 secondes. A 
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l’aide de ces deux mesures, une courbe pression-diamètre est reconstituée dans 

l’intervalle de pression systolo-diastolique selon une fonction arc-tangente décrite par 

trois paramètres indépendants α, β, γ. 

Le calcul des paramètres mécaniques s’effectue comme suit : 

- Les modifications de la lumière artérielle en fonction de la pression artérielle 

(courbe pression-diamètre) sont calculées à partir de ces trois paramètres α, β, 

γ selon le modèle décrit par Langewouters (Tardy et al. 1991) : 

LCSA = α [π/2 + tan-1 (P-β)/γ] 

ou LCSA (Lumen Cross Sectional Area) correspond à la surface sectionnelle de la 

lumière artérielle et P la pression. 

- La distensibilité est le rapport de la compliance circonférentielle à la surface de 

la lumière : 

Distensibilité = (1/LCSA) x (δLCSA/δP) 

- Le module élastique incrémentiel (Einc) permet d’évaluer les propriétés 

mécaniques intrinsèques du matériau constituant la paroi, indépendamment de 

la géométrie de l’artère : 

Einc = 3/ Distensibilité x (1 + LCSA-MCSA) 

ou la MCSA (Media Cross Sectional Area) représente la surface sectionnelle de la 

média. Les mesures de MCSA nécessaires au calcul du module élastique sont 

déterminées in vitro par méthode histomorphométrique après fixation au formol. La 

surface de la lumière artérielle ainsi que la distensibilité sont calculées in vivo à la 

PAM. 

- L’élasticité du matériau est évaluée à partir des courbes reliant la contrainte 

circonférentielle subie par l’artère au Einc. La contrainte circonférentielle WS 

(Wall Stress) témoigne de l’impact de la pression sur la paroi du vaisseau. Elle 
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se calcule à partir des valeurs de LCSA et de MCSA pour différents niveaux de 

pression artérielle : 

WS = (2 LCSA x P) /MCSA 

6) Culture cellulaire 

Les CMLVs humaines issues d’aortes de donneurs (CC-2571, Lonza) ont été cultivées 

dans du milieu SmBM™ Basal Médium (CC-3181, Lonza) complété avec un kit 

SmGM-2™ Smooth Muscle SingleQuots™ (CC-4149, Lonza) composé d’insuline, de 

facteur de croissance pour fibroblaste humain, de gentamicine, d’amphotéricine, de 

sérum fœtal bovin et de facteur de croissance épidermique. Les cellules ont été 

utilisées pour toutes les expérimentations entre les passages 5 et 8. Le milieu de 

culture des cellules était renouvelé trois fois par semaine et les cellules étaient 

cultivées dans un incubateur à 37°C avec un taux de CO2 de 5%. 

7) Plaques de culture cellulaire à rigidité variable 

Afin de réaliser les images dynamiques en collaboration avec le laboratoire CNRS 

UMR-7021 des gels de polyacrylamide devaient être élaborés sur des lamelles de 

18 mm. 

Les lamelles rectangulaires (C9802, Merck) étaient déposées dans une boite 

recouverte de parafilm sous hotte chimique aspirante, juxtaposé aux lamelles, à 

l’intérieur de la boite était déposé un récipient avec 1 mL de surfasil 10% (42800, 

Pierce) dilué dans du chloroforme durant 15 minutes. Les lamelles rondes de 18 mm 

de diamètre (50-948-975, Thermo Fischer Scientific) étaient déposées dans une boite 

recouverte de parafilm. 200 µL de NaOH étaient déposés sur chaque lamelle pendant 

5 minutes puis aspirés, ensuite 100 µL de 3-aminopropyltrimethoxysilane (3-APTMS) 

(28-1778, Sigma) étaient déposés sur chaque lamelle pendant 5 minutes puis aspirés. 

Trois rinçages successifs avec 200 µL d’eau MiliQ étaient réalisés. Ensuite, 200 µL de 
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Glutaraldéhyde 0.5% étaient déposés pendant 20 minutes puis aspirés et rincés à 

l’eau MiliQ. 

Les différentes concentrations et quantités d’acrylamide 30% (A3574, Sigma-Aldrich) 

et de bis acrylamide 1% (294381, Sigma-Aldrich) étaient calculées en fonction du 

module de Young voulu d’après les travaux présentés en Annexe 1 (Yeung et al. 

2005). Les deux solutions étaient transférées dans un erlenmeyer à vide et dégazées 

durant 10 minutes. La polymérisation était lancée en ajoutant dans un tube 2,5 µL 

d’ammonium persulfate dilué à 10%, 0,75 µL de tétraméthyléthylènediamine (17919, 

Termofisher) et la solution d’acrylamide/bis acrylamide et l’HEPES (ph de 8) afin 

d’arriver à un volume final de 500 µL. Ensuite, 30 µL étaient immédiatement prélevés 

et déposés au centre de chaque lamelle ronde, celles-ci étaient recouvertes avec les 

lamelles rectangulaires et incubées 10 minutes à 37°C pour polymériser. Les deux 

lamelles étaient ensuite séparées et le gel polymérisé sur la lamelle ronde était rincé 

dans 3 mL de tampon phosphate salin (PBS). Sous hotte stérile, les gels étaient 

transférés dans une plaque 6 puits et recouverts de 200 µL de sulfosuccinimidyl6(4’-

azido-2’-nitrophenyl-amino) hexanoate (Sulfo-SANPAH, 1mg/mL, 22589, Pierce) afin 

de permettre la liaison chimique entre le gel et le fibronectine. La plaque était placée 

sous une lampe UV à 365 nm durant 20 minutes. Le surplus de solution de sulfo-

SANPAH est rincé et les gels à nouveau placés sous une lampe UV à 365 nm durant 

20 minutes. 

La plaque était rincée jusqu’à disparition de la coloration orange. Sur chaque lamelle 

200 µL de fibronectine (0.1 mg/mL) (C-43060, Promocell) étaient déposés et incubés 

pendant 15 minutes à 37°C. L’ensemencement était réalisé avec 60 000 cellules par 

puit.  
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8)  Immunofluorescence 

a) Double marquage 

Après détachement des puits des plaques commercialisées, les cellules ont été 

placées sur des lamelles en verre borosilicaté puis fixées au paraformaldéhyde durant 

10 minutes à température ambiante. Chaque lame est ensuite rincée 3 fois au PBS-

Tween (PBS contenant 0,5% de Tween 20, PBST) puis incubée 30 minutes avec du 

PBST-Triton (PBST contenant 0,5% de Triton, PBST-T) avant 3 nouveaux rinçages. 

Les liaisons non spécifiques ont été bloquées avec une solution de PBS-T contenant 

5% d’albumine de sérum bovin (BSA) durant 30 minutes puis les lames ont été rincées. 

Ces dernières ont été incubées durant 1 heure avec l’anticorps primaire (Tableau 2) 

dilué dans une solution de PBS-T BSA à 1% puis rincées au PBST. Elles ont ensuite 

été incubées durant 2 heures à l’obscurité avec un anticorps secondaire conjugué avec 

un fluorochrome Alexa Fluor® 555 ou Alexa Fluor® 488 (anti-mouse A21127, anti-

rabbit A21206, Invitrogen). Après 3 rinçages au PBST, les noyaux ont été marqués au 

DRAQ5 dilué au 1000ème dans du PBS (62251, Thermo Scientific). Enfin, après rinçage 

les lames ont été montées avec un milieu de montage (F46680, Sigma). Des contrôles 

négatifs ont également été réalisés et correspondent à des échantillons où les 

anticorps primaires n’ont pas été déposés. 

b) Colocalisation 

Les CMLVs ont été ensemencées dans des chambres de culture sur lame séparable 

avec 7500 cellules par cuves et incubées en présence ou en absence de VWF (purifié 

à partir de Wilfactin (LFB-Biomédicaments)). Le marquage pour observer la 

colocalisation de deux protéines reprend le même protocole que celui détaillé dans la 

partie III.1. avec les anticorps primaires (anti-LRP4, MAB5928 Biotechne ; anti-VWF 

polyclonal, A0082 Dako et anti-VWF monoclonal synthétisé et fourni par le laboratoire 

Hémostase Inflammation Thrombose, INSERM UMR S1176 de Paris) qui ont été 
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incubés deux à deux dans le même temps durant 2 heures à température ambiante. 

Après rinçage, une sonde Duolink® (Duolink®-Proximity Ligation Assay (Duolink®-

PLA) In Situ kit) a été ajoutée et incubée durant 30 minutes à 37°C. Après 3 rinçages 

au PBST, les noyaux ont été marqués au DRAQ5 dilué au 1000ème dans du PBS 

(62251, Thermo Scientific). Enfin les lames ont été rincées 3 fois au PBST et montées 

avec un milieu de montage (F46680, Sigma). Des contrôles négatifs ont également 

été réalisés et correspondent à des échantillons où les anticorps primaires n’ont pas 

été déposés. 

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés en immunofluorescence. 

Antigènes Références Dilution 

FAK total AHO0502 Thermofisher 200ème  

FAK phosphorylé Sc-374668 SantaCruz 200ème  

Intégrine αvβ3 BS-1310R 

BiossAntibodies 

200ème  

Taline MA5-28133 Invitrogen 200ème  

Vinculine 700062 Invitrogen 300ème  

α-Actine PA5-17308 Invitrogen 300ème  

LRP4 MAB5948 Bio-Techne 200ème  

Facteur von Willebrand A0082 Dako 300ème  

 

9) Imagerie et analyse 

a. Acquisition 

Les images ont été acquises avec un microscope confocal Supercontinuum Leica TCS 

SP5 X à l’aide d’un objectif 40x à immersion à eau et d’un objectif 100x à immersion à 

huile. Le mode séquentiel a permis l’acquisition des images sur trois canaux 

différentiellement (488, 555 et 633 nm) en explorant verticalement de l’extrémité haute 

à l’extrémité basse l’échantillon en z-stack (avec un pas de 1 µm). La platine motorisée 

permettait l’acquisition automatique des différentes images avec un repositionnement 
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précis. Les images ont été acquises par balayage avec 4096 niveaux de gris (12 bits) 

et une résolution de 1024 x 1024 pixels et enregistrées en fichier Tagged image file 

format (TIFF).  

b. Quantification 

Les images ont été analysées avec le logiciel ImageJ version 1.8.0_172. Les stacks 

ont été importés dans le logiciel. Un seuil unique pour l’entièreté des images a été 

défini afin d’éliminer le bruit de fond. Chaque cellule a été détourée individuellement 

et la région d’intérêt (ROI) a été sauvegardée via l’outil ROI Manager pour être 

transposée sur chaque stack. Après sélection des ROI l’outil Measure avec les options 

Area et Mean grey value active dans Set Measurements permettait d’obtenir l’intensité 

moyenne de la ROI sélectionnée et l’aire de cette dernière. Les intensités des cellules 

par stack selon les différentes conditions ont été calculées selon la formule : 

Intensité moyenne de la cellule : Intensité moyenne / Aire de la ROI 

Les différentes intensités par cellule ont été moyennées sur l’ensemble des stacks. 

c. Mesure de colocalisation 

Les images ont été analysées comme décrit précédemment, le plugin colocalization 

finder a permis de sélectionner les deux images avec les deux marquages à analyser 

et le nuage de points afin d’éliminer le bruit de fond et de calculer le coefficient de 

Pearson basé sur l’intensité moyenne des pixels. Les résultats d’un coefficient de 

Pearson sont compris entre -1 et 1, les résultats proches de 0 indiquent qu’aucune 

corrélation n’est mesurée entre la localisation des pixels, et les résultats proches de -

1 et 1 indiquent une forte corrélation négative ou positive entre la localisation des 

pixels. Les coefficients de Pearson ont été calculés pour chaque cellule et stack et une 

moyenne a été réalisée pour la totalité des stacks.  
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10) Microscopie à force atomique 

Au moment des expérimentations avec le microscope à force atomique nous ne 

possédions pas au laboratoire les techniques de synthèse de gel de rigidité variable 

décrites précédemment. Nous avons utilisé des plaques 24 puits avec des gels de 

polyacrylamide de rigidité déterminée (Matrigen™ softwell, 7500 cellules par puit) 

contenant les cellules vivantes, le verre des puits était détaché des plaques par 

pression et immergé dans un milieu sans phénol. Les mesures de module élastique 

ont été réalisées à température ambiante à l’aide d’un microscope à force atomique 

MFP3D-BIO (Asylum Research Technology, Oxford Instruments, Mannheim, 

Allemagne). Les mesures ont été acquises en mode « Force Map » en milieu aqueux 

à une fréquence de 1 Hz. La force maximale appliquée par la pointe sur l’échantillon 

variait de 1,75 à 2 nN afin d’éviter des dommages sur les cellules. La calibration des 

leviers a été réalisée à partir du calcul de la pente des courbes force - distance 

mesurées sur une référence en verre (déflexion du levier par rapport au déplacement 

du scanner piézo-électrique). Le module d’Young a été obtenu en ajustant les calculs 

théoriques de la force appliquée en fonction de l'indentation (c’est-à-dire de la 

déformation ou de la profondeur de pénétration du levier dans la cellule) en utilisant le 

modèle de Hertz pour une géométrie conique de l’indenteur :  

F = {2 E tanα / [π (1 - ν 2)]} · δ 2 

 

où F est la force, δ est la profondeur d'indentation, E est le module d'Young, ν est le 

coefficient de Poisson et α est le demi-angle au sommet de la sonde AFM. 

Un algorithme développé au LCPME par Polyakov et al. (LCPME, UMR 7564, 

Vandoeuvre les Nancy) a été utilisé afin de calculer le module de Young courbe par 

courbe et ainsi de générer une cartographie des propriétés mécaniques pour plusieurs 
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groupes de cellules. Une moyenne des mesures réalisée sur au moins 5 cellules a été 

effectuée pour obtenir la rigidité globale par condition. 

11) Suivi de la génération de thrombine par thrombinographie 

a. Expérimentation 

La thrombinographie permet de suivre la cinétique de la génération de thrombine en 

plasma pauvre ou riche en plaquettes et également à la surface des CMLVs 

adhérentes en culture. Un substrat fluorigène permet le suivi de l’activité de la 

thrombine. Un fluorimètre (Fluoroskan Ascent, Labsystems) permet d’acquérir les 

mesures de fluorescence générées par le clivage du substrat fluorigène. Le logiciel 

Thrombinoscope BV (Synapse, Maastricht, Pays-Bas) permet ensuite l’analyse des 

données collectées. Les CMLVs sont préalablement ensemencées sur des plaques 

96 puits de rigidité différentes (Softwell, Matrigen) durant 24 heures à une densité de 

7500 cellules par puit. Des lavages successifs de PBS et d’HBS (HEPES (N-[2-

hydroxyethyl] pipérazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]) 20 mM, NaCl 140 mM et de 

l’albumine de sérum bovin (BSA, Sigma re. A-3912) à 5 g/L) permettent d’éliminer le 

milieu de culture. Le volume final dans chaque puit est de 100 µL avec 20 µL d’HBS 

et 80 µL de plasma pauvre en plaquette. Un mélange de substrat fluorigène et de 

CaCl2 est ajouté dans chaque puit par l’appareil. Un calibrant composé d’un complexe 

d’α2-macroglobuline/thrombine humaine avec de l’antithrombine bovine 100 nM et de 

l’héparine à 2 U/mL est ajouté dans deux puits avec du plasma. Ce calibrant permettait 

de calculer la quantité de thrombine générée (en molalité). Chacune des conditions 

expérimentales a été réalisée en triplicata.  
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b. Paramètres des courbes de génération de thrombine 

La cinétique de génération de thrombine se compose de 3 phases, l’initiation, la 

propagation et enfin la terminaison. Les paramètres suivants sont mesurés ou calculés 

par le logiciel : 

- Le temps de latence avant la phase de génération de thrombine (temps de la 

phase d’initiation en minutes) 

- Le pic correspondant à la quantité maximale de thrombine générée (en nM) 

- Le temps nécessaire à atteindre la quantité maximale de thrombine (en 

minutes) 

- La vitesse pour éteindre le pic (pente maximale de génération de thrombine en 

nM/min ) 

- Le potentiel endogène de thrombine (Endogenous Thrombin Potential, ETP en 

nM.min) représenté par l’intégration de l’aire sous la courbe. Ce paramètre 

correspond à la quantité totale de l’activité enzymatique que la thrombine est 

capable de réaliser. 

Le temps de latence, le pic et le temps pour atteindre ce pic sont les 3 paramètres 

mesurés (Figure 17), le potentiel endogène et la vélocité sont calculés par le logiciel 

d’analyse.  
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Figure 17 : Schéma des paramètres mesurés et calculés lors de la génération 

de thrombine. 

 

c. Peptide RGT et génération de thrombine 

Le peptide RGT myristoylé (myr-Arg-Gly-Thr, GL Biochem, Shangai, Chine) 

correspond à la partie carboxy-terminale cytoplasmique de la sous unité β3. Sa fixation 

compétitive empêche la fixation de Src à la sous unité et bloque la signalisation de 

l’extérieur de la cellule vers l’intérieur. Le peptide est préalablement reconstitué dans 

du Diméthylsulfoxyde (DMSO) puis dilué dans un tampon HBS avec du calcium à 1 M. 

Les cellules ont été ensemencées dans les plaques comme décrit et les cellules ont 

été incubées 30 minutes à 37°C (avec une concentration finale de 2,5 nM) avant le 

lancement de la génération de thrombine.  
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12) Imagerie dynamique par transfection 

a) Transfection 

Le plasmide dont la séquence est présentée en Annexe 2 permettant la transfection 

de FAK-GFP (Green fluorescent protein) nous a été fournis par l’équipe de Philippe 

Rondé (du Laboratoire Signalisation tumorale et cibles thérapeutiques UMR 7021 

d’Illkirch Graffenstaden). La transfection à l’aide de lipofectamine 3000™ (15282456, 

Invitrogen) a été expérimentée suivant des concentrations de lipofectamine, d’Opti-

MEM (31985062, ThermoFisher Scientific) et de plasmides différentes, cependant les 

cellules présentaient des vacuoles importantes, des formes et des tailles démontrant 

une souffrance cellulaire. La stratégie d’infection par un vecteur viral a été choisie.  

Avant que les CMLVs soient ensemencées sur les gels manufacturés au laboratoire 

selon le protocole décrit précédemment les cellules ont été transfectés par un 

adénovirus dilué (par une dilution en cascade) à 0.05 µL/mL en milieu de culture 

cellulaire, la transfection est visible au microscope à 488 nm (filtre FITC, fluorescéine 

isothiocyanate-5) à fluorescence 24 h après la transfection jusqu’à 48 heure. La 

concentration de 0.05 µL/mL permet aux cellules d’être viables en diminuant les 

vacuoles et la toxicité cellulaire.  

b) Acquisition d’image sur cellules vivantes  

Les lamelles de 18 mm de diamètre ont été transférées sous hotte stérile d’une plaque 

6 puits à une chambre de Ludin (Life Imaging Services). Chaque lamelle a été fixée 

entre une base en acier et un couvercle composé d’un joint d’étanchéité permettant le 

recouvrement de la lamelle par du milieu de culture (Figure 18). La chambre de Ludin 

avec la lamelle et le milieu de culture a été placée dans une enceinte close contenant 

le microscope, à 37°C avec 5% de CO2. Le microscope iMIC (Till Photonics, Munich, 

Allemagne) multimodal est couplé à une source lumineuse SpectraX (Lumencor, Etats 
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Unis) un laser Cobolt Dual Calypso 491/532 nm (Solna, Suède) avec un objectif 

Olympus (Rungis, France) 60×. Les cellules ont été sélectionnées par fluorescence, 

les images ont été acquises toutes les 3 minutes par z-stack (pas de 2 µm) durant 2 

heures sur une caméra sCMOS Flash 4 V2+ (Hamamatsu, Japan)  

 

Figure 18 : 3 configurations de la chambre de Ludin, d'après Life Imaging 

Services - Technical data. 

c) Analyse d’images 

Les images ont été analysées avec le logiciel ImageJ Software. La sélection de la 

meilleure image issue des z-stacks tenant compte de la dérive induite par les 

mouvements de la caméra a été effectuée par un algorithme automatisé. Après avoir 

défini un seuil permettant de supprimer le bruit de fond les AFs ont été comptées et 

mesurées via l’outil « analyze particles » en définissant une taille minimum de pixel. 

Le pourcentage de stabilité des AF a été calculé comme le nombre d’AFs sur une 

image à 0 minute par rapport à l’image à 60 minutes. 

13) Statistiques 

L’ensemble des résultats est exprimé en moyenne ± SEM (erreur standard à la 

moyenne), les comparaisons multiples ont été réalisées par des tests en Anova à 1 

facteur et de Kruskal-Wallis. Les différences sont jugées significatives lorsque la 

puissance du test p est inférieure à 0,05. Les analyses statistiques ont été réalisées 

avec le logiciel Graphpad Prism 7.0. 
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V. Résultats : 

1) Rigidité cellulaire, adhérences focales et leurs acteurs 

a) Rigidité cellulaire en fonction de la rigidité matricielle 

Les capacités migratoires et prolifératives des CMLVs soumises à l’activation de 

l’intégrine αvβ3 sont connues. Ces fonctions peuvent cependant être modulées dans 

des contextes physiopathologiques en particulier liée à la présence d’une rigidité 

tissulaire. Nous avons ainsi dans un premier temps cherché à savoir si des variations 

de rigidité du substrat de la CMLV entrainaient une réponse adaptative et affectait en 

particulier sa rigidité. 

Nous avons mesuré la rigidité des CMLVs humaines cultivées sur des matrices de 

rigidités différentes. 

Le contrôle a été réalisé sur du verre recouvert de fibronectine. Le verre possède un 

module de Young élevé de l’ordre de plusieurs Gpa (Giga Pascal), son extrême rigidité 

est utilisée usuellement comme un contrôle positif.  

Les matrices utilisées étaient celles fournies par Matrigen™, nous avons dans un 

premier temps caractérisé leur rigidité intrinsèque par AFM. Les gels de 0,5 et 50 kPa 

correspondent à des rigidités extrêmes dans le spectre des rigidités de la MEC. En 

effet une rigidité de 0,5 kPa correspond à la rigidité de la MEC au contact des cellules 

gliales du cerveau et 50 kPa correspond au module de Young d’une MEC en soutient 

des cardiomyocytes du myocarde. 

Les cellules ont été sélectionnés suivant leur forme et leur attachement à la matrice 

extracellulaire. Les cellules aillant une forme indiquant une souffrance cellulaire ou un 

aspect non conventionnel étaient écartées. Le nombre n correspond à 7200 mesures 

des courbes de force générées par le levier de l’AFM sur chaque cellule. La technique 
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de « pick-force » piloté par le microscope à force atomique permet d’acquérir une 

cartographie mécanique du module de Young en tous points de la cellule (Figure 19).  

 

Figure 19 : Rigidité des CMLVs en fonction de gel de rigidité croissante. 

Le contrôle correspondant à du verre recouvert de fibronectine (CTRL = contrôle) 
d’une rigidité de plusieurs Gpa N = 6 cellules n = 7200 mesures, ** = P<0 .005 *** = 
p<0,0005%.   

 

Une augmentation de la rigidité de la matrice entraine une augmentation de la rigidité 

de la cellule. Lorsque les cellules sont cultivées sur une surface en verre leur rigidité 

est de 21,5 ± 1,0 kPa. Préalablement nous avons vérifié par AFM que le recouvrement 

de la fibronectine ne modifiait pas la rigidité du support, en effet celui-ci n’est épais que 

de quelques nanomètres. Le groupe de CMLVs contrôle est significativement différent 

du groupe de CMLVs cultivées sur du gel de 0,5 kPa (qui ont une rigidité de 10,1 ± 0,3 

kPa) et du groupe sur gel de 50 kPa (qui ont une rigidité de 17,9 kPa ± 0,3 kPa).  
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b) Quantification des protéines des adhérences focales en fonction de la rigidité 

de la MEC :  

Compte tenu des résultats précédents il nous a semblé important d’observer si cette 

augmentation de rigidité cellulaire était corrélée à une augmentation de l’expression 

des protéines présentes dans les AFs. 

Nous avons quantifié par immunofluorescence 4 protéines majeures engagées dans 

les AFs, en fonction de la rigidité matricielle. Nous avons observé une augmentation 

de l’expression de l’intégrine αvβ3, de la taline, de l’α-actine (ou α-SMA) et de la 

vinculine lorsque la rigidité matricielle augmentait. Une matrice possédant un module 

de Young plus important entraine donc une expression protéique plus importante des 

protéines des AFs (Figure 20).  
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Figure 20 : Images d’immunofluorescence de CMLVs marquées pour l’α-actine, 
l’intégrine αvβ3, la taline et la vinculine et leurs quantifications.  

 A : Les images sont présentées avec le marquage seul, le marquage des noyaux 
cellulaires au DAPI et la superposition des deux images en fonction des rigidités des 
gels (Echelle = 5 µm pour un grossissement d’objectif X60). B : Quantification par 
immunofluorescence de l’intégrine αvβ3 (n=12 p<0,05 vs 0,5 kPa et 4 kPa), de la taline 
(n = 9, p<0,5 vs 0,5 et 4 kPa), de l’α-actine et de la vinculine (n = 9 p< 0,5 vs 0,5 kPa 
et 4 kPa) pour des rigidités croissantes de 0,5, 2 et 4 kPa. 

 

* 
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Pour les trois groupes 0,5, 2 et 4 kPa les résultats sont présentés en fonction du 

pourcentage de l’intensité moyenne normalisée par l’aire de la cellule (en µm²). 

L’intensité moyenne de la fluorescence pour le marquage de l’intégrine αvβ3 est plus 

importante lorsque la rigidité augmente de 0.5 à 2 et significativement différente entre 

0,5 et 4 kPa. Concernant la taline et la vinculine leurs intensités moyennes ne sont pas 

différentes pour des supports de 0,5 et 2 kPa mais augmentent significativement 

lorsque les cellules sont cultivées sur des gels de 4 kPa. On observe une augmentation 

de l’intensité moyenne de l’α-actine (ou α-SMA) en fonction de l’augmentation de la 

rigidité des gels. Enfin nous avons observé une hausse de l’intensité moyenne pour le 

marquage de la vinculine, statistiquement différente entre le groupe 0,5 kPa et le 

groupe 4 kPa. 

La phosphorylation de FAK est une étape essentielle à la dynamique des adhérences 

focales. Nous avons donc mesuré la phosphorylation de FAK lorsque la rigidité 

matricielle augmentait. Le ratio entre la forme phosphorylée de FAK (P-FAK) et la 

forme totale nous a permis de mesurer le taux de phosphorylation en fonction de la 

rigidité de la MEC (Figure 21).  
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Figure 21 : Images d’immunofluorescence de CMLVs marquées pour FAK totale, 
FAK phosphorylée, leurs quantifications et leur ratio. 

A : Les images sont présentées avec le marquage seul, le marquage des noyaux 
cellulaires au DAPI et la superposition des deux images en fonction des rigidités des 
gels (échelle = 5 µm pour un grossissement d’objectif X60). B : Quantification de FAK 
totale (n = 9) et FAK phosphorylée (P-FAK, n = 9, p< 0,05) ainsi que le rapport des 
deux en fonction de rigidité de la MEC croissante (n=9, p< 0,5), 0,5 ; 2 et 4 kPa. Mean 
intensity correspond à l’intensité moyenne de fluorescence par µm². 
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Nous n’avons pas observé de variation significative de FAK total dans les trois groupes 

même si FAK total semble être présent en plus grande quantité lorsque la rigidité 

matricielle est de 0,5 kPa. Des rigidités croissantes de la MEC entrainent une 

phosphorylation plus importante de FAK dans la cellule. L’intensité moyenne de P-

FAK est augmentée pour des rigidités matricielles de 0,5, 2 et 4 kPa avec des 

différences significatives chaque groupe. La conséquence est que le ratio de la forme 

phosphorylée sur la forme totale de FAK diffère aussi en fonction des rigidités du 

milieu. En effet, entre 0,5 et 2 kPa le ratio passe de 0,29 ± 0,08 à 0,49 ± 0,05 et pour 

une rigidité de 4 kPa le ratio monte à 0,72 ± 0,10. Les différences observées entre les 

groupes 0,5 kPa et 4 kPa sont significatives.  

Les résultats précédents nous renseignant sur l’adaptation cellulaire face à la rigidité 

matricielle. Nos résultats montrant une augmentation de l’expression protéique des 

AFs nous ont incité à rechercher si ces AFs subissaient des changements dans leurs 

tailles et dynamiques lorsque la rigidité variait.  

c. Adaptation du protocole de transfection de FAK-GFP aux CMLVs 

Le protocole initial rappelé ci-dessous mis au point par l’équipe de Philippe Rondé 

(CNRS-UMR 7213) permettait la transfection de cellules plus résistantes comme des 

cellules humaines de mélanome avec un réactif de transfection et un plasmide FAK-

GFP.  

200 000 cellules étaient déposées par puit d’une plaque 6 puits, un mélange du 

plasmide FAK-GFP de concentration 2,21 µg/uL et d’Optimen (31985062, Gibco) et 

un mélange de lipofectamine et d’Optimen comme suit :  

4 µg de plasmide par puit. 
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Solution 1 : FAK-GFP (Concentration de 2,21 µg/µl), 5.43 µl + 375 µl d’Optimen durant 

5 minutes à température ambiante. 

 

Solution 2 : Lipofectamine, 5 × 3 = 15,0 µl dans 125 × 3 = 375 µl d’Optimen durant 5 

minutes à température ambiante. 

 

Réunir les deux solutions et laisser à température ambiante 20 minutes.  

 

Déposer 250 µl de solution avec plasmide dans chacun des puits. 

 

Cependant ce protocole appliqué aux CMLVs paraissait cytotoxique, avec une 

importante mortalité cellulaire et des cellules très vacuolisées sans réelle marquage 

de FAK (Figure 22).  

 

 

Figure 22 : CMLVs transfectées avec de la lipofectamine.  

Les flèches bleues indiquent des artéfacts de transfections dans les cellules avec une 
absence de marquage de FAK au microscope confocal (X60). 

 

La cytotoxicité des composés utilisés nous a orienté vers l’utilisation d’un adénovirus 

dont il a fallu mettre au point la quantité nécessaire à une transfection réussie en 

 

Artéfacts de transfection 

Artéfacts de transfection 
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minimisant les artéfacts et la toxicité cellulaire. Avec des concentrations d’adénovirus 

FAK-GFP supérieures à 0,005 µl/L nous observions la présence d’artéfact de 

transfection et de vacuole (Figure 23) 

 

 

Figure 23 : Transfection de FAK-GFP à l’intérieur des CMLVs.  

Sur du verre (A) ou sur un gel de 5 kPa (B). Les flèches bleues représentent FAK-GFP 
(Microscopie confocale, Objectif X60) 

 

Après l’ajustement du protocole de transfection nous observions des AFs sur deux 

rigidités différentes, le verre (plusieurs GPa) correspondant à un contrôle positif dans 

des conditions de rigidité extrême et une gel de 5 kPa correspondant à des conditions 

physiologiques. 

 

 

 

 

 

 

A B 

Verre 5 kPa 
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d. Aires des AFs en fonction de la rigidité de la matrice extracellulaire 

En mesurant la taille des adhérences focales pour des CMLVs ayant pour support du 

verre, à 5 et 10 kPa nous avons observé des différences significatives entre les tailles 

d’AFs (Figure 24). Pour les cellules transfectées et ensemencées sur du verre l’aire 

moyenne des AFs est de 2,54 ±1,1 µm² ce qui est significativement différent des 

cellules sur les gels de 5 kPa et de 10 kPa (respectivement 1,15±0,63 µm² et 

1,31±0,38µm²). Cependant nous n’avons pas observé de différence entre 5 et 10 kPa.

 

Figure 24 : Aire des adhérences focales en fonction de la rigidité matricielle.  

A : Des CMLVs transfectées avec FAK-GFP et ensemencées sur du verre, B : Les 
CMLVs transfectées ensemencées sur un gel de 5 kPa, C : Les CMLVs transfectées 
ensemencées sur un gel de 10 kPa. D : l’aire des AFs en fonction du gel (en µm², n = 
37 p< 0,05, échelle = 5 µm). 
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e. Stabilité des adhérences focales en fonction de rigidité matricielle 

Une AF étant un processus dynamique nous avons ensuite mesuré la stabilité de celle-

ci correspondant à l’assemblage désassemblage des protéines des AFs en fonction 

des différentes rigidités matricielles (Figure 25). 

 

Figure 25 : Images et stabilités des AFs.  

Images acquises au microscope confocal (toutes les 3 minutes durant 1 heure, au 
grossissement d’objectif X60) pour des CMLVs transfectées par un adénovirus 
marquant FAK. Images en microscopie confocale à T0 de FAK transfecté pour des 
rigidités décroissantes de la MEC pour le verre (A), 5 kPa (B), 10 kPa (C) entrainent 
une diminution de la stabilité des adhérences focales (D). Le pourcentage de stabilité 
des adhérences focales est calculé en dénombrant les adhérences focales à t=60 min 
comparé à t=0 min. (échelle = 5 µm, 4 cellules analysées). 
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2) Rôle de la rigidité de la matrice extracellulaire dans la génération de 

thrombine via αvβ3 

a. Génération de thrombine en fonction de rigidités matricielles variables 

Les variations d’expressions protéiques et de dynamique des AFs engagent un 

nombre important de protéines dont l’intégrine αvβ3 à la surface des CMLVs. Cette 

intégrine intervient aussi comme récepteur pour la prothrombine à la surface des 

CMLVs. Cette intégrine est donc un acteur clé dans les relations entre rigidité et 

coagulation au sein de la paroi artérielle. 

La deuxième partie de nos travaux a été orientée sur l’étude d’un effet fonctionnel 

possible de la rigidité cellulaire sur la génération de thrombine à la surface des CMLVs. 

Pour cela les CMLVs ont été cultivées sur des rigidités croissantes et mises en contact 

avec du plasma normal pour mesurer la génération de thrombine (Figure 26 et 27).  
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Figure 26 : Génération de thrombine à la surface des CMLVs en fonction de la 
rigidité matricielle.  

A : Courbes typiques de la génération de thrombine pour des rigidités du support 
différentes. B Temps de latence nécessaire avant la génération explosive de 
thrombine. C Pic maximum de thrombine atteint. D : Temps nécessaire pour atteindre 
le pic (n = 9).  

Les courbes typiques de génération de thrombine montrent que la génération de 

thrombine la plus rapide et la plus intense est observée pour la matrice la plus souple. 

A l’inverse la génération de thrombine la plus lente et la moins intense est observée 

avec la matrice de 50 kPa. L’analyse des paramètres mesurés montrent que le temps 

de latence a tendance à augmenter avec l’augmentation de rigidité de la matrice alors 

que le pic de thrombine a tendance à diminuer. Cette tendance est moins prononcée 

pour le temps pour atteindre le pic.  
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Figure 27 : Potentiel endogène de thrombine à la surface des CMLVs en 
fonction de la rigidité des gels.  

(n = 9, *** = p < 0,0005). 

Le potentiel endogène de thrombine est modifié en fonction de la rigidité cellulaire des 

gels sur lesquels sont ensemencés les CMLVs. Lorsque la rigidité est faible, 0,5 kPa, 

l’ETP est de 2480 ± 103,5 nM.minute cependant lorsque la rigidité matricielle 

augmente l’ETP diminue entre les différents groupes passant de 2225 ± 71,28 pour le 

groupe de 4 kPa à 1625 ± 94,29 nM.minute minute. La comparaison des valeurs entre 

les groupes 0,5 et 50 kPa et entre les groupes 4 et 50 kPa met en évidence des 

différences significatives. Malgré une tendance à des valeurs moins élevées, les 

valeurs groupe 4 kPa ne sont pas différentes de celles du groupe 0,5 kPa.  

b. Génération de thrombine avec un inhibiteur de β3 

Pour étudier le rôle de l’intégrine αvβ3 dans les variations de génération de thrombine 

avec la rigidité de la matrice sur laquelle sont cultivées les CMLVs, nous avons inhibé 

la signalisation de l’intégrine avec le peptide RGT qui se lie à la partie intracellulaire 

terminale de la sous-unité l’intégrine β3 et bloque ainsi la liaison avec Src. Les cellules 
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sont incubées 15 minutes avec le peptide avant le déclenchement de la génération de 

thrombine. 

 

Figure 28 : Génération de thrombine à la surface des CMLVs incubées avec du 
RGT en fonction de la rigidité matricielle.  

A : Courbes typiques de la génération de thrombine pour des rigidités du support 
différentes. B Temps de latence nécessaire avant la génération explosive de 
thrombine. (C) Pic maximum de thrombine atteint. D : Temps nécessaire pour atteindre 
le pic (n = 5), Les pourcentages représentent les variations par rapport aux valeurs 
sans RGT (Figure 26).  

 

Les courbes typiques de génération de thrombine montrent que la génération de 

thrombine en présence de RGT la plus rapide et la plus intense est observée pour la 

matrice la plus souple. A l’inverse la génération de thrombine à la surface de CMLVs 

incubées avec du RGT la plus lente et la moins intense est observée avec la matrice 

de 50 kPa. L’analyse des paramètres mesurés montrent que le temps de latence a 

tendance à augmenter avec l’augmentation de rigidité de la matrice alors que le pic de 

thrombine a tendance à diminuer. Cette tendance est moins prononcée pour le temps 
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pour atteindre le pic.  Le temps de latence est augmenté en présence de RGT, 

l’augmentation la plus forte (48% par rapport au temps sans RGT) est observé pour le 

gel de plus rigide, de même le temps pour atteindre le pic est augmenté dans les 

différents groupes. La variation de la valeur du pic entre les cellules incubées ou non 

avec du RGT est la moins importante pour la rigidité matricielle la plus forte. 

 

Figure 29 : Génération de thrombine en présence d’un inhibiteur de β3 . 

(n = 5, ** = p<0,005). Les pourcentages représentent la diminution de l’ETP par rapport 
aux conditions normales sans inhibiteur (Figure 27). 

 

L’utilisation de RGT à induit une diminution du potentiel endogène de thrombine dans 

les 3 groupes par rapport aux conditions normales (Figure 27). Pour une rigidité 

matricielle de 0,5 kPa l’ETP était de 1867 ± 113,8 nM.minute, pour le groupe 4 kPa il 

était de 1627 ± 120,6 nM.minute et enfin pour les CMLVs reposant sur les gels de forte 

rigidité 1322 ± 72,61 nM.minute. La présence de l’inhibiteur entrainait une diminution 

de l’ETP pour les 3 groupes 0,5, 4 et 50 kPa respectivement de 25, 27 et 19 % 

respectivement. 



72 
 

3) Le facteur von Willebrand et son action sur la CMLVs médié par l’intégrine 

αvβ3. 

Les CMLVs jouent un rôle primordial dans le maintien de la structure et la fonction de 

la paroi artérielle. Cependant au cours d’un processus précoce de réparation de la 

paroi ces cellules peuvent migrer vers la lumière du vaisseau formant une néointima. 

Cette migration des CMLVs peut être entrainée par un ensemble de facteurs comme 

le VWF qui est présent dans le sous-endothélium.  

Le facteur VWF est à la fois impliqué dans l’hémostase primaire et secondaire mais 

intervient aussi dans la physiopathologie de la prolifération des CMLVs. Toutefois, les 

récepteurs et voies de signalisations n’ont pas encore été parfaitement identifiées. La 

liaison entre le VWF et l’intégrine a été établi par une fixation de VWF par son motif 

RGD sur les plaquettes. Outre la fonction de récepteur à la prothrombine de l’intégrine 

nous avons mesuré sa potentielle interaction avec le VWF. Dans un premier temps il 

fallait observer l’implication de l’intégrine αvβ3 dans des conditions pathologiques en 

présence de VWF afin d’observer les récepteurs et voies de signalisation mises en 

jeu : 

- Dans des aortes athérosclérotiques humaines, les CMLVs et le VWF était 

marqué afin d’observer une colocalisation et une potentielle activité 

proliférante et migratoire. 

- Des CMLVs cultivées in vitro de donneurs sains et traitées par des 

concentrations variables de VWF permettaient d’observer l’action proliférative 

du VWF. 

- L’identification, la colocalisation et l’inhibition de récepteurs du VWF à la 

surface des CMLVs comme l’intégrine αvβ3 permettait de mettre en évidence 

les voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire 

- L’utilisation d’un modèle in-vivo de ligature carotidienne de souris  
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D’après la publication intitulé « The VWF/LRP4/αVβ3-axis represents a novel pathway 

regulating proliferation of human vascular smooth muscle cells » publiée dans 

Cardiovascular research en 2021 : 
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Dans cette étude la colocalisation entre les CMLVs et le VWF a été observée dans la 

néointima mais pas dans la média des artères pathologiques supposant que 

l’interaction aurait uniquement lieu à l’endroit des CMLVs en prolifération. 

Le traitement des CMLVs in vitro par des concentrations de VWF a augmenté d’un 

facteur 2 la prolifération cellulaire. Le marquage de VWF et de l’intégrine αvβ3 a permis 

d’observer une colocalisation à la surface des cellules par microscopie confocale. De 

même, en présence du peptide inhibiteur dirigé contre la séquence RGD, les CMLVs 

voyaient leur potentiel prolifératif divisé par 2. L’interaction de l’intégrine αvβ3 avec le 

récepteur LRP4 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 4, par son domaine 

A2) fixe le VWF et permet l’activation des voies de signalisation d’Akt, de p38-MAPK, 

ERK et de Src responsable de la prolifération des CMLVs (Figure 30). 

Le modèle in-vivo de ligature de la carotide de souris montre des résultats similaires à 

ceux observés pour les aortes humaines, en effet on observe un co-marquage des 

CMLVs et du VWF dans la néointima. 
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Figure 30 : Le VWF dans la physiopathologie artérielle par les CMLVs et les 
intégrines αvβ3 . 

La migration des CMLVs pour former la néointima se fait dans un gradient croissant 
de VWF. Ces effets cellulaires sont en partie médiés par la fixation du VWF au 
récepteur LRP4 active l’intégrine αvβ3 permettant la transduction de signaux et 
l’activation de voies de signalisation induisant la migration et la prolifération cellulaire. 

 

4) Paramètres mécaniques et cellulaire dans un modèle in-vivo de souris 

invalidée pour l’intégrine αvβ3 

La modulation phénotypique des CMLVs joue un rôle important dans le vieillissement 

de la paroi artérielle. En réponse à des modifications de leur environnement les CMLVs 

passent d’un phénotype mature à des phénotypes prolifératifs, ostéoblastiques ou 

sécrétoires. Ces modifications interviennent dans différentes pathologies de la paroi 

artérielle. Le collagène et l’élastine sont deux protéines de la MEC. Une modification 

de proportion de ces protéines avec une production importante de collagène et une 

diminution de l’élastine augmente la rigidité de la paroi. Une hypertension peut induire 

l’activation du TGF-β conduisant à une production excessive de collagène. Le TGF-β 

et l’Ang II régulent en partie les structures vasculaires et cardiaques dans des 
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conditions physiologiques. Le TGF-β induit une régulation de l’intégrine αvβ3 à la 

surface des CMLVs, cette intégrine joue un rôle important dans la migration, la 

prolifération et induit des changements structurels du cytosquelette.  L’invalidation 

conditionnelle de la sous unité αv chez la souris permet de mesurer les modifications 

phénotypiques des CMLVs, de rigidité cellulaire et de rigidité artérielle dans le modèle 

d’hypertension artérielle en réponse à l’Ang II.  

La mesure de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque et du diamètre artériel 

chez les souris contrôles ou invalidées pour la sous unité αv dans les CMLVs = αv
SMKO) 

ainsi que la mesure de la contrainte circonférentielle (WS) de la paroi et du module 

élastique (Einc) permet la caractérisation des propriétés mécaniques intrinsèques de 

la paroi en fonction des paramètres hémodynamiques.  

L’AFM sur des CMLVs de souris permet de mesurer de module de Young pour les 

cellules αv
SMKO ou non et traitées ou non par l’Ang II.  

D’après l’article « Smooth muscle integrin αv contributes to the regulation of cell 

stiffness » en cours de publication à ce jour :  
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Concernant les paramètres mécaniques, nous observons une augmentation similaire 

de la rigidité carotidienne dans les souris contrôles traitées par Ang II et  αv
SMKO sans 

changements des paramètres de réactivité vasculaire.  La teneur en collagène est 

augmentée après un traitement avec de l’Ang II. Les mesures par AFM montrent que 

le module de Young des CMLVs αv
smKO est plus élevé par rapport aux contrôles.  Après 

le traitement par l’Ang II on observe une augmentation significative du module de 

Young uniquement pour les CMLVs αsmKO. Les résultats de cet article permettent 

d’observer l’action des intégrines αvβ3 qui sont impliquées dans la rigidité de la paroi 

vasculaire mais aussi dans la rigidité des CMLVs. 
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VI. Discussion  

Ce travail de doctorat a porté sur les conséquences d’une modification de la rigidité 

matricielle sur les CMLVs et le rôle de l’intégrine αvβ3 dans ces modifications. Nous 

avons montré que la rigidité de la MEC entrainait une modification de l’expression des 

protéines du cytosquelette et un renforcement des interactions CMLV/MEC. Nous 

avons démontré que ces modifications traduisaient une adaptation de la CMLV en 

modifiant sa rigidité.  

Il existe principalement deux techniques concernant la mesure de rigidité cellulaire, la 

technique par AFM dites de « colloidal probe » permet de calculer le module d’Young 

de la cellule en appliquant à l’aide d’une sphère une pression sur la CMLV mais cette 

technique ne permet pas d’obtenir de résultats sur la cartographie cellulaire (Gavara 

et Chadwick 2012) . La technique « pick force » de nanoindentation permet en 

revanche de reconstituer à partir de chaque point de mesure une rigidité générale. De 

manière intéressante l’augmentation de la rigidité matricielle entraine une rigidité 

cellulaire globale plus importante. Cependant il est aussi possible de cartographier la 

cellule grâce à la technique développée par Grégory Francius permettant de mesurer 

la rigidité à chaque point de la cellule. Des résultats préliminaires qui n’ont pas été 

développés dans ce manuscrit montrent un front de migration avec une rigidité plus 

importante (Li et al. 2020). Les données obtenues présentent plusieurs limites. Des 

expériences doivent être réalisées avec des rigidités plus physiologiques de 4 à 20 

kPa. Les gels utilisés étaient ceux achetés à la société Matrigen™ avant que nous 

développions au laboratoire les techniques pour fabriquer nos propres gels de rigidité 

croissante. Les résultats montrent que la rigidité maximale que peut atteindre la cellule 

lorsqu’elle est exposée à une rigidité du milieu très importante (pour le verre plus de 1 

GPa) est d’environ 20 kPa. Sur un milieu de faible rigidité la CMLV s’adapte avec une 
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rigidité deux fois inférieure (10 kPa). Seawright et al., dans une publication de 2018 

ont mesuré la rigidité cellulaire de CMLVs de singes jeunes et âgés et obtenu 

respectivement 10 et 17 kPa ce qui correspond à l’ordre de grandeur que nous avons 

retrouvé dans nos expériences (Seawright et al. 2018). De même dans une étude avec 

la même technique de nanoindentation, la rigidité mesurée pour des CMLVs de singe 

jeunes et âgés était de 3,5 et 22 kPa (Zhu et al. 2012). Nos résultats sont proches de 

ceux de la littérature avec une méthode similaire.  

Ces résultats intéressants avec des variations de rigidité matricielle permettent de 

préciser le rôle de la matrice sur l’expression des protéines impliquées dans les AFs. 

L’intégrine αvβ3, la taline, la vinculine, l’α-SMA, FAK et P-FAK sont identifiées comme 

impliquées dans les adhérences focales et dans la transmission des forces. Des 

rigidités croissantes de la MEC entrainent une augmentation de l’expression protéique 

des protéines impliquées dans les AFs. Dans une publication de 2019, Nakao et al., 

ont montré que la taline était nécessaire à l’augmentation de la rigidité cellulaire sur 

des ostéoblastes de souris (Nakao et al. 2019). De même, l’expression protéique de 

la vinculine augmente en fonction de rigidité croissante de la MEC pour des CMLVs 

aortiques de rat  (Shen et al. 2019). Pour des CMLVs de souris l’expression de FAK 

reste la même lorsque la rigidité matricielle augmente mais l’expression de p-FAK 

augmente avec des gels de 2, 11 et 24 kPa (Mui et al. 2015). Les résultats que nous 

retrouvons dans la littérature sont en accord avec nos résultats sur les modifications 

de l’expression des protéines en fonction de la rigidité de la MEC. Les protéines 

impliquées dans les AFs sont augmentées lorsque les rigidités cellulaire et matricielle 

sont augmentées. La phosphorylation de FAK augmente également avec 

l’augmentation du module de Young des gels. Cependant le choix de la plage de 

rigidité est soumis à des contraintes techniques et s’avère difficile en se basant sur la 
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littérature. En effet, dans certaines publications des rigidités faibles ou hautes 

correspondent à 1 et 8 kPa (Janmey, Fletcher, et Reinhart-King 2020) alors qu’il n’est 

pas rare de trouver des rigidités matricielles variant de 1 à 50 kPa (Bertero et al., 2016) 

ou supérieures à 100 kPa (Sit et al. 2020), les paramétrages de l’AFM ou le modèle 

utilisé pourraient avoir une incidence sur les résultats obtenus (Tableau 3). Cela 

suppose qu’en augmentant la rigidité matricielle, les différences d’expression 

protéique que nous avons observées pourraient être plus importantes encore. 

Tableau 3 : Aperçu de rigidité cellulaire en fonction de paramètres de l'AFM. 

Cellules 
étudiées 

Pointes 
d’AFM 
utilisées 

Force 
du levier 
exercée 
(si 
précisé
e, en 
nN) 

Indentatio
n (si 
précisée, 
en nm)  

Modèle Rigidit
é 
(kPa) 

Références 

Phaeodactylu
m tricornutum 
(Bactérie)   

Conique 1,75 et 
2 

200 Hertz 75 - 
2100 

(Francius et 
al. 2008) 

CMLVs 
aortiques de 
souris 

Conique 
recouverte 
de 
fibronectin
e 

  Hertz 5 - 7 (McCallinha
rt et al. 
2020) 

CMLVs 
aortiques de 
rats 

Conique 
en nitrure 
de silicium 

30 Supérieur
e à 800 

Hertz 1,5 (Yan et al. 
2020) 

CMLVs 
aortique de 
singes 

Conique 
recouverte 
de 
fibronectin
e 

  Hertz 14 (Zhu et al. 
2012) 

CMLVs 
soléaires de 
rats 

Conique 
en silicone 
nitride 

  Sneddo
n 

10 (Seawright 
et al. 2018) 

Cellules 
cancéreuses 
humaines 

Conique 
en nitrure 
de silicium 

3 50 Sneddo
n 

5 (Polyakov 
et al. 2011; 
Li et al. 
2020) 
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Après avoir quantifié les différents acteurs des AFs en fonction de la rigidité de la MEC 

nous avons observé les CMLVs dans un contexte dynamique et en transfectant nos 

cellules avec la protéine FAK pour suivre les mouvements des cellules. 

La transfection des CMLVs pour FAK a été un élément important de cette thèse. Le 

plasmide FAK-GFP gracieusement donné par l’équipe de Philippe Rondé (CNRS 

UMR_7021) était principalement utilisé pour la transfection de cellules cancéreuses 

en culture. Cependant, la transfection ne fonctionnait pas sur les CMLVs, entrainant 

leur apoptose et de nombreux artéfacts rendant l’imagerie impossible. Le recours à un 

adénovirus a été in fine privilégié. Cependant, même si la technique s’avère moins 

délétère pour les cellules elle n’en reste pas moins difficile à maitriser tant les 

concentrations doivent être faible (0,005 µL/L de plasmide). Pour des rigidités 

importantes, la fluorescence des AFs masquaient le signal des artéfacts présents à 

l’intérieur du cytoplasme. Cependant, quand les rigidités et donc le signal des AFs 

diminuaient, il devenait difficile d’observer un marquage correct et d’utiliser ces images 

dans le logiciel ImageJ™. De même, les mesures au cours du temps ont posé 

différents problèmes. En effet, même si l’échantillon analysé sous le microscope 

disposait d’un maintien de la température à 37°C et d’une atmosphère contrôlée en 

oxygène et CO2 les cellules examinées plus d’1 heure avec 1 image par minute sur 3 

plans (en z) commençaient à montrer des signes de souffrance et se rétractaient. Il 

conviendra d’adapter ce protocole afin de pouvoir observer le comportement des 

cellules durant au moins deux heures sans doute en diminuant l’exposition des cellules 

et le nombre de plan par cellule ou par heure. La différence de taille des AFs marquées 

est significativement différente pour le contrôle correspondant à du verre par rapport à 

des rigidités de 5 et 10 kPa. Les résultats obtenus sont en adéquation avec ceux de la 

littérature pour différentes lignées cellulaires comme des cellules mammaires de 
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souris, ou pour des CMLVs aortiques de rats (Helguero et al. 2005), (Saphirstein et al. 

2013). L’augmentation de la taille des adhérences focales lorsque la rigidité matricielle 

augmente suggère un regroupement de protéines plus important et une liaison entre 

la MEC, les AFs et le cytosquelette de la CMLV. La conséquence est une modification 

de la structure et de la rigidité cellulaire. Ces résultats sont similaires à ceux d’une 

publication où des CMLVs de rats sans interactions taline/vinculine ou sans 

interactions entre les FAs et le cytosquelette ont un nombre et une taille des FAs 

diminués ainsi qu’une rigidité cellulaire plus faible (Priddle et al. 1998).  

Ces interactions capitales pour le devenir cellulaire dans des conditions 

physiologiques ou pathologiques peuvent induire des modifications de la prolifération 

ou de la migration cellulaire. La dynamique des AFs est un sujet important pour les 

cellules cancéreuses et leurs capacités d’invasion et de migration. Dans de 

nombreuses études FAK est décrite comme une cible d’intérêt pour les thérapies anti-

cancéreuses (Dawson et al. 2021). Son rôle est aussi étudié dans les CMLVs où une 

diminution de l’activité de FAK entrainait une baisse de prolifération et de migration 

(Murphy, Jeong, et Lim 2020). De manière intéressante la dynamique des AFs et de 

FAK est largement étudiée pour les cellules cancéreuses et moins pour les CMVLs. 

Nos résultats montrent une diminution de la stabilité des adhérences focales lorsque 

la rigidité matricielle diminue, la stabilité correspondant au nombre d’AFs présent à t=0 

puis à t=60 minutes. Ces résultats supposent que de faibles rigidités pourraient 

entrainer un renouvellement plus important des AFs au cours du temps. Cependant, 

dans la littérature une étude sur des CMLVs bovines n’a pas mis en évidence de 

différence dans le nombre d’AFs au cours du temps en fonction de différentes rigidités 

(Xu et al. 2020). Ces différences de résultat pourraient s’expliquer par les techniques 

de mesures. En effet, dans la publication citée précédemment les AFs ont été suivies 
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individuellement durant deux heures d’observation avec un calcul de traction de force 

exercée par l’AF. Cette combinaison de l’imagerie et de la reconstitution de la force de 

traction est un élément intéressant qui pourrait être mis en pratique. En effet, durant 

ces travaux nous avons obtenu plusieurs résultats préliminaires intéressants sur la 

microscopie à traction de force. 

Après avoir mesuré les modifications qu’entrainaient des rigidités différentes sur la 

rigidité cellulaire, l’expression protéique et la dynamique des adhérences focales 

médiés par ces protéines et l’intégrine αvβ3, nous avons exploré un autre rôle de cette 

dernière : son rôle dans la modulation de la coagulation en fonction de la rigidité. Cette 

intégrine est en effet un récepteur pour la prothrombine. 

Nos résultats montrent que la génération de thrombine diminue lorsque la rigidité 

augmente. Les faibles rigidités matricielles (0,5 et 4 kPa) entrainent une génération de 

thrombine comparable à celle retrouvée dans la littérature. Cependant, nous avons 

observé que lorsque la rigidité de la MEC augmente (dans un modèle de rat 

spontanément hypertendu), la génération de thrombine diminue d’environ 30% (Ait 

Aissa et al. 2015). Cependant, il est bien décrit que l’augmentation de la rigidité des 

artères au cours du vieillissement augmente de la même manière que le risque de 

thrombose (Patrick Lacolley et al. 2017) (Franchini 2006). Ces résultats suggèrent que 

les CMLVs de la paroi des artères rigides pourraient ne pas intervenir de manière 

déterminante dans ces troubles hémostatiques. Ces suppositions sont corroborées par 

les résultats de génération de thrombine en présence de RGT où nous avons observé 

en présence de cet inhibiteur une diminution de la génération de thrombine : lorsque 

celle-ci est faible le pourcentage de diminution est plus important comparativement à 

une rigidité importante. L’inhibiteur semble permettre de diminuer la part de la 

génération de thrombine dépendante de l’intégrine αvβ3 (Vucko et al. 2019). 
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Cependant, la contribution de l’intégrine parait inégale selon la rigidité de la matrice. 

En effet, même si nous observons une diminution dans les trois groupes, la forte 

rigidité entraine une diminution de l’ETP extrêmement faible. Ces données suggèrent 

que l’intégrine à des rigidités élevées participe peu à la génération de thrombine car 

elle serait impliquée préférentiellement dans les AFs comme vu précédemment. Afin 

de poursuivre ces travaux il serait intéressant d’effectuer des mesures d’affinité entre 

l’intégrine et la prothrombine dans des situations de rigidités matricielles différentes 

puisqu’il est probable que l’intégrine activée et liée à la MEC par des motifs RGD 

subisse un encombrement stérique empêchant la fixation de la prothrombine. 

L’intégrine αvβ3 est connue comme étant un récepteur du VWF par son motif RGD 

(Denis et al. 1993). Mais la signalisation mise en jeu dans la prolifération des CMLVs 

n’avait pas été étudiée. Nos résultats montrent dans l’aorte une colocalisation entre 

l’alpha actine des CMLVs de la néointima et le VWF de manière proportionnelle à 

l’atteinte vasculaire. L’études in vivo de carotides ligaturées de souris contrôles et 

déficientes en VWF a permis d’obtenir des résultats équivalents à ceux observés en 

histologie de vaisseau humain confirmant un mécanisme liant les CMLVs et le VWF. 

De plus, les mesures de migration de CMLVs in vitro de donneurs sains indiquent 

qu’en présence de VWF les CMLVs acquièrent un pouvoir prolifératif près de deux fois 

supérieur. En microscopie confocale nous avons observé une colocalisation entre 

l’intégrine et VWF. L’inhibition de l’intégrine αvβ3 induit une perte des capacités 

prolifératives des CMLVs. Ces résultats montrent l’action du VWF qui est largement 

présent dans la neointima de la paroi artérielle au niveau des CMLVs. Cette action 

implique une interaction avec l’intégrine αvβ3 et le récepteur LRP4 qui permet la 

transduction du signal et la prolifération pathologique des CMLVs. Cibler et diminuer 
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l’affinité de l’intégrine αvβ3 pour le VWF ou la signalisation intracellulaire permettrait de 

diminuer les effets prolifératifs des CMLVs. 

Enfin l’utilisation d’un modèle in-vivo invalidé pour la sous unité αv et le traitement à 

l’Ang II pour induire une hypertension a permis d’apprécier les paramètres mécaniques 

de la paroi artérielle et les modifications cellulaires associées. La rigidité cellulaire des 

CMLVs de souris est augmentée et la teneur en collagène est diminuée après un 

traitement à l’Ang II, cela se traduit par une augmentation similaire de la rigidité 

carotidienne dans les deux groupes traités par l’Ang II mais pas de modification sur la 

réactivité ou le tonus myogénique. Après le traitement par l’Ang II le module de Young 

est augmenté uniquement pour les CMLVs de souris αv
smKO et pas pour le groupe 

contrôle. La rigidité artérielle augmentée chez la souris αv
smKO est plutôt en rapport 

avec l’augmentation de la rigidité cellulaire que la modification de la MEC. Ce modèle 

montre la participation de la rigidité des CMLVs à la rigidité de la paroi dépendante 

des intégrines et indépendante des contraintes de pression 
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VII. Conclusion :  

Nous avons montré que l’intégrine αvβ3 avait de nombreux rôles physiopathologiques 

et permettait une modulation de la réponse des CMLVs en adaptation à leur 

environnement. 

Les CMLVs par l’interaction entre l’intégrine αvβ3 et les motifs RGD de protéines de la 

MEC s’adaptent aux modifications de la rigidité matricielle en induisant une réponse 

médiée par les AFs. Des rigidités matricielles augmentées permettent de moduler la 

formation de thrombine à la surface des CMLVs médiée par l’intégrine αvβ3. Cette 

dernière dans un contexte physiopathologique intervient dans la migration et la 

prolifération des CMLVs dans la néo-intima de vaisseaux lésés en présence de VWF. 

Actuellement il n’existe pas de stratégie anti-intégrine αvβ3 à l’exception de 

l’angiogenèse pour des thérapies anti-cancéreuses. Le modèle de souris développé 

permet d’apprécier l’implication de l’intégrine αvβ3 dans la rigidité de la paroi et la 

contribution de la rigidité cellulaire. L’inhibition complète de l’intégrine αvβ3 de la paroi 

induirait une distensibilité des artères de gros calibres pouvant mener à des 

anévrismes. Son rôle dans la rigidité artérielle, dans la rigidité cellulaire et dans la 

prolifération des CMLVs en fait une cible thérapeutique intéressante, en particulier 

dans les anévrismes abdominaux caractérisés par des thrombus interpariétaux. Il 

serait intéressant de développer des molécules/vecteurs ciblant spécifiquement les 

intégrines αvβ3 des CMLVs ou leurs ligands.  
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Annexe 2 
 

Séquence du plasmide FAK-GFP :   

  

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATG 
GCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACT 
TTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCC 

CCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGT 

ACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCA 
CGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCG 

TAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACC 

GTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGCCGAGCTGTTCACCGGCATCGTGCCCATCCTGATCG 

AGCTGAATGGCGATGTGAATGGCCACAAGTTCAGCGTGAGCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG 
AAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCTGTGCCCTGGCCCACCCTGGTGACCACCCTGAGCTACGGCGTGCAGTGCTTCTC 

ACGCTACCCCGATCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGCTACATCCAGGAGCGCACCATCTTCT 

TCGAGGATGACGGCAACTACAAGTCGCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGATACCCTGGTGAATCGCATCGAGCTGACCGGC 

ACCGATTTCAAGGAGGATGGCAACATCCTGGGCAATAAGATGGAGTACAACTACAACGCCCACAATGTGTACATCATGACCGA 

CAAGGCCAAGAATGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGATGGCAGCGTGCAGCTGGCCGACCACTACC 

AGCAGAATACCCCCATCGGCGATGGCCCTGTGCTGCTGCCCGATAACCACTACCTGTCCACCCAGAGCGCCCTGTCCAAGGAC 
CCCAACGAGAAGCGCGATCACATGATCTACTTCGGCTTCGTGACCGCCGCCGCCATCACCCACGGCATGGATGAGCTGTACAA 

GTCCGGACTCAgatctatggcagctgcttaccttgaccccaacttgaatcacacaccaaattcgagtactaagactcacctgg 

gtactggtatggaacgttctcctggtgcaatggagcgaAtattaaaggtctttcattattttgaaagcaatagtgagccaacc 

acctgggccagtattatcaggcatggagatgctactgatgtcaggggcatcattcagaagatagtggacagtcacaaagtaaa 

gcatgtggcctgctatggattccgcctcagtcacctgcggtcagaggaggttcactggcttcacgtggatatgggcgtctcca 

gtgtgagggagaagtatgagcttgctcacccaccagaggagtggaaatatgaattgagaattcAttatttgccaaaaggattt 

ctaaaccagtttactgaagataagccaactttgaatttcttctatcaacaggtgaagagcgattatatgttagagatagctga 

tcaagtggaccaggaaattgctttgaagttgggttgtctagaaatacggcgatcatactgggagatgcggggcaatgcactag 

aaaagaagtctaactatgaagtattagaaaaagatgttggtttaaagcgattttttcctaagagtttactggattctgtcaag 

gccaaaacactaagaaaactgatccaacaaacatttagacaatttgccaaccttaatagagaagaaagtattctgaaattctt 

tgagatcctgtctccagtctacagatttgataaggaatgcttcaagtgtgctcttggttcaagctggattatttcagtggaac 

tggcaatcggcccagaagaaggaatcagttacctaacggacaagggctgcaatcccacacatcttgctgacttcactcaagtg 

caaaccattcagtattcaaacagtgaagacaaggacagaaaaggaatgctacaactaaaaatagcaggtgcacccgagcctct 

gacagtgacggcaccatccctaaccattgcggagaatatggctgacctaatagatgggtactgccggctggtgaatggaacct 

cgcagtcatttatcatcagacctcagaaagaaggtgaacgggctttgccatcaataccaaagttggccaacagcgaaaagcaa 

ggcatgcggacacacgccgtctctgtgtcagaaacagatgattatgctgagattatagatgaagaagatacttacaccatgcc 

ctcaaccagggattatgagattcaaagagaaagaatagaacttggacgatgtattggagaaggccaatttggagatgtacatc 

aaggcatttatatgagtccagagaatccagctttggcggttgcaattaaaacatgtaaaaactgtacttcggacagcgtgaga 

gagaaatttcttcaagaagccttaacaatgcgtcagtttgaccatcctcatattgtgaagctgattggagtcatcacagagaa 

tcctgtctggataatcatggagctgtgcacacttggagagctgaggtcatttttgcaagtaaggaaatacagtttggatctag 

catctttgatcctgtatgcctatcagcttagtacagctcttgcatatctagagagcaaaagatttgtacacagggacattgct 

gctcggaatgttctggtgtcctcaaatgattgtgtaaaattaggagactttggattatcccgatatatggaagatagtactta 

ctacaaagcttccaaaggaaaattgcctattaaatggatggctccagagtcaatcaattttcgacgttttacctcagctagtg 

acgtatggatgtttggtgtgtgtatgtgggagatactgatgcatggtgtgaagccttttcaaggagtgaagaacaatgatgta 

atcggtcgaattgaaaatggggaaagattaccaatgcctccaaattgtcctcctaccctctacagccttatgacgaaatgctg 

ggcctatgaccccagcaggcggcccaggtttactgaacttaaagctcagctcagcacaatcctggaggaagagaaggctcagc 

aagaagagcgcatgaggatggagtccagaagacaggccacagtgtcctgggactccggagggtctgatgaagcaccgcccaag 

cccagcagaccgggttatcccagtccgaggtccagcgaaggattttatcccagcccacagcacatggtacaaaccaatcatta 

ccaggtttctggctaccctggttcacatggaatcacagccatggctggcagcatctatccaggtcaggcatctcttttggacc 

aaacagattcatggaatcatagacctcaggagatagcaatgtggcagcccaatgtggaggactctacagtattggacctgcga 

gggattgggcaagtgttgccaacccatctgatggaagagcgtctaatccgacagcaacaggaaatggaagaagatcagcgctg 

gctggaaaaagaggaaagatttctgaaacctgatgtgagactctctcgaggcagtattgacagggaggatggaagtcttcagg 

gtccgattggaaaccaacatatatatcagcctgtgggtaaaccagatcctgcagctccaccaaagaaaccgcctcgccctgga 

gctcccggtcatctgggaagccttgccagcctcagcagccctgctgacagctacaacgagggtgtcaagcCATGGAGGCttca 

gccccaggaaatcagcccccctcctactgccaacctggaccggtcgaatgataaggtgtacgagaatgtgacgggcctggtga 

aagctgtcatcgagatgtccagtaaaatccagccagccccaccagaggagtatgtccctatggtgaaggaagtcggcttggcc 

ctgaggacattattggccactgtggatgagaccattcccctcctaccagccagcacccaccgagagattgagatggcacagaa 

gctattgaactctgacctgggtgagctcatcaacaagatgaaactggcccagcagtatgtcatgaccagcctccagcaagagt 

acaaaaagcaaatgctgactgctgctcacgccctggctgtggatgccaaaaacttactcgatgtcattgaccaagcaagactg 

aaaatgctAgggcagacgagaccacactgagTCGAC  
CAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCA 

TTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAACGCGTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGT 

TAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAA 

GAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGG 
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GCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAG 

CACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAG 
AAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGC 

GCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAA 

ATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAGAACC 
AGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAAT 

TAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAAC 

CATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTT 
TTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGC 

TTTTGCAAAGATCGATATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCT 

CCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTA 
AATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCT 

TGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAA 

CCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTC 
GGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCA 
CTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCC 
CCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGAC 
TGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCA 
GCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTG 

ACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCC 

GGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGA 

TAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAGTTCTAGAGGATCATAATCAGCCATACCACATTTGT 

AGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACT 

TGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCCTCGC 
GATCCACAACCATGGCGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTC 

AGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA 

GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC 
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGC 

ACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGA 

GCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTAT 
TCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGC 

TGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGC 

ACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACC 
ACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAAT 

AGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG 

GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACG 
ACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAAGGCGC 

GCCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG 

TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAG 
ATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGT 

TTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC 

TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTG 
GCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTG 

AACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA 

GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTT 
CCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTC 

AGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT 

TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATGCAT   

Agatct  : bglII  

gTCGAC  : SalI  

  

ATGGTG…GAGCTGTACAAG : GFP   
Atggcagc… cacactga : hFAK  
NB : 4 mutations :  

- En position 106 en acide nucléique : A au lieu de G -> Ile au lieu de Val  
- En position 380 en acide nucléique : A au lieu de G -> His au lieu de Arg  
- En position 2711 en acide nucléique : insertion de 9pb soit insertion des acides aminés PWR  
- En position 3147 en acide nucléique : A au lieu de T (mutation silencieuse)  



 

Résumé : 

L’augmentation de la rigidité artérielle est un facteur de risque dans le développement des pathologies 
cardiovasculaires. Elle implique un ensemble de mécanismes complexes correspondant à la rigidité de 
chaque élément de la paroi. Dans la media les interactions entre les cellules musculaires lisses vasculaires 
(CMLV) et la matrice extracellulaire (MEC) s’effectuent par l’intermédiaire de l’intégrine αvβ3 et d’adhérences 
focales (AF) qui permettent la mécanotransduction. Les CMLVs ont de nombreux rôles physiopathologiques, 
elles interviennent en particulier dans le maintien du tonus myogénique et la motilité artérielle mais le 
laboratoire a également mis évidence son rôle dans la coagulation en particulier via l’αvβ3 comme récepteur 
pour la prothrombine. Ainsi notre hypothèse est que l’intégrine est impliquée dans la réponse des CMLVs 
dans la rigidité artérielle et ses mécanismes physiopathologiques. Les objectifs de ce travail ont été d’étudier 
l’adaptation des CMLVs à des MECs de rigidités différentes et l’impact de ces modifications dans la 
physiologie cellulaire et vasculaires. Les résultats de ces travaux montrent que la rigidité des CMLVs 
augmente avec la rigidité de la MEC. La synthèse des protéines impliquées dans les AF et la phosphorylation 
de la focal adhesion kinase (FAK) sont également augmentées avec la rigidité du support. Au niveau 
fonctionnel avec l’exemple de la coagulation, la génération de thrombine à la surface des CMLVs diminue 
lorsque la rigidité augmente et, l’utilisation d’un inhibiteur de l’intégrine αvβ3 limite encore plus la génération 
de thrombine. Enfin, nous avons observé dans des aortes athérosclérotiques humaines une colocalisation 
du facteur von Willebrand (VWF) et de l’alpha actine des CMLVs et mis en évidence un rôle prolifératif du 
VWF sur les CMLVs via l’αvβ3. Cette fonction a été confirmée dans un modèle de souris déficiente en VWF. 
Lors de l’invalidation de cette intégrine dans un modèle de souris (αsmKO) traité avec de l’angiotensine II (Ang 
II) nous avons mesuré une rigidité artérielle aortique semblable au groupe contrôle. Cependant la rigidité 
cellulaire des CMLVs αsmKO traitées par Ang II était significativement plus importante. En conclusion, ces 
résultats ont montré le rôle majeur de l’intégrine αvβ3 dans les fonctions des CMLVs, autant dans leurs 
adaptations aux stimuli extérieurs comme des rigidités de la MEC que dans leurs fonctions en induisant une 
diminution de la génération de thrombine ou en participant à leur prolifération via le VWF. 

Mots-clés : Intégrine αvβ3, cellules musculaires lisses vasculaires, hémostase, facteur von Willebrand, 
génération de thrombine. 

Summary : 

Arterial stiffness increase is a major risk factor in the development of cardiovascular pathologies. It involves 
complex mechanisms corresponding to the rigidity of each element of the arterial wall. In the media, 
interactions between vascular smooth muscle cells (VSMC) and extracellular matrix (ECM) are mediated by 
αvβ3 integrin and focal adhesions (FA) which allow mechanotransduction. VSMCs have several 
physiopathological roles, they are involved in myogenic tone and arterial motility, and our laboratory has also 
demonstrated its role in coagulation, in particular via αvβ3 as a prothrombin receptor. Our hypothesis is that 
integrin is involved in the response of VSMCs in arterial stiffness and its pathophysiological mechanisms. 
The objectives of this work were to study the adaptation of VSMCs to ECMs with different rigidities and the 
impact of these modifications on cell and vascular physiology. The results of this work show that the rigidity 
of VSMCs increases with the rigidity of the ECM. The synthesis of proteins involved in AF and phosphorylation 
of focal adhesion kinase (FAK) were increased with the stiffness of the support. Functionally with the example 
of coagulation, the thrombin generation thrombin on the VSMCs surface decreases with increasing rigidity, 
and the use of an integrin inhibitor of αvβ3 further limits thrombin generation. Finally, we observed in human 
atherosclerotic aortas a co-localization of von Willebrand factor (VWF) and VSMCs and demonstrated a 
proliferative role of VWF on VSMCs via αvβ3. This function was confirmed in a VWF-deficient mouse model. 
The invalidation of this integrin in a mouse model (αsmKO) treated with angiotensin II (Ang II) we measured 
aortic arterial stiffness similar to the control, however the cellular stiffness of the αsmKO VSMC’s treated with 
Ang II was significantly more important. These results showed the major role of αvβ3 integrin in the cellular 
biology of VSMCs, and in their adaptations to external stimuli such as rigidities of the ECM in their functions 
by inducing a decrease in the ability to support thrombin generation or in participating in their proliferation via 
the VWF. In conclusion, CMLVs, through its many roles, play a role on many scales in pathologies linked to 
aging. αvβ3 integrin is involved in many pathways of different functions and could be a therapeutic target of 
choice in order to modulate the responses of the arterial wall in aging. 

Keywords : αvβ3 integrin, vascular smooth muscle cells, hemostasis, von Willebrand factor, thrombin 
generation. 




