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RESUME

Le role de I’inflammation dans le développement des maladies cardiovasculaires reste un
domaine majeur d’investigation dans la recherche de nouvelles thérapies. En effet,
I’inflammation constitue un ¢lément essentiel de la pathologie de 1’athérosclérose mais
également de la resténose, complication majeure du traitement par angioplastie de
I’athérosclérose. Les cellules inflammatoires ainsi que les médiateurs immuns sont impliqués
dans toutes les étapes du développement de I’athérosclérose. Elles participent également & la
modulation phénotypique des cellules musculaires lisses (CML) qui vont acquérir un
phénotype migratoire et prolifératif aboutissant a I’hyperplasie intimale, celle-ci constituant le
mécanisme majeure de la resténose.

L’isoforme gamma des phosphoinositide 3-kinases (PI3Ky) a fait 1’objet d’un intérét
croissant ces dernieres années dans les pathologies inflammatoires. Ces kinases appartiennent
a la classe | des PI3K capables de générer du phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP5)
impliqués dans la régulation d’un grand nombre de processus biologiques. La classe | des
PI3K est divisée en deux sous-classes, la classe 1A (p110a, B et 5) classiquement activée par
les tyrosine kinases, et la classe IB (p110y) activée par les récepteurs couplés aux protéines G
hétérotrimériques. La génération de souris invalidées pour la PI3Ky a permis de montrer que
les voies de signalisation impliquant cette kinase modulaient des fonctions immunitaires
placant la PI3Ky comme un bon candidat dans la recherche de cibles thérapeutiques pour le
traitement de pathologies auto-immunes. De plus, des études récentes ont montré un profil
d’expression complexe de la PI3Ky incluant de faibles taux d’expression de cette kinase dans
différents types cellulaires du systeme cardiovasculaire notamment dans les CML.
L’ensemble de ces données a permis de poser I’hypothése d’un role possible de la PI3Ky dans
I’athérogénese et ses complications.

Ainsi dans une premiere partie, nous nous sommes intéressés au role de la PI3Ky
dans le développement de I’athérosclérose. L’administration intrapéritonéale d’un inhibiteur
pharmacologique spécifique de la PI3Ky conduit & une diminution du développement de
Iésions athéromateuses précoces mais aussi de plaques plus avancées dans deux modeles
murins d’athérosclérose. De plus, a 1’aide de souris chiméres dépourvues de la PI3Ky dans le
systéeme immunitaire, nous avons demontre le role central de la PI3Ky dans les processus
inflammatoires de la paroi artérielle conduisant au développement de la plaque d’athérome et
participant a sa déstabilisation.

La deuxieme partie de ce travail s’est intéressée aux fonctions de la PI3Ky dans les
cellules composant la paroi artérielle et plus particulierement les CML. Ce travail réalisé in
vitro a permis de mettre en évidence I’implication de la PI3Ky dans la migration des CML
stimulées par la chimiokine MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1). De plus, nous avons
montré que la PI3Ky pouvait servir d’amplificateur de la réponse au PDGF par un mécanisme
autocrine/paracrine faisant intervenir le complexe MCP-1/CCR2 (MCP-1 receptor).

L’ensemble des propriétés de la PI3Ky dans la paroi artérielle que nous avons démontré
placent cette kinase comme une cible thérapeutiqgue de choix dans le traitement de
I’athérosclérose et de ses complications.
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ABSTRACT

The role of inflammation in cardiovascular diseases has become an active area of
investigation for the development of novel and innovative drugs targeting inflammatory
proteins. Inflammation is a crucial event in atherosclerosis and restenosis, a major
complication of atherosclerosis treatment by angioplasty. Inflammatory cells and immune
factors are involved in all stages of the atherosclerotic process. Moreover, these cells are in
part responsible for smooth muscle cell (SMC) migration and proliferation leading to intimal
hyperplasia.

The gamma isoform of phosphoinositide 3-kinase (PI3Ky) belongs to class | PI3K family
producing 3-phosphoinositides and especially phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIPs)
involved in many biological effects. The class | of PI3K is divided in two subclasses: class 1A
(p110a, B and o) classically activated through tyrosine kinase receptors and class IB (p110y),
mainly activated by G protein-coupled receptors. Mice lacking catalytic subunits p110y have
demonstrated a role of this isoform in several inflammatory and immune functions marking
PI3Ky as a good candidate for drug development in autoimmune diseases. In addition to its
functions in the immune system recent studies have demonstrated a more complex expression
pattern in other cell types, particularly in SMC. These properties suggest that PI3Ky could
play a role in atherosclerosis and its complications.

In this work, we have first focused on the role of PI3Ky in atherosclerosis development.
Our results demonstrate that a specific PI3Ky inhibitor is effective in murine models of
established atherosclerosis. Intraperitoneal administration of PI3Ky inhibitor significantly
decreased early atherosclerotic lesions and attenuated more advanced atherosclerosis in two
mouse models of atherosclerosis. Moreover chimeric mice lacking PI3Ky exclusively in
immune cells showed that PI3Ky plays an essential role in inflammatory processes of the
vascular wall leading to the development of atherosclerosis and to plaque stability.

In a second part, we investigate the specific involvement of PI3Ky in arterial wall and
especially in SMC functions. Our results show that this kinase is essential to SMC migration
induced by MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) in vitro. Moreover we demonstrate that
PI3Ky could amplify PDGF (platelet-derived growth factor)-stimulated SMC migration by an
autocrine/paracrine pathway involving MCP-1 secretion and its receptor CCR2 activation.

Altogether our results indicate that PI3Ky could be a potential new therapeutic target in
atherosclerosis treatment and its complications.
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies cardiovasculaires représentent la premiere cause de mortalité dans le monde
et la deuxiéme cause de décés en France. L’athérosclérose, pathologie de la paroi artérielle
complexe et multifactorielle, représente une composante clé de ces maladies. Le réle de
I’inflammation dans le développement des pathologies cardiovasculaires, et en particulier de
I’athérosclérose, constitue depuis quelques années un domaine majeur d’investigation. En
effet, I’inflammation constitue un élément essentiel de la pathologie de 1’athérosclérose,
impliquée dans toutes les étapes du développement de la plaque d’athérome, depuis son
initiation jusqu'a ses complications. Les mécanismes inflammatoires jouent également un réle
central dans le processus de resténose, principale complication du traitement par angioplastie
de I’athérosclérose. L’angioplastic avec pose de stent est actuellement le seul traitement de
I’athérosclérose. Les processus inflammatoires sont en partie responsable de la modulation
phénotypique des cellules musculaires lisses (CML) qui migrent et proliférent dans I’intima,
aboutissant a 1’hyperplasie intimale caractérisant cette complication. Les pathologies de
I’athérosclérose et de la resténose présentent de nombreux points communs en termes de
mécanismes cellulaires, débutant toutes les deux par un dysfonctionnement de 1’endothélium
qui entraine une réponse inflammatoire participant a la prolifération et migration anormales
des CML.

Les phosphoinositide 3-kinases (PI3K) constituent une famille d’enzyme capable de
produire des seconds messagers lipidiques impliqués dans un grand nombre d’effets
biologiques. Trois classes de PI3K ont été identifiées et les PI3K de la classe | sont divisées
en deux sous-classes: la classe IA (PI3Ka, B et 8) classiquement activée par les tyrosine
kinases, et la classe IB (PI3Ky) activée par les récepteurs couplés aux protéines G
hetérotrimériques. La PI3Ky, qui fait I’objet de ce travail de thése, a tout d’abord été décrite
dans les cellules hématopoiétiques. Cette isoforme joue en effet un réle majeur dans les
processus inflammatoires, auto-immuns, allergiques et a fait 1’objet d’un intérét croissant ces
derniéres années dans les pathologies auto-immunes. De plus, des études récentes ont montré
un faible taux d’expression de la PI3Ky dans différents types cellulaires du systéme
cardiovasculaire, en particulier dans les cellules composants la paroi artérielle (cellules
endothéliales et CML). L’ensemble de ces données apparait particuliérement intéressant dans
le contexte des pathologies cardiovasculaires et ¢’est pourquoi nous nous sommes intéressés

au réle de la PI3Ky dans les pathologies de la paroi artérielle telles que 1’athérosclérose et ses
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INTRODUCTION GENERALE

complications. L’introduction bibliographique de ce manuscrit comporte deux chapitres
permettant de mieux aborder I’ensemble de nos résultats. Le premier chapitre est consacré a la
paroi vasculaire saine et pathologique. Nous détaillerons dans cette partie la pathologie de
I’athérosclérose et la principale complication de son traitement, la resténose. Apres avoir
abordé les généralités et présenté les modeles d’étude animaux, nous préciserons les
mécanismes cellulaires mis en jeu en insistant plus particulierement sur le réle majeur de
I’inflammation dans ces deux pathologies. Une description des différentes approches
thérapeutiques visant a limiter 1’incidence de ces deux maladies de la paroi vasculaire sera
finalement réalisée. Dans le deuxiéme chapitre, nous nous intéresserons aux fonctions
physiopathologiques de 1’isoforme y des PI3K. Les fonctions de la PI3Ky présentant un intérét
dans le contexte des pathologies cardiovasculaires seront en particulier détaillées. Ainsi, nous
décrirons le réle de cette isoforme dans le systeme cardiovasculaire, inflammatoire et dans les
cellules composant la paroi artérielle (cellules endothéliales et CML). Une breve présentation
des inhibiteurs ciblant ces kinases sera réalisée a la fin de ce chapitre.

La partie suivante regroupe les résultats expérimentaux obtenus au cours de ce travail de
theése. Dans une premiere partie, nous nous sommes intéressés au réle de la PI3Ky dans les
processus de 1’athérosclérose. Nous avons montré le réle central de la PI3Ky des cellules
hématopoiétiques dans les processus inflammatoires conduisant au développement de
I’athérosclérose et a la déstabilisation de la plaque. Il semble maintenant important de
déterminer les mécanismes cellulaires et d’identifier le type cellulaire immunitaire dans lequel
la PI3Ky est plus particuliérement essentielle dans le développement de 1’athérosclérose. Dans
un deuxieme temps, nous avons étudié les effets vasculaires de la PI3Ky in vitro, plus
particuliérement son role dans les fonctions des CML. Nos résultats démontrent 1I’implication
de cette kinase dans la migration des CML en réponse a deux facteurs majeurs impliqués dans
la resténose : la chimiokine MCP-1 et le PDGF. Des modeéles in vivo reproduisant
I’hyperplasie intimale caractéristique de la pathologic de la resténose sont a présent
nécessaires pour valider ces résultats.

L’ensemble de ces résultats sont donc prometteurs et pourraient contribuer a proposer la
PI3Ky comme une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement de 1’athérosclérose et de ses

complications.
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Chapitre 1 : La paroi vasculaire saine et pathologique :

exemple de I’athérosclérose et de la resténose

L’intégrité de la paroi artérielle et le maintien de ’homéostasie vasculaire sont sous la
dépendance de relations trés complexes entre les différents acteurs cellulaires de la paroi des
vaisseaux. Toute perturbation de cet équilibre conduit notamment a un dysfonctionnement
endothélial observé lors du vieillissement et a I’origine de plusieurs pathologies vasculaires
telles que I’athérosclérose. L athérosclérose est une maladie complexe et multifactorielle dans
laquelle I’inflammation constitue un élément essentiel et participe a toutes les étapes du
développement de la pathologie. Les cellules inflammatoires sont également impliquées dans
la prolifération/migration des cellules musculaires lisses (CML) responsables de I’hyperplasie
intimale constituant le mécanisme majeur de la resténose, principale complication du
traitement par angioplastie de 1’athérosclérose.

Dans ce premier chapitre, nous nous intéresserons tout d’abord a la structure de la paroi
vasculaire normale et aux mécanismes cellulaires du vieillissement artériel. Nous décrirons
ensuite une pathologie de cette paroi artérielle, I’athérosclérose, en détaillant les processus
mis en jeu dans les différents types cellulaires et en insistant plus particulierement sur le role
majeur de I’inflammation. Nous traiterons de la méme facon la pathologie de la resténose en
décrivant ici plus en détail le role des CML conduisant a I’hyperplasie intimale. Nous verrons
que les mécanismes cellulaires mis en jeu dans ces deux pathologies présentent de nombreux
points communs. Nous cldturerons la description de ces deux pathologies par un apercu des
approches thérapeutiques développées pour lutter contre ces deux altérations de la paroi

vasculaire.
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I- Structure de la paroi vasculaire

I-1. Structure de la paroi artérielle normale

Les artéres répondent toutes a un modéle commun d’organisation. Leur paroi est organisee
en trois tuniques concentriques morphologiquement distinctes, avec de l’intérieur vers
I’extérieur : ’intima, la media et I’adventice (Figure 1).

La tunique interne ou intima est en contact direct avec le sang. Elle est constituée d’une
monocouche de cellules endothéliales formant 1’endothélium qui constitue une barriére
sélectivement perméable entre le sang et les tissus. L’endothélium assure d’autres fonctions
telles que la régulation de 1’hémostase, le controle de la résistance périphérique,
I’inflammation et 'immunité, la croissance vasculaire et ’angiogénése. C’est au niveau de
I’endothélium que se développent les 1€sions athéromateuses.

La tuniqgue moyenne ou media est separee de la tunique interne par une lame élastique
interne circulaire et est essentiellement composée de CML vasculaires organisées de fagon
concentrique. A D’extérieur, la media est séparée de 1’adventice par une lame élastique
externe. Des fibres de collagéne et d’élastine sont également retrouvées dans cette couche, en
quantité plus ou moins importante selon la fonction des vaisseaux. Les CML et les lames
élastiques forment une unité lamellaire. L’activit¢ des CML est régie par des fibres
vasomotrices du systeme nerveux sympathique qui permettent la vasoconstriction ou la
vasodilatation en fonction des besoins de I’organisme. Grace a leurs propriétés contractiles,
les CML assurent le maintien du tonus vasculaire et régulent 1’¢lasticité de la paroi.

L’adventice, en périphérie, est composé de fibroblastes et d’un tissu conjonctif peu
organise constitué de fibres de collagéne et d’¢lastine. Il permet de protéger les vaisseaux et
de les ancrer aux structures environnantes.

Les cellules formant les différentes couches de la paroi artérielle sont irriguées a la fois
par le sang circulant dans le vaisseau mais aussi, pour les vaisseaux de gros diamétre, par un
réseau capillaire, les vasa vasorum. Ce réseau capillaire va permettre d’apporter les

nutriments aux cellules les plus éloignées de la lumiere du vaisseau.
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Figure 1 : Structure de la paroi artérielle normale. La paroi artérielle est constituée de
trois tuniques concentriques : I’intima, la media et ’adventice.

I-2. Vieillissement de la paroi artérielle

Au cours du vieillissement, le systeme cardiovasculaire, et plus particulierement le
systeme artériel connaissent des modifications importantes. Ce processus de vieillissement
physiologique, qui différe des maladies artérielles, apparait dés 1’enfance au niveau des
artéres coronaires et a 1’adolescence au niveau de ’aorte. Le vieillissement artériel se traduit
par un épaississement et une rigidification de la paroi artérielle, ce qui correspond a la
définition de I’artériosclérose. L’artériosclérose ne conduit pas une diminution de la lumiére
des vaisseaux comme dans I’athérosclérose mais plutdt a une augmentation du diameétre des
artéres. A la différence du processus athéromateux qui est localis€ en certains points de I’arbre
vasculaire, I’artériosclérose est le résultat de modifications généralisées sur ’ensemble de la
longueur du systeme arteriel. Le vieillissement artériel est conservé au cours de 1’évolution

dans de nombreuses espéces tels que le rat, le lapin et le singe (Tableau 1).
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VIEILLISSEMENT
Humains Singes Rats _ Lapins Athérosclérose
(>65 ans) (15-20 ans) (24-90 mois) (2-6 ans)
Dilatation luminale + + + + -
t Rigidité + + + + +
Dysfonction endothéliale + + + + +
Epaisseur intimale + + + + +
Implication des lipides - - - - +
t nombre CML + + + + +
Macrophage + - - - +
Lymphocyte T + - - - +
t matrice + + + + +
MMP dérégulation + + + ? +
t MCP-1/CCR2 + + + + +
t ICAM + + + + +
t TGFB + + + + +
t NADPHox + + + + +
! VEGF + ? ? ? +
4 NO + + + + +
Athérosclérose - + - + +
? =information inconnue

Tableau 1 : Principales différences entre ’athérosclérose et le vieillissement. (D apres
Wang, M., 2010, Current Opinion In Nephrology and Hypertension) [1]

Le vieillissement vasculaire se traduit par des modifications structurales et fonctionnelles
de I’endothélium, comme I’altération de la vasotension/vasorelaxation physiologique et
I’acquisition par I’endothélium d’un phénotype inflammatoire [2] [3]. Cette dysfonction
endothéliale est essentiellement due a une diminution de la production de NO (nitric oxide) et
a une réactivité augmentée aux vasoconstricteurs comme 1’endothéline-1 (ET-1, endothelin-1)
ou I’angiotensine I, d’ou une augmentation du tonus artériel. Ce mécanisme est suivi d’une
augmentation de I’expression de molécules pro-inflammatoires telles que le TNF-a (tumor
necrosis factor-o) et oxydatives par 1’endothélium. Le vieillissement est aussi associé¢ a une
diminution de la capacité de régénération de 1I’endothélium et a la sénescence des cellules
endothéliales.

Au cours du vieillissement, il y a un épaississement intimal et medial de la paroi des
vaisseaux di a une augmentation de la masse des CML et de la quantité de collagene
extracellulaire. De plus, les CML perdent leur capacit¢ de contraction et passent d’un
phénotype contractile a un phénotype synthétique. L’age entraine également un remodelage

important de la matrice extracellulaire. En particulier, les fibres élastiques de la media sont
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dégradées et fragmentées, dii a une augmentation de I’expression des métalloprotéases MMP -
2 et MMP-9 (MMP, matrix metalloprotease), et la synthése d’élastine est diminuée. La
glycation des protéines du collagéne et I’augmentation du rapport collagene/élastine
participent aussi a la rigidification des artéres.

Enfin, la calcification de la paroi artérielle est également une marque du vieillissement.
Elle est aussi un stade évolué des plaques d’athérome mais les deux mécanismes sont
différents : la calcification artériosclérotique est mediale et intramembranaire alors que la
calcification athéroscléreuse est endochondrale et retrouvée essentiellement dans 1’intima.

Les mécanismes biologiques, cellulaires et moléculaires mis en jeu lors du vieillissement
de la paroi artérielle sont donc complexes et une partie d’entre eux sont communs aux
processus qui conduisent aux lésions athéroscléreuses (Tableau 2). La prévalence de
I’athérosclérose est fortement corrélée a 1’age et fait du vieillissement un des facteurs de

risques cardiovasculaires majeurs.

Athérosclérose Vieillissement
L Grosses etmoyennesarteres .
Localisation (bifurcations, coudes. .} Toutes artéres
Type de Iésions Focales Etendues
Couche concernée Intima Média
Grossesarteres Artérioles
Diameétre artériel Diminution (sténose) Dilatation Sténose
Manifestation clinique Ischémie tissulaire Insuffisance cardiaque Ischémie tissulaire
. Biologie (profil lipidique, Explorationfonctionnelle
Exploration inflammation), imagerie (imagerie)
e . - Produits de dégradation de
Base de la calcification Noyau lipidique 9
laMEC
Dépbtlipidique Inflammation Anomalie de la vasorégulation
Mécanismes Dysfonctionendothéliale endothéliale
physiopathologiques Remodelage matriciel Remodelage matriciel
Calcification Calcification

Tableau 2: Remodelage artériel lors du vieillissement et comparaison avec
I’athérosclérose. (D aprés Cottart, CH., 2009, C.R. Biologies) [4]
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I1- L artére pathologique : exemple de I’athérosclérose

11-1. Physiopathologie de I’athérosclérose . généralités

L’athérosclérose est une pathologie multifactorielle qui affecte les artéres de gros et
moyen calibres et représente un événement inévitable associé au vieillissement. Les facteurs
de risque de D’athérosclérose, tels que I’age, le tabac, l’alimentation riche en graisse,
I’hypertension, les dyslipidémies, 1’obésité, les infections et le stress, initient les mécanismes
pathologiques conduisant a un dysfonctionnement de [’endothélium. L’altération de
I’endothélium résulte d’une augmentation de la perméabilité endothéliale favorisant
I’accumulation des lipoprotéines dans I’intima et ’expression de molécules d’adhésion a la
surface des cellules endothéliales. Ces processus entrainent I’adhésion et I’infiltration des
leucocytes dans I’intima. Dans la paroi vasculaire, les monocytes se différencient en
macrophages qui phagocytent les lipoprotéines modifiées et se transforment ainsi en cellules
spumeuses. Parallelement, les lymphocytes T sont responsables de la réponse immunitaire
adaptative. L’accumulation des leucocytes dans I’intima constitue la strie lipidique,
asymptomatique, qui peut évoluer vers des Iésions avancées et compliquées, en fonction de la
réponse inflammatoire. Les cytokines et les facteurs de croissance sécrétés par les leucocytes
et les cellules endothéliales stimulent la prolifération et la migration des CML. Les CML
participent a la formation de la chape fibreuse qui entoure le noyau lipidique et sépare le pool
lipidique prothrombotique du flux sanguin. Dans I’intima, les CML sécrétent des protéines de
la matrice extracellulaire (MEC) qui contribuent a 1’évolution d’une plaque riche en lipides a

une plaque fibrotique, et a plus long terme calcifiée [5, 6] (Figure 2).

35



Chapitre 1 : La paroi vasculaire saine et pathologique . exemple de l’athérosclérose et de la resténose
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Figure 2 : Composition cellulaire des plaques d’athérome. Les plaques d’athérome sont
constituées d’un core lipidique et de débris apoptotiques, recouverts d’une chape fibreuse
formée par les cellules musculaires lisses (CML) et le collagene qui stabilisent la plaque. Les
cellules immunitaires (monocytes/macrophages, lymphocytes T, mastocytes, cellules
dendritiques) présentes dans les lésions produisent des cytokines, des protéases et des
molécules pro-thrombotiques qui modulent I’inflammation de la plaque et les fonctions
vasculaires. (D aprés Hansson, G.K. and Libby, P., 2006, Nat Rev Immunol) [7]

Dans les annees 90, la balance cellules inflammatoires/fCML a constitué un déterminant
majeur de la stabilité de la plaque d’athérome. Dans les plaques stables, une couche épaisse de
CML et de MEC entoure le core lipidique. Cliniqguement, ces Iésions sont stables et présentent
peu de risque de rupture. A I’inverse, dans les plaques instables, la chape fibreuse est mince et
contient peu de CML mais de nombreuses cellules inflammatoires. Ces plaques sont
susceptibles de se rompre, causant alors des thromboses qui peuvent aboutir a I’occlusion du
vaisseau. Le degré d’inflammation et 1’épaisseur de la chape déterminent les risques de
rupture de plaque [8]. Les ruptures de plaque répétées augmentent le risque de sténoses et

peuvent conduire aux accidents vasculaires tels que I’infarctus du myocarde, les attaques

cérébrales ou la gangréne des membres inférieurs.

11-2. Modéles animaux d’étude de I’athérosclérose

Un des premiers modéles d’études in vivo de 1’athérosclérose a été développé chez le lapin
[9]. De nombreux modeles tels que la souris, le porc ou encore le chien ont par la suite permis
I’étude des 1ésions athéromateuses [10]. Nous détaillerons ici les modéles murins. Ce sont des
modeéles économiques, rapides a obtenir et qui permettent la manipulation de genes. Les
souris sauvages, qui présentent des taux élevés de HDL (high density lipoprotein) et de faibles

taux de LDL (low density lipoprotein) et VLDL (very low density lipoprotein), sont
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résistantes a I’athérosclérose. La seule exception est représentée par les souris de fond
génétique C57Bl/6 qui peuvent développer des plaques d’athérome suite a un régime gras.
Cependant, la formation des lésions induite chez ces souris est limitée au sinus aortique et au
stade de la strie lipidique [10]. Ainsi, les modeles de souris athéromateuses nécessitent une
perturbation du métabolisme des lipoprotéines via un régime ou une manipulation génétique.
Parmi les différents modeéles, les souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE™) [11] et les
souris déficientes pour le récepteur aux LDL (LDLr™) [12] sont les plus utilisées.

L’apolipoprotéine E est une glycoprotéine synthétisée par les macrophages et le foie
essentielle pour le transport et le métabolisme des lipides. La délétion du gene ApoE chez la
souris conduit a une hypercholestérolémie sévere et au développement de Iésions spontanées a
partir de 8 semaines qui sont trés bien caractérisees (Figure 3). De plus, les lésions
développées par les animaux sont comparables a celles observées chez ’homme, de la
formation de la strie lipidique a des lesions plus complexes. Un régime enrichi en gras et en
cholestérol permet d’accélérer la maladie chez ces souris [10].

Sans régime

mmmm Régimegras

ol ==
O
[oe}
iy
o
[any
(6]

semaines 20 30 40
ADHESION DES
CELLULES SPUMEUSES

LESIONS
INTERMEDIAIRES

CHAPEFIBREUSE

Figure 3 : Les lésions athéromateuses développées par les souris ApoE™ sont trés bien
caracterisees. L’adhésion des monocytes est observée entre 6 et 10 semaines. La strie
lipidique se forme a partir de 8 semaines et progresse rapidement en lésions avancées
caractérisées par la formation de la chape fibreuse. Sous régime hyperlipémiant, la formation
des lésions est accélérée et la taille des lésions est augmentée. (D’ apres Jawien, J., 2004, J
Physiol Pharmacol) [10]

Les souris LDLr” représentent un modéle d’hypercholestérolémie familiale et
développent des 1ésions athéromateuses lorsqu’elles sont soumises a un régime enrichi en

cholestérol [12]. Le profil des lipoprotéines des souris LDLr"" ressemble & celui retrouvé chez
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I’Homme. Comme les souris ApoE”, les lésions développées sont morphologiquement
identiques a celles observées chez ’Homme.

Plus récemment, un autre modéle murin a été développé en introduisant dans des souris
C57Bl/6 une forme mutée du géne humain de I’ApoE3 (mutation rare chez I’homme): les
souris ApoE*3Leiden [13]. Ces souris sont hyperlipidémiques et développent des lésions
athéromateuses sous un régime hypercholestérolémiant. Comme les modeles décrits
précédemment, elles développent des 1ésions similaires a celles observées chez I’ Homme. La
clairance des lipoprotéines contenant I’ ApoE est altérée mais de fagon moins importante que
chez les souris ApoE™ et elles sont plus sensibles que les souris ApoE” et LDLr" aux
molécules qui diminuent les taux de lipides, comme par exemple les statines. En fait, selon le
modele utilisé, la réponse a des molécules ciblant préférentiellement 1’hypercholestérolémie,
I’hypertriglycéridémie, I’hypertension ou I’inflammation est différente.

Les différents modeles murins d’athérosclérose ont permis une meilleure compréhension
des mécanismes impliqués dans la pathologie humaine. Cependant, les différences au niveau
de I’anatomie, du métabolisme des lipides et de I’expression des génes compliquent la
transposition des résultats chez I’Homme. Par exemple, contrairement a ce qu’on observe
chez ’Homme, les HDL sont les lipoprotéines circulantes majeures chez la souris. La protéine
de transfert du cholestérol estérifié (CETP, cholesteryl ester transfer protein), qui permet le
transport du cholestérol estérifié et des triglycérides entre les lipoprotéines chez I’ Homme, est
absente chez la souris. Chez les souris ApoE™ le cholestérol est principalement retrouvé dans
les VLDL et pas dans les LDL comme chez ’'Homme [13]. De plus, les modéles murins
d’athérosclérose permettent difficilement 1I’étude de la rupture de plaque et de la thrombose
qui s’en suit, complications pourtant majeures de la maladie chez ’'Homme. Récemment,
Westrrick et al. ont reporté néanmoins différents modeles murins de thrombose induite par
laser argon, chloride ferrique, actions mécaniques et photochimiques ou encore induite sur des
souris ApoE”" pour tenter d’étudier les phénoménes de thrombose artérielle [14].

Le choix du mode¢le utilisé est donc d’une grande importance et 1’extrapolation des
résultats a la pathologie humaine doit étre faite avec prudence. Comme nous le verrons dans
les paragraphes suivants, ces modeles transgéniques chez la souris ont néanmoins permis de
déterminer en grande partie les mécanismes cellulaires qui conduisent au développement de
I’athérosclérose. De plus, le transfert de moelle osseuse ou de cellules spléniques a ces souris
athéromateuses a contribué de facon importante a déterminer le réle spécifique des différents

types cellulaires du systéme immunitaire dans le développement de la pathologie.
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11-3. Mécanismes cellulaires

L’athérosclérose implique des réponses cellulaires hautement spécifiques de type
inflammatoire et fibroproliférative. L’altération fonctionnelle de I’endothélium initie la
pathologie qui débute par I’infiltration des LDL dans le sous-endothélium qui aprés oxydation
déclenchent une réponse inflammatoire. Les cellules inflammatoires et les médiateurs immuns
sont impliqués dans toutes les étapes du développement de 1’athérosclérose, depuis son
initiation jusqu’a ses complications. Elles participent également a la modulation phénotypique
des CML qui vont acquérir un phénotype migratoire et prolifératif participant ainsi activement

a la formation de la chape fibreuse.

11-3.1.Cellules endothéliales

Dans des conditions normales, les cellules endothéliales résistent a 1’adhésion des
leucocytes. Quand elles sont activées par divers stimuli, tels que 1’hypertension, le tabac,
I’obésité ou I’inflammation, elles expriment de nombreuses molécules d’adhésion qui
permettent le recrutement sélectif des leucocytes [15]. Une fois que les leucocytes ont adhéré
a I’endothélium activé, des protéines proinflammatoires, les chimiokines, vont induire leur
entrée dans l'intima (Figure 4). Le «rolling» (ralentissement) des leucocytes sur
I’endothélium est dépendant de la P-sélectine exprimée par les cellules endothéliales qui
intéragit avec PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) qui est exprimé par les monocytes,
neutrophiles et lymphocytes. L’absence de P-sélectine conduit a une diminution de la strie
lipidique qui est associée a une réduction des macrophages dans la plaque d’athérome [16].
PSGL-1 interagit aussi avec la E-sélectine exprimée par 1°‘endothélium. Les souris déficientes
en E-sélectine montrent également une diminution de la taille des lésions athéromateuses [17].
La deficience combinée des E et P-sélectines conduit a une diminution de 80% de la taille des
plaques precoces et de 40% de la taille des plaques tardives [18]. Les cellules endothéliales
activées expriment egalement a leur surface des molécules de la famille des immunglobulines,
VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule-1) et ICAM-1 (inter cellular adhesion molecule-1)
qui se lient aux intégrines des monocytes et lymphocytes T, VLA4 (a4-integrin) et LFAL (B2-
integrin) respectivement, permettant ainsi une forte interaction qui attache les leucocytes a la

paroi vasculaire. Ainsi, les souris LDLr" Vcam®P*

, qQui présentent une expression tres
réduite de VCAM-1 (2-8%) présentent une diminution de la formation des lésions précoces
[19]. De méme, le traitement de souris ApoE” avec un anticorps anti-ICAM-1 conduit & une

diminution du recrutement des macrophages dans les plaques [20].

39



Chapitre 1 : La paroi vasculaire saine et pathologique . exemple de l’athérosclérose et de la resténose

Séléctines Signalisation LFA1-ICAM Chimiokines
PSGL1 Séléctines VLA4-VCAM
Chimiokines
Capture Actlvatlon L
: : Transmigration
: Rollmg :
Arrét  Adhésion Paracellulaire

O\ Transcellulaire
@ [ @

Cellules endothéliales

Figure 4 : La cascade d’adhésion des leucocytes sur I’endothélium. Les sélectines, les
chimiokines et les intégrines stimulent les différentes étapes du recrutement des leucocytes
dans I’espace sous-endothélial. (D apreés Ley, K., Nat rev immunol, 2007) [21]

Le rble des cellules endotheliales progénitrices (EPC, endothelial progenitor cell) dans
le développement de I’athérosclérose n’est pas clairement établi. Rauscher et al. ont examiné
les effets du transfert de progéniteurs endothéliaux de la moelle osseuse (CD31*/CD45) issus
de souris jeunes ou agées ApoE” sur I’athérosclérose. Ils démontrent que le transfert de
cellules issues de souris jeunes, mais pas agées, a des souris ApoE™” prévient la progression de
I’athérosclérose malgré 1’hypercholestérolémie [22]. A I’inverse, George et al. montrent que
le transfert ’EPC issues de la rate a des souris ApoE™ conduit & une augmentation de la taille
des lésions et a une diminution de la chape fibreuse. Le transfert d’EPC induirait un état pro-
inflammatoire (diminution de I'IL-10 et augmentation des cellules CD3") favorisant le
développement de I’athérosclérose et la déstabilisation de la plaque [23]. Plus récemment,
I'injection d’EPC humaines CD31/CD45 & des souris ApoE’/Rag2” (recombination
activating gene 2) n’a pas montré d’effet sur le développement ni la progression de
I’athérosclérose [24]. L’ensemble de ces données ne permet pas de conclure quant au role des
EPC dans le développement de I’athérosclérose. Les différences de résultats peuvent
s’expliquer par I’origine différente des EPC utilisées (moelle osseuse, rate, EPC humaines),
par l’utilisation de souris receveuses différentes (ApoE"' Versus ApOE'/'/RagZ/ ) et par
différentes sous-populations d’EPC réinjectées. Ainsi, bien que les taux circulants d’EPC
soient inversement corrélés chez I’Homme aux facteurs de risque de ’athérosclérose, le réle
précis de ces cellules dans la pathologie reste a definir [25]. Deux scénari possibles existent :

1) en augmentant la réendothélialisation, les EPC pourraient participer a la réparation de
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I’endothélium et ainsi prévenir de I’initiation/progression de [’athérosclérose, 2) en
augmentant 1’angiogénese, les EPC pourraient a [’inverse réguler négativement le
développement et la stabilité de la plague [26] (Figure 5). Le role des EPC est peut étre
¢galement différent selon le stade de la pathologie considéré. De plus, il semble qu’il existe
différents types d’EPC, avec des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes

mais la définition précise de ces cellules progénitrices n’est pas clairement établie [27].

Mobilisation
des

EPC EPC

CXCL1/7,
CXCR2/4

Lésion Régénération
athéromateuse endothéliale

Instabilitédela
plaque

Angiogénése

Figure 5: Les EPC contribuent a la réparation endothéliale et a I’angiogénése dans les
maladies cardiovasculaires. Les EPC pourraient d’une part contribuer a la régénération de
I’endothélium suite a un dysfonctionnement endothélial, et d’autre part, ces cellules
progénitrices pourraient augmenter la taille des lésions en s’incorporant aux lésions et
contribuant a la néovascularisation de la plaque. (D aprés Weber C, 2008, Nat Rev) [28]

Les leucocytes recrutés par I’endothélium vont ensuite s’infiltrer dans 1’espace sous-
endothélial par diapédése (ou transmigration endothéliale), ou ils vont s’activer et débuter les

nombreux processus inflammatoires qui caractérisent le développement de 1’athérosclérose.

11-3.2. Inflammation

L’inflammation joue un role central dans le processus d’athérosclérose depuis son
initiation, pendant sa progression et jusqu’a ses complications, placant ainsi cette pathologie
vasculaire parmi les maladies inflammatoires chroniques. L’ immunité innée et I’immunité
adaptative participent aux processus inflammatoires de ’athérosclérose. Parmi les cellules

immunitaires impliquées dans la pathologie, les macrophages jouent un role central en
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participant a la fois a la formation du core lipidique et a la production de médiateurs de
I’inflammation. De nombreuses études mettent également en évidence le role majeur des
lymphocytes T dans les premicres étapes du développement de I’athérosclérose. De plus, les
mastocytes et les neutrophiles ont récemment été identifiés au niveau des sites de lésions et
semblent jouer de multiples fonctions dans les différentes étapes du développement de la
pathologie [29].

11-3.2.1. Inflammation dans les lésions précoces (strie lipidique)

Une fois recrutés par 1’endothélium, les monocytes et les lymphocytes T migrent
dans I’espace sous-endothélial par diapédése guidés par un gradient de chimiokines [21]. De
nombreuses chimiokines contribuent a ce processus, notamment MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1 ou CCL2, chemokine ligand 2) et I’IL-8 (IL, interleukin) pour le
recrutement des macrophages, et des chimiokines inductibles par I’'IFN-y (interferon-y) telles
que IP-10 (inductible potein-10), Mig (monokine induced by IFN-y) et I-TAC (IFN-inducible
T-cell a-chemoattractant) pour 1’activation des cellules T. Par exemple, des souris
susceptibles a 1’athérosclérose dépourvues de MCP-1 ou de son récepteur (CCR2, C-C motif
chemokine receptor-2) présentent une diminution importante du développement des plaques
ainsi que de I’infiltration des monocytes [30] [31]. De méme, I’inhibition par un antagoniste
ou la délétion génétique en CXCR3 (récepteurs de IP-10, Mig et I-TAC) dans des modeles
murins d’athérosclérose conduit a une diminution de la taille des 1ésions athéromateuses

précoces [32] [33].

Les monocytes sont les premieres cellules inflammatoires qui ont été associees a

I’athérosclérose [34]. La déplétion en monocytes circulants (par le clodronate) est associée a
une diminution importante de la formation des plaques chez le lapin, suggérant I’importance
des monocytes dans 1’athérosclérose [35]. Chez la souris, il existe deux sous-types distincts de
monocytes dans la circulation : les Ly-6C"" résidents et les Ly-6C™"%" inflammatoires (Figure
6). Les souris ApoE” soumises & un régime hypercholestérolémique présentent une forte
augmentation des monocytes Ly-6C"%" alors que le nombre de monocytes Ly-6C"°" est
inchangé. Les monocytes Ly-6C™%" adhérent préférentiellement a ’endothélium activé,
s’accumulent dans les plaques et deviennent rapidement des macrophages de Iésion [36] [37].
Les monocytes Ly-6C"" expriment plus de cytokines pro-inflammatoires, de
myeloperoxidase et certaines protéases que les monocytes Ly-6C°". Les récepteurs aux
chimiokines CX3CRL1 (récepteur de la fractalkine ou CX3CL1), CCR2 et CCR5 (récepteur de
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RANTES et MIP-1a/B) sont impliqués dans le recrutement des monocytes Ly-6C™"%". Ainsi
par exemple, les souris ApoE” CX3CR1" soumises & un régime gras pendant 10 semaines
présentent une diminution de la taille de lésions de 32% associée a une diminution du
recrutement des macrophages [38]. La formation des lésions est diminuée de 67% chez les
souris CX3CR1”" MCP-17" ApoE” en comparaison avec les contrdles et les simple KO
(knock-out) et I’inhibition combinée de MCP-1, CXCR3 et CCR5 diminue de 90% la taille
des lésions chez les souris ApoE™, corrélé avec une diminution du nombre de monocytes
circulants [39]. Chez ’Homme, les monocytes n’expriment pas 1’antigéne Ly-6C, il est donc
difficile d’interpréter les données obtenues chez la souris. Néanmoins, il existe également
chez ’Homme deux sous-populations majoritaires de monocytes : CD14""CD16"" (85 a
95% des monocytes circulants) et CD14™“CD16™%" qui différent aussi dans I’expression des
molécules d’adhésion et des récepteurs aux chimiokines (Figure 6) [40]. Cependant dans

I’athérosclérose, le r6le des différents sous-types de monocytes reste a déterminer.

HUMAIN
Classique Non-Classique

5-15%

CD115*
Gr-1high
(Ly-6Chiah) 50%

CD1lc*
CD115*
Gr-1low
(Ly-6Clow

Figure 6 : Les deux sous-types de monocytes chez ’Homme (haut) et la souris (bas).
(D’ apres Gautier, E.L., 2009, ATVB) [41]

La production de M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) par les cellules

endothéliales et les CML stimule la différenciation des monocytes en macrophages qui
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accumulent des lipides et sécretent des facteurs pro-inflammatoires dans I’intima (Figure 8).
Les monocytes peuvent se différencier en deux sous-types de macrophages : les macrophages
M1 classiqguement activés et inflammatoires et les macrophages M2 anti-inflammatoires et
exprimant les récepteurs scavengers. Ces deux sous-types de macrophages ont donc des
fonctions opposées dans I’inflammation mais sont tous deux présents dans les Iésions.
L’importance des macrophages dans 1’athérogénése a pu étre montrée grace a 1’utilisation de
souris Op/Op (Csf1™) déficientes en monocytes & cause d’une mutation dans le géne M-CSF
(Csf1). Ces souris, soumises a un régime hypercholestérolémique, développent tres peu de
lésions [42]. Stoneman et al. ont montré que les cellules CD11b* (CD11b", intégrines des
monocytes) jouent un réle crucial dans 1’athérogénése mais que, une fois formée, la plaque
n’est pas réduite par une déplétion en cellules CD11b" [43].

Les macrophages sont capables d’internaliser les lipoprotéines oxydées ou glyquées
grace a leurs récepteurs scavengers. Ces récepteurs dits « éboueurs » sont fortement exprimes
a la surface des macrophages et comprennent CD36, CD68, CXCL16 (CXC-chemokine
ligand 16), LOX-1 (lectin-type oxidized LDL receptor-1) et SR-A (scavenger receptor-A). lls
ne sont pas régulés ce qui entraine une accumulation de cholestérol dans les macrophages qui
se transforment en cellules spumeuses formant la strie lipidique. Ainsi, les souris déficientes
en SR-A ou CD36 sont protégées de 1’athérosclérose [44]. Cependant, dans une autre étude,
les souris ApoE™ déficientes en SR-A et CD36 montrent une augmentation de la taille des
Iésions associée a une augmentation des cellules spumeuses [45]. Dans les deux études, les
auteurs observent une diminution de I’apoptose. Par contre, le développement de
I’athérosclérose est étudié a des stades différents (8 semaines versus 12 semaines). Le réle de
I’apotose des macrophages est différent selon le stade de la pathologie considérée (cf
paragraphes 11.3.2.1. et 11.3.2.2.), pouvant expliquer les différences de résultats obtenus dans
ces deux éetudes.

En paralléle, les LDL oxydés, le LPS (lipopolysaccharide) et Hsp60 (heat-shock
protein 60) interagissent avec les TLR (toll-like receptor) exprimés a la surface des cellules
endothéliales et des macrophages, conduisant a 1’activation des macrophages. Les
macrophages activés synthétisent et sécretent des cytokines pro-inflammatoires, des
chimiokines, des facteurs de croissance comme le FGF (fibroblast growth factor) et le PDGF
(platelet-derived growth factor), des MMP, des ROS (reactive oxygen species), des
eicosanoides et le facteur tissulaire. L’ensemble de ces facteurs sont impliqués dans la

progression et la déstabilisation de la plaque (cf paragraphe 11.3.2.2.).

44



Chapitre 1 : La paroi vasculaire saine et pathologique . exemple de l’athérosclérose et de la resténose

L’apoptose des macrophages est ¢galement impliquée dans le développement des
Iésions précoces [46, 47]. Deux études utilisant des approches différentes montrent en effet
que I’apoptose des macrophages atténue la formation des Iésions précoces. Liu et al. utilisent
la moelle osseuse de souris KO pour un géne pro-apoptotique (Bax™) pour reconstituer les
souris LDLr" préalablement irradiées et montrer que 1’apoptose des macrophages est
protectrice dans les lésions précoces [48]. La deuxiéme étude montre également un role
bénéfique de I’apoptose des macrophages dans les stades précoces, en utilisant une
surexpression du gene anti-apoptotique Bcl2 spécifiquement dans les macrophages
(promoteur CD68) permettant de protéger les macrophages de 1’apoptose [49]. Ce processus
permettrait ainsi de diminuer le nombre de cellules inflammatoires dans les Iésions grace a
une efferocytose (élimination des cellules apoptotiques) efficace.

Les lymphocytes T sont activés par I’interaction avec les antigénes présentés a la

surface des macrophages par les molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité)
de classe Il et débutent ainsi la réponse immune adaptative (Figure 8). Dans les Iésions
athéroscléreuses, les lymphocytes sont essentiellement des lymphocytes T CD4", et la plupart
d’entre eux possédent un TCRap (T cell receptor). Des souris LDLr" croisées avec des souris
Ragl” (recombination activating gene 1), dépourvues de lymphocytes, présentent une
réduction importante de la formation des stries lipidiques démontrant I’importance des
lymphocytes T dans le développement de la plaque d’athérosclérose [50]. De méme, des
souris ApoE™ croisées avec des souris immunodéficientes présentent une diminution de la
taille des lésions par rapport aux souris ApoE™. Le transfert de lymphocytes T CD4+ & ces
souris immunodéficientes permet de réverser ce phénotype, indiquant le réle essentiel de cette
sous-population lymphocytaire [51]. La différenciation en lymphocytes Thl est stimulée
notamment par I’IL-12 et I’[L-18 et inhibée par I’IL-10. L’inhibition de I’IL-12 ou de I’IL-18
chez les souris ApoE™ conduit & une diminution de la taille des lésions, renforcant ainsi le role
des lymphocytes Thl CD4" dans ’athérogénése [52] [53] [7]. La taille des Iésions de souris
ApoE”/IFN-y” est diminuée par rapport & des souris ApoE”", suggérant que 1’effet pro-
athérogéne des lymphocytes Thl est associé a leur production d’IFN-y [54]. La production
d’IFN-y et de TNF-a par les cellules T conduit a I’activation des macrophages, la production
de protéases et de molécules inflammatoires, 1’activation des cellules endothéliales,
I’augmentation de 1’expression des molécules d’adhésion et a une inhibition de la
prolifération des CML et de la production de collagene. Le role des lymphocytes Th2, qui

sécretent 1L-4, IL-5, 1L-10, IL-13 et stimulent les lymphocytes B, est quant a lui encore
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controverse [55] et la réponse Th2 ne prévient pas forcément la formation des Iésions [56].
Plus récemment, une nouvelle sous population de lymphocytes T, les lymphocytes T
régulateurs, a montré des fonctions régulatrices sur le développement de 1’athérosclérose. Ait-
Oufella et al. ont montré que I’injection d’une sous-population de lymphocytes T régulateurs
CD4'CD25" était capable de réduire la formation de lésions athéromateuses chez la souris
[57]. Il existe différents sous-types de lymphocytes T régulateurs : ceux induits par 1’1L-10
sont appelés Trl, et ceux induits par le TGF-B (transforming growth factor-B) sont des Th3.
Ainsi, la déficience en TGF- et en IL-10 induit la formation de lésions athéromateuses [58].
Bien que peu nombreux, les lymphocytes T présents dans les Iésions modulent donc

de fagon importante I’initiation et la progression précoce de 1’athérosclérose [50] (Figure 7).
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Figure 7 : Roles des lymphocytes T dans I’athérogénese. Les lymphocytes sont recrutés
dans le sous-endothélium par un trio de chimiokines induites par I’IFN-y (IP-10, Mig, I-TAC)
qui se lient aux récepteurs CXCR3 a la surface des cellules T. Dans I’intima, les lymphocytes
T sont activés par I’interaction avec des antigénes (LDLox, Hsp) et se différencient en cellules
Thl ou Th2 en fonctions des cytokines sécrétées dans le milieu. Les lymphocytes Thi,
majoritaires dans les Iésions athéromateuses, produisent alors des cytokines pro-
inflammatoires et stimulent 1’expression du facteur tissulaire et de MMP par les macrophages.
(D’apres Libby, P., 2002, Nature) [8]

46



Chapitre 1 : La paroi vasculaire saine et pathologique . exemple de l’athérosclérose et de la resténose

Le réle des lymphocytes B dans I’athérosclérose a été évalué plus récemment. Le

transfert de moelle osseuse issue de souris déficientes en cellules B & des souris LDLr™,
conduit a une augmentation de 40% de la taille des lésions, associée a une diminution de la
production d’anticorps anti-LDLox [59]. De méme, le transfert de cellules B a des souris
ApoE™ réduit la taille des lésions, suggérant que les lymphocytes B et leurs produits ont des

fonctions athero-protectrices [60].

Parmi les cellules du systéme immunitaire, les mastocytes ont tout d’abord été

montrés comme des acteurs de la lutte contre les parasites. De plus en plus de travaux
montrent que les mastocytes sont également impliqués dans les pathologies inflammatoires et
des études récentes indiquent le rbdle des mastocytes dans le développement de
I’athérosclérose. Les souris LDLr” croisées avec des souris dépourvues de mastocytes
matures (Kit"*""=") présentent une diminution de la taille des lésions, des dépots de lipides,
de l’infiltration des macrophages et des lymphocytes et une augmentation du contenu en
collagene [61]. Le recrutement des mastocytes dans I’intima implique SCF (stem cell factor)
et I’éotaxine ou CCL11, une chémokine surexprimée dans les Iésions athéroscléreuses [62].
Bien que les mastocytes représentent une population minoritaire dans les plaques, ils
pourraient jouer de nombreux réles dans le développement des lésions précoces [63] [64].
L’histamine sécrétée par les mastocytes pourrait conduire a une augmentation de la
perméabilité endothéliale favorisant Uinfiltration des lipoprotéines plasmatiques. La
dégranulation des mastocytes produit aussi de I’héparine qui se lie aux LDL, pouvant ainsi
participer au maintien des LDL dans le sous-endothélium. Les LDL pourraient étre dégradés
par la chymase des mastocytes et former des gouttelettes lipidiques phagocytées par les
macrophages entrainant ainsi la formation de cellules spumeuses [65]. Enfin, les enzymes
contenues dans les granules de mastocytes (chymase et tryptase) sont capables de dégrader les
HDL et d’inhiber ainsi I’efflux de cholestérol par les macrophages.

Les mastocytes pourraient donc a la fois stimuler la capture de cholestérol et inhiber
son efflux, participant de ce fait a la formation de la strie lipidique (Figure 8). Des études
complémentaires sont néanmoins nécessaires afin de définir le réle des mastocytes dans le

développement de I’athérosclérose.
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Figure 8 : Inflammation dans la formation de la strie lipidique. Suite a I’expression des
molécules d’adhésion par les cellules endothéliales, les leucocytes (monocytes, lymphocytes
T, mastocytes) s’infiltrent dans 1’intima par diapédese. Les monocytes se différencient en
macrophages qui accumulent les LDL oxydés grace a leurs récepteurs scavengers et se
transforment en cellules spumeuses. En paralléle, les cellules T induisent la réponse immune
adaptative et les mastocytes relarguent le contenu de leurs granules augmentant ainsi la
perméabilité endothéliale et inhibant I’efflux de cholestérol par les macrophages. (D apres
Fougerat, A., Clinical Sciences, 2009) [66]

11-3.2.2. Inflammation dans les lésions avancées et compliquées

Les stries lipidiques peuvent ensuite progresser en des plaques matures caractérisees
par un ceeur lipidique recouvert d’une chape fibreuse (cf paragraphe 11-3.3.) et de nombreuses
cellules inflammatoires activees (Figure 9). Lors de la progression de 1’athérosclérose, le

nombre de macrophages, lymphocytes T, mastocytes et cellules dendritiques augmente.

Les macrophages participent a la déstabilisation de la plaque d’athérome par leur

production de MMP qui dégradent alors les composants de la MEC et fragilisent ainsi les
lésions. L’apoptose des CML stimulée par les macrophages [67] ainsi que 1’apoptose des
macrophages eux-mémes [68] conduit également a une diminution de la stabilité de la plaque.
Dans les plaques avancées, I’augmentation de 1’apoptose est associée & une nécrose, ce qui

suggere une phagocytose inefficace des cellules apoptotiques [69]. Bien que le mécanisme ne
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soit pas clair, ce défaut de phagocytose des cellules apoptotiques (=efferocytose) dans les
plaques avancées est la cause majeure de la formation des cores nécrotiques contribuant a la
formation de plaques vulnérables [46, 47]. Alors que I’apoptose des macrophages est
protectrice dans les lésions précoces, un défaut d’élimination des débris apoptotiques est
observé dans les 1ésions avancées, conduisant a une augmentation de I’inflammation et une

augmentation du développement de 1’athérosclérose [49].

Les lymphocytes T sont également retrouvés au niveau des sites de rupture de

plaque. Les cytokines Thl (IFN-y et TNF-o) inhibent la prolifération des CML et leur
production de collagéne, réduisant ainsi la stabilit¢ de la plaque [70]. Les cytokines
inflammatoires telles que I’IL-1 et le TNF-o stimulent 1’activité des MMP ainsi que leur
production par les CML [71]. Le CD40L (CD40 ligand) produit par les lymphocytes induit
aussi la production de MMP par les macrophages et du facteur tissulaire qui initie la cascade
de coagulation [72] [73]. Enfin, ces facteurs sécrétés par les lymphocytes peuvent aussi
induire 1’apoptose des CML qui participe a la fragilisation de la plaque [74] (cf paragraphe 11-
3.3.2).

Des neutrophiles sont également localises au niveau des sites de rupture et d’érosion

de plaque [75]. Des travaux récents ont aussi identifié les neutrophiles dans les Iésions de
souris ApoE™ et LDLr" [76] [77]. De plus, I’inhibition (par modification génétique ou par un
antagoniste) de CXCR4 (récepteur de SDF-1, stromal cell-derived factor-1) aggrave
I’athérosclérose de souris ApoE"' et augmente le contenu en neutrophiles dans les plaques,

associé a un phénotype apoptotique et pro-inflammatoire [76].

Sous I’action du G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), les monocytes,

préférentiellement les Ly-6C'", se différencient en cellules dendritiques (CD). Les CD sont

des cellules présentatrices d’antigénes spécialisées nécessaires a 1’activation des cellules T
naives. La fonction des CD vasculaires dans 1’athérosclérose est peu documentée. Chez la
souris, les CD s’accumulent dans I’intima par un mécanisme impliquant VCAM-1 et
CX3CR1 [78]. Dans les plaques avancees et au niveau des sites de rupture, le nombre de CD
est augmenté par rapport aux lésions précoces et elles sont retrouvées en contact avec les
cellules T, suggérant un rdle dans la modulation des lymphocytes T [79]. Gautier et al. ont
observé I’effet des CD sur le développement de 1’athérosclérose. Des souris surexprimant

Bcl2 spécifiquement dans les CD (promoteur CD11c) présentent une augmentation de la
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durée de vie des CD et de ’activation des cellules T. Le croisement de ces souris avec des
souris ApoE”" conduit également & une augmentation des CD associée & une augmentation de
I’activation des cellules T. Par contre, les auteurs n’observent pas d’accélération de la
progression de 1’athérosclérose car de fagon surprenante 1’augmentation des CD conduit a une
diminution des taux plasmatiques en cholestérol qui compense la réponse pro-inflammatoire
des lymphocytes Thl [80].

Les mastocytes, retrouvés dans les plaques avancées [81], pourraient également

participer a la déstabilisation de la plaque [82]. Sun et al., qui ont démontré le role des
mastocytes dans 1’athérosclérose, observent d’ailleurs une diminution de la taille des lésions
en absence de mastocytes matures essentiellement a des stades avancés [61]. Bot et al.
montrent que I’activation des mastocytes pendant 1’athérogénese conduit a une augmentation
de la progression de la plaque chez les souris ApoE”". De plus, I’activation locale des
mastocytes dans 1’adventice de plaques avancées induit 1’apoptose des macrophages, une
augmentation du recrutement des leucocytes et une hémorragie intra-plaque [83].

En sécrétant du TNF-a, les mastocytes pourraient induire I’apoptose des cellules
endothéliales. Les protéases (chymase et tryptase) produites par les mastocytes sont capables
d’activer des pro-MMP, telles que la pro-MMP1 [84] et la pro-MMP3 [85], pouvant ainsi
conduire a la dégradation du collagéne et a la fragilisation de la plague. La chymase peut aussi
agir directement sur les fonctions des CML en inhibant la synthese de collagene et en

induisant leur apoptose [86] [87].
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Figure 9 : Inflammation dans la stabilisation de la plaque d’athérome. Par I’intermédiaire
des TLR qui lient le LPS, les LDL oxydés, Hsp60, les macrophages sécretent des cytokines
pro-inflammatoires, des protéases, des facteurs pro-apoptotiques et pro-coagulants.
L’apoptose des macrophages amplifie également la réponse inflammatoire. Les lymphocytes
T sont activés par I’interaction avec les antigeénes présentés a la surface des macrophages par
les molécules du CMH de classe I1. Selon le profil d’interleukines sécrétées, les lymphocytes
se dirigent vers un phénotype Thl qui va induire une amplification de la réponse
inflammatoire ou Th2 qui va stabiliser I’inflammation en interagissant avec les lymphocytes
B qui produisent des anticorps dirigés contre les LDL oxydés. Parallelement, les mastocytes
sécretent du TNFo qui provoque le détachement des cellules endothéliales, et le contenu des
granules qui induit une diminution de la production de collagene par les CML et influence les
CML vers la prolifération ou 1’apoptose. Les cellules dendritiques jouent un réle dans
I’activation des lymphocytes T. L’ensemble de ces réponses peut donc orienter la plaque vers
un phénotype stable ou instable. (D aprés Fougerat, A., Clinical Sciences, 2009) [66]

Au niveau des sites de rupture de plaque, le nombre de cellules inflammatoires est
fortement augmenté [88]. C’est aussi a ce niveau que se forment les thrombi, principale
conséquence de la rupture de la plaque d’athérome. Les macrophages, les lymphocytes T et
les mastocytes agissent en synergie pour déclencher le processus de thrombose. L’ensemble
de ces cellules stimulent notamment 1’expression du facteur tissulaire par les macrophages et
les CML. La cascade de coagulation ainsi activée met en jeu les plaquettes et conduit a la
formation de thrombine. La rupture de plague entraine 1’exposition du core thrombogéne aux
plaquettes sanguines et induit leur agrégation et la thrombose. En plus de ces effets sur la

cascade de coagulation, la thrombine est également liée aux processus inflammatoires de
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I’athérosclérose en agissant directement sur les cellules vasculaires telles que les cellules
endothéliales, les CML ou sur les macrophages [89]. Ainsi, les processus de thrombose
peuvent amplifier ’inflammation qui a son tour va induire le processus thrombotique, créant

ainsi une boucle d’amplification qui maintient les signaux athérogénes.

L’inflammation intervient donc dans toutes les phases de I’athérosclérose, depuis
son initiation jusqu’a sa complication ultime, la thrombose. Comme nous 1’avons vu, les
cellules inflammatoires participent avec les cellules endothéliales a la modulation

phénotypique des CML qui vont ensuite conduire a la formation de la chape fibreuse.

11-3.3. Les cellules musculaires lisses : rdle hénéfique ou néfaste selon le stade de
développement de pathologie

11-3.3.1. Role des CML dans ['initiation et la progession de la plaque

Les cellules endothéliales, les plaquettes et les cellules inflammatoires activées
sécrétent des facteurs de croissance et des cytokines qui induisent la modulation phénotypique
des CML qui passent d’un phénotype contractile hautement différencié et insensible aux
facteurs de croissance a un phénotype actif, synthétique et prolifératif. Les CML migrent de la
media vers I’intima ou elles proliférent et déposent des composants de la MEC pour former la
chape fibreuse qui entoure le core lipidique. Les différents facteurs sécrétés en réponse a
I’inflammation, tels que le PDGF, le FGF, I’ET-1, I’'IL-1, I’'IFN-y et la thrombine, stimulent la
prolifération/migration des CML. Ces facteurs permettent aussi ’activation de protéases, les
MMP, qui dégradent la matrice favorisant également la prolifération/migration des CML [90].
Les MMP constituent une famille de 25 protéases, sécrétées ou membranaires, qui dégradent
de nombreux composants de la MEC. 14 ont été identifiées dans la paroi vasculaire [91]
(Tableau 3) et leur expression est augmentée dans les plaques vulnérables humaines [92]. La
MMP-2 est exprimée de facon constitutive par les CML [70] et constitue, avec la MMP-14
(ou MT-MMP-1, membrane type-MMP-1) [93] la MMP majoritaire associée a la migration
des CML [94]. En dégradant 1’¢élastine, les MMP conduisent a la production de peptides
d’¢lastine appelés aussi matrikines car capables d’induire de nombreux effets biologiques tels
que la production de ROS et le chimiotactisme des cellules inflammatoires [95], la production
de NO par les cellules endothéliales [96] et la prolifération des CML [97]. La dégradation de
la matrice permet a son tour la libération d’autres facteurs conduisant a I’activation des MMP,

entrainant le maintien de la modulation phénotypique des CML. L’ensemble de ces processus
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conduit a la formation d’une chape fibreuse entourant le core lipidique formée de cellules

inflammatoires et de débris nécrotiques [6].

GROUPE MMP NOM COMMUN

Collagénases MMP-1 Collagénase-1,
Collagénase interstitielle

MMP-8 Collagénase-2,
Collagénase du neutrophile

MMP-13  Collagénase-3

Gélatinases MMP-2 Gélatinase-A

MMP-9 Gélatinase-B

Stromélysines MMP-3 Stromélysine-1

MMP-10  Stromélysine-2
MMP-7 Matrilysine

MT-MMP MMP-14  MT1-MMP

MMP-15  MT2-MMP

MMP-16  MT3-MMP

MMP-17  MT4-MMP

Autres MMP-11  Stromélysine-3
MMP-12  Métalloélastase macrophagique

Tableau 3 : MMP exprimées dans la paroi vasculaire. (Dapres Newby, A.C., 2005, Physiol
Rev) [91]

La balance complexe entre les différents facteurs sécrétés par les cellules de la paroi
athéromateuse va ensuite déterminer la stabilité de la plaque d’athérome. Ainsi, de fagon
simplifiée, soit les CML vont continuer a proliférer et a sécréter des molécules de la matrice
qui stabilisent la plaque, soit les cellules inflammatoires vont inhiber la
prolifération/migration des CML, induire leur apoptose et fragiliser la plaque [98] (cf
paragraphe 11-3.3.2).

Bien que la production de matrice soit le role majeur des CML dans la progression
des lésions, un role de ces cellules a été suggéré récemment dans I’initiation de la maladie
[99]. En effet, bien que la majorité des CML de la paroi vasculaire humaine soit localisée

dans la média, un nombre non négligeable est retrouvé dans I’intima. De plus, des études
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immunohistologiques sur des coupes d’artéres humaines montrent que les régions susceptibles
au développement de ’athérosclérose contiennent un grand nombre de CML, alors que les
régions plus résistantes en contiennent peu [100]. Comme les macrophages, les CML peuvent
exprimer des récepteurs impliqués dans la capture des lipides, tels que le récepteur des LDL,
le récepteur des VLDL, CD36, CXCL16, former des cellules « apparentées » aux cellules
spumeuses et participer ainsi a 1’accumulation précoce des lipides dans la plaque [101].
Comme les cellules endothéliales, les CML peuvent aussi exprimer des molécules d’adhésion,
telles que VCAM-1 et ICAM-1, ce qui peut conduire a la stabilisation et au maintien des
leucocytes dans les lésions [102]. Les CML sont également capables de protéger les
leucocytes de 1’apoptose [103]. Enfin, les cytokines comme le PDGF, le TGF-f, I’'IFN-y et
MCP-1, sécrétées par les différents types cellulaires des Iésions peuvent aussi étre produites

par les CML et participent a ’initiation et a la propagation de la réponse inflammatoire [104].

11-3.3.2. Role des CML dans la stabilité de la plaque

La chape fibreuse formeée par les CML et la matrice permet de separer efficacement
le sang circulant des composants thrombogénes du centre lipidique de la plaque. Cependant, si
la plaque devient instable, elle est susceptible de se rompre conduisant a la formation d’un
thrombus et a ’occlusion du vaisseau. La stabilit¢ de la plaque d’athérome est donc une
notion majeure. Une plaque stable se caractérise par la présence d’un centre lipidique peu
important et d’une chape fibreuse épaisse et solide, peu sensible a la rupture. A I’inverse, une
plaque instable est caractérisée par un core lipidique important, de nombreuses cellules
inflammatoires et une chape fibreuse mince contenant peu de CML. Les CML et la matrice
qu’elles synthétisent jouent donc un rdle central dans la stabilité de la plaque d’athérome et
les complications associées a 1’athérosclérose.

Comme décrit précédemment (paragraphe 11-3.2.2.), les cellules inflammatoires
activées dés les stades précoces de la maladie jouent un role crucial dans la stabilité/instabilité
de la plaque d’athérome. L’apoptose des CML représente aussi un mécanisme majeur associé
aux ruptures de plaque [105]. D’un point de vue mécanistique, les CML expriment des
« récepteurs de mort » tels que Fas et les récepteurs aux TNF-o dont la liaison avec leur
ligand produit par les cellules inflammatoires conduit a leur apoptose. L’induction de
I’apoptose des CML chez des souris ApoE™ conduit & une diminution de la chape fibreuse et
du contenu en collagéne, a une augmentation des débris cellulaires et de I’inflammation [106].
Des travaux plus récents montrent que I’apoptose faible des CML pendant ’athérogéneése

ainsi que dans des plaques établies conduit a une augmentation de la taille des lésions et une
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fragilisation de la plaque. De plus, 1’apoptose chronique des CML chez des souris jeunes
entraine la calcification des lésions [107]. En condition d’hyperlipidémie, la phagocytose des
CML apoptotiques est réduite et conduit a la nécrose des CML qui sécretent de I'IL-1a
pouvant stimuler la production de cytokines inflammatoires (IL-6, MCP-1) par les CML
environnantes [108]. L’apoptose des CML qui conduit & une diminution de ces cellules
participent donc de fagcon importante a la formation de plaques vulnérables. De plus, si
I’apoptose est associée a un défaut d’élimination des cellules mortes par les macrophages, la
nécrose apparait et induit une augmentation de 1’inflammation.

Les MMP sécrétées par les différents types cellulaires de la paroi artérielle sont
également impliquées dans ce phénomene. Alors que les MMP favorisent une plaque stable
en stimulant la prolifération/migration des CML, elles peuvent aussi participer a la

fragilisation des Iésions en dégradant la matrice [109].

De récentes études indiquent la présence de CML progenitrices (SPC, smooth muscle
progenitor cells) dans les plaques d’athérome [110]. Les SPC peuvent dériver de la moelle
osseuse, de la circulation (SPC circulantes) ou de la paroi vasculaire (SPC résidents dans les
tissus) [111]. En utilisant des souris ApoE™" irradiées reconstituées avec de la moelle osseuse
issue de souris GFP et soumises a un régime gras pendant 8 semaines, Sata et al. montrent que
42% des cellules positives pour la SM a-actine (SM, smooth muscle) dans les lésions sont
également GFP™ [112]. A I’inverse d’autres données récentes indiquent que les CML dans les
plaques avancées prennent leur origine dans la paroi vasculaire et que le remodelage
vasculaire aprés une rupture de plaque implique des CML locales plutét que circulantes ou
dérivées de la moelle osseuse [113].

Récemment, Zoll et al. ont démontré que le transfert de SPC humaines a des souris
ApoE”" immunodéficientes réduit la progression des Iésions précoces, mais pas avancées, et
conduit a une stabilisation de la plaque par rapport aux animaux contrles [24]. Les SPC
circulantes auraient ainsi un effet protecteur dans 1’athérogénése et un transfert de SPC dans
des plaques établies pourrait prévenir 1’instabilité et la rupture de plaque. Le role des SPC
dans le développement des Iésions athéromateuses reste cependant peu documente et parfois
controverse. Des études complementaires apparaissent donc necessaires pour definir la

contribution de ces cellules dans la pathologie de 1’athérosclérose (Figure 10).
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SPC

CXCL12,CXCR4,
apoptose

Cellules
endothéliales

CML

Hyperplasie intimale

Stabilité de la plaque

Figure 10 : Roles des SPC dans le développement de I’athérosclérose. (D ‘aprés Weber C,
2008, Nat Rev) [28]

En conclusion, le réle des CML dans I’athérosclérose est donc complexe. Elles
peuvent participer aux étapes d’initiation de la pathologie et favoriser ainsi le développement
de la plaque d’athérome. Par contre, leurs fonctions dans les stades tardifs sont plut6t
bénéfiques puisqu’elles permettent la formation d’une chape fibreuse solide et stable, peu

sensible a la rupture de plaque.
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11-3.4.Conclusion

La pathologie de I’athérosclérose est donc complexe et les différents types cellulaires
impliqués peuvent jouer des roles opposeés selon le stade de la maladie considéré. Des données
récentes indiquent par ailleurs la présence et I’implication de cellules progénitrices (EPC et
SPC) dans les Iésions athéromateuses qui nécessitent cependant d’étre approfondies. Les
cellules inflammatoires et les médiateurs immuns sont plus particuliérement impliqués dans
toutes les étapes du développement de I’athérosclérose et placent ainsi cette pathologie
vasculaire parmi les maladies inflammatoires chroniques. Le role de I’inflammation dans
I’athérogénése est actuellement un domaine majeur d’investigation dans la recherche de
nouvelles thérapies.

Les modeles de souris athéromateuses ont permis de grandes avanceées dans la
comprehension du développement de 1’athérosclérose. Aux vues des différences avec
I’Homme (Tableau 4), il est cependant nécessaire de rester prudent lors de la transposition

des données a la pathologie humaine.
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Leucocytes
Neutrophiles

Mastocytes

Monocytes et
macrophages

Cellules T

Cellules B

DC

Typecellulaire Résultats sur modéles de souris

*Absence réduit la formation de
I'athérosclérose précoce et de 'anévrysme
*Expansion via Cxcr4 augmente leur nombre
dans les plaques, exacerbe I'athérosclérose
précoce

«Inhibition de leur fonction prévient
I'athérogenése et la déstabilisation de la plaque
*Déficience en production de cytokines réduit
I'athérosclérose et la formation des anévrysmes

*Flux continu observé a chaque stade de
I'athérogenese

« Différents sous-types de monocytes
utilisent différents récepteurs aux
chimiokines pour entrer dans la plaque et
différentes voies de différenciation
*Absence réduit stade précoce mais pas
tardif de I'athérogenese

*Flux continu observé a chaque stade de
I'athérogenése

*Déficit en cellules Th1 diminue I'athérosclérose
et cellules Thl stimulées par INFy favorise
I'athérosclérose

*Cellules T h2, TGFB et IL-10 diminue
I'inflammation vasculaire et I'athérosclérose

*Cellule T CD8+ favorise la formation d’anévrysme

*Présents a la base des stries lipidiques précoces
et de fagon constitutive dans I'adventice
*Protection contre I'athérosclérose dans les souris
splénectomisées

*Accumulation dans I'intima des régions
susceptibles a I'athérosclérose

leur nombre dans la plaque est corrélé avec la
taille de la plaque et son niveau d’inflammation
*pDC sont présents dans les plaques de 'artére
carotide et contribue a l'instabilité de la plaque

Progéniteurs vasculaires

Pertinence en pathologie humaine

*Présents au site de rupture et d’érosion de la
plaque dans les maladies aigués de I'artére
coronaire (ACAD, acute coronary artery
disease)

*Augmente le nombre de leucocytes et le
niveau des myéloperoxidases dans les ACA
*Pas d’étude interventionnelle disponible
*Détecté dans les plaques d’artére coronaire et
carotide au niveau du site d’érosion, rupture ou
hémorragie

*Pas d’étude interventionnelle disponible

*Cellules de la strie lipidique et des lésions
athéroscléreuses complexes

*Sous-type de monocytes sont des marqueurs
potentiels de monocytose induite par
I’hypercholestérolémie

*Pas d’étude interventionnelle disponible
(cibler leur recrutement pourrait réduire le
développement de I'athérosclérose)

*Pas d’étude interventionnelle disponible
(cibler leur recrutement pourrait réduire le
développement de I'athérosclérose)

*Principalement localisées dans I'adventice
dans les plagues humaines

*Présentes dans les plaques athéromateuses
de I'aorte abdominale

*Protocole d’immunisation contre
I'athérosclérose avec des lipides modifiés ou
des lipoprotéines comme antigene

*Forme un réseau dans l'intima de jeunes
individus sains

le nombre de précurseurs des DC et les DC
matures sont augmentés au site de rupture
*les précurseurs des DC circulants sont réduits
chez les patients atteints d’ ACA

SPC *Contribue au remodelage néointimal aprés lésion  *CML dérivée d’un donneur sont recrutée au
de 'artére et stabilise les plaques d’athérome niveau des artéres athéroscléreuses
*Augmentation dans le sang des patients
CAD stables et diminution dans les ACA
*Régénération des CE et recrutement des cellules  <Résultats contradictoires sur leur définition
EPC dela MO dérivées des EPCTe2* au niveau des sites exacte et role fonctionnel
athéromateux
*Administration des EPC et des cellules de la MO
augmente la taille des plaques et leur instabilité
*Transfert ou mobilisation contribue régénération
endothéliale apres Iésion et améliore la fonction des
CE dans I'athérosclérose
Tableau 4: Principales similarités et différences entre les modeéles murins

d’athérosclérose et la pathologie humaine. (D ’aprés Weber, C., Nat Rev Immunol, 2008)

[28]

58




Chapitre 1 : La paroi vasculaire saine et pathologique . exemple de l’athérosclérose et de la resténose

11-4. Approches thérapeutiques pour le traitement de I’athérosclérose

De nombreuses therapies ont été développées pour diminuer le risque, le développement et
la progression de I’athérosclérose. La majorité des therapies actuelles ciblent les facteurs de
risque de la maladie comme 1’hypercholestérolémie et 1’hypertension. Parmi ces différents
traitements, 1’utilisation des statines basée sur la réduction du taux plasmatique de LDL
cholestérol est la stratégie la plus largement utilisée. Au-dela de leurs effets hypolipémiants,
les statines possédent aussi des propriétés anti-inflammatoires. Ainsi I’inflammation constitue
une cible potentielle dans la recherche de nouvelles thérapies visant a prévenir le
développement de I’athérosclérose. Néanmoins, le seul véritable traitement actuel de
I’athérosclérose établie reléve de la cardiologie interventionnelle et consiste a réaliser une

angioplastie avec pose de stent.

11-4.1. « Traitements » des facteurs de risque

> Modification des lipides

L’un des facteurs de risque majeur du développement de I’athérosclérose est la
concentration plasmatique élevée en LDL modifiés, principalement par oxydation. De
nombreuses stratégies thérapeutiques visent ainsi a diminuer le taux de LDL cholestérol
circulant ou a augmenter celui du HDL cholestérol. Parmi ces thérapies, les statines ont
montré leur efficacité dans la prévention de la progression de 1’athérosclérose [114]. Les
statines sont des inhibiteurs de 1’enzyme HMG-CoA réductase (hydroxy-3-méthyl glutaryl
Coenzyme A reductase) impliquée dans la synthése de cholestérol. Les statines bloquent ainsi
la synthése de mévalonate, précurseur du cholestérol, et induisent une diminution de la
concentration hépatique en cholestérol qui conduit a ’activation de la transcription de génes
tels que le LDLr impliqués dans la clairance plasmatique des LDL. La diminution importante
(27 a 55%) des concentrations plasmatiques en LDL-cholestérol est I’effet principal des
statines mais elles induisent également une augmentation modérée des taux de HDL-
cholestérol (de 5 a 10%) via une diminution de 1’activité de la CETP et une augmentation de
I’activité des récepteurs PPAR-o [115]. Les fibrates, qui sont des agonistes des récepteurs
PPAR-a (peroxisome proliferator-activated receptor) régulant la transcription de génes
impliqués dans le métabolisme lipidique, permettent de diminuer les taux de triglycérides et
de LDL-cholestérol et d’augmenter les taux de HDL-cholestérol [116]. Une méta-analyse
récente regroupant 18 études montre que le traitement avec les fibrates ne diminue pas la

mortalité (toutes causes comprises) mais réduit 1’incidence des principaux événements
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cardiovasculaires [117]. L’agent pharmacologique permettant la plus forte augmentation des
taux de HDL-cholestérol (jusqu’a 35%) est la niacine (ou acide nicotinique). Le Niaspan, qui
correspond a une reformulation de la niacine a libération prolongée, est utilisé en association
avec les statines et induit une régression de I’athérosclérose en augmentant les taux de HDL-

cholestérol probablement via une diminution de I’expression de la CETP [118] [119].

> Le systéme rénine-angiotensine

Le systéme rénine-angiotensine comprend une cascade d’événements qui débute avec
I’activation de la rénine sécrétée par les reins permettant la conversion de 1’angiotensinogeéne
en angiotensine I. L’angiotensine I, inactive, est ensuite convertie en un peptide actif,
I’angiotensine II par ’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA). L’angiotensine II
constitue 1’¢lément actif du systeme dont les effets sont principalement médiés par les
récepteurs de type | (AT1R) (Figure 11). L’angiotensine II est fortement impliquée dans le
développement de 1’athérosclérose en particulier en stimulant le stress oxydatif et donc
I’oxydation des LDL. Ainsi, des inhibiteurs de ’ECA et des antagonistes des récepteurs AT1

sont utilisés pour réduire I’athérosclérose [120].
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Figure 11 : Le systéme rénine-angiotensine.

En plus de leurs effets sur la modification des facteurs de risque tels que
I’hyperlipidémie et [’hypertension, les nombreuses molécules utilisées en thérapie
cardiovasculaire ont des propriétés anti-inflammatoires [121]. En effet, les inhibiteurs de
I’ECA, les antagonistes de ATI1R, les activateurs de PPAR-a semblent impliquer dans les

processus inflammatoires. De méme, ’action athéro-protectrice des statines peut aussi étre
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attribuée a ses propriétés anti-inflammatoires [122]. En effet, les patients traités avec des
statines présentent une diminution des taux plasmatiques en CRP (C reactive protein,
marqueur de I’inflammation) [123]. De plus, il a été montré que les statines ont un effet sur
les fonctions des lymphocytes [124]. Les HDL, qui ont un rdle athéro-protecteur, ont
également montré des effets anti-inflammatoires in vitro et in vivo. Ainsi, la recherche de
nouvelles thérapies ciblant 1’inflammation est actuellement un domaine majeur

d’investigation pour le traitement de I’athérosclérose [125].

11-4.2. Traitement des plaques d’athérosclérose évoluées : 1’angioplastie

Le principal traitement de I’athérosclérose est 1’angioplastie percutanée. Cette approche
de cardiologie interventionnelle consiste a introduire dans I’artére un cathéter muni a son
extrémité d’un ballonnet, de le placer en regard de la Iésion, puis de le gonfler dans le but
d’écraser la plaque d’athérome contre la paroi artérielle, permettant ainsi de rétablir le flux
sanguin. La majorité des angioplasties sont réalisées avec pose d’un stent, petit ressort
métallique permettant de prévenir le remodelage constrictif et le retour élastique de 1’artére
(Figure 12). Cependant, cette technique de dilatation mécanique de 1’artére présente environ
5% d’échec. En effet, I’implantation de stent cause d’une part des thromboses nécessitant un
traitement anti-plaquettaire de longue durée (6 mois a 2 ans) augmentant les risques
d’hémorragie et d’autre part, la prolifération/migration anormale des CML venant a nouveau
obstruer la lumiére du vaisseau et responsable du processus de resténose. D’autres stratégies

ont donc été développées pour limiter la resténose intra-stent (cf paragraphe 111-4.).
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Artére Plaque
obstruée _d’athérome

; B Artére Plaque
obstruée d'athérome

Artére coronaire Plaque d’athérome Artére coronaire Plaque d’athérome
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Plaque d’athérome

Plaque d’athérome
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compressée

Figure 12 : L’angioplastie. A, simple au ballonet ; B, I’angioplastic avec pose de stent.
(D apres le site . http://www.nhlbi.nih.gov/health/dci/Angioplasty/Angioplasty_Whatls.html).

I11- Complication de I’athérosclérose : la resténose

Le principal traitement de I’athérosclérose est 1’angioplastie qui consiste a introduire
dans I’artére un cathéter muni a son extrémité d’un ballonnet qui est gonflé afin d’écraser la
plaque d’athérome contre la paroi et rétablir ainsi la circulation sanguine. Dans 90% des cas,
I’angioplastie est réalisée avec pose d'un stent afin d'éviter le retour élastique de l'artere. La
principale limite de cette technique est la survenue d'un nouveau rétrécissement de la lumiere
du vaisseau dans les six mois aprés I’intervention. Ce phénomene, appelé resténose, est di en
partie a la 1ésion vasculaire et a la dénudation de 1’endothélium engendrées par la pose du
stent qui déclenchent des processus inflammatoires et conduisent a la prolifération et la

migration des CML responsables d'une nouvelle hyperplasie intimale.

I11-1. Physiopathologie de la resténose : généralités

La resténose représente la complication majeure du traitement de 1’athérosclérose par
angioplastie avec ou sans pose de stent. Il existe deux mécanismes principaux de la resténose :
I’hyperplasie intimale et le remodelage constrictif. Le remodelage constrictif correspond a une

adaptation du vaisseau aux nouvelles conditions suite a I’insertion dans Dl’artéere d’un
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ballonnet. Il est associé a une modification de la vasomotricité des cellules endothéliales, a
une augmentation de I’expression de marqueurs contractiles comme la SM o-actine (smooth

muscle o-actin) et de protéines de la MEC (collagéne, fibronectine), et se caractérise
notamment par une fibrose de I’adventice mais les mécanismes mis en jeu sont peu connus
[126]. L’hyperplasie intimale joue un role central dans la resténose intra-stent alors qu’elle ne
participe qu’a 10% de la resténose aprés angioplastie au ballonnet, et correspond a la
migration/prolifération des CML venant obstruer a nouveau [’artére. En plus d’écraser la
plaque d’athérome, la conséquence immédiate de 1’implantation d’un stent est la dénudation
de I’endothélium. Une couche de plaquettes et de fibrine se dépose alors au niveau de la
Iésion conduisant a la formation d’un thrombus. Les plaquettes activées expriment des
molécules d’adhésion entrainant le recrutement des leucocytes qui s’infiltrent dans la paroi
vasculaire guidés par un gradient de chimiokines sécrétées par les CML et les macrophages
résidents. Les facteurs de croissance et les chimiokines libérés par les plaquettes, les
leucocytes et les CML stimulent la migration des CML de la media vers I’intima ou elles
proliférent et produisent des composants de la matrice aboutissant a I’hyperplasie intimale. La
néointima formee est donc essentiellement composée de CML, de matrice et de macrophages
[127] [128] (Figure 13). Des stents délivrant des substances (DES, drug eluting stents)
capables d’inhiber I’hyperplasie intimale ont ét¢ développés et ont permis de réduire la
resténose. Cependant, ces stents dits « actifs » n’améliorent pas le pronostic a long terme en
termes de survie en comparaison des stents « nus» (BMS, bare metal stents). D’autres
stratégies thérapeutiques sont actuellement envisagées pour lutter contre la resténose (cf

paragraphes 111.4.2. et 111.4.3.).
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A-Posedu stent C-Infiltration des leucocytes
Dénudation endothéliale, Dép6t de plaquettes et de fibrinogéne Prolifération/Migration des CML

Plaquettes Fibrinogene Facteurs de croissance
FGF, PDGF, IGF, TGF-8,VEGF

B-Recrutementdes leucocytes D-Développementdela Néointima
Libération de cytokines Prolifération des CML/recrutement des macrophages

Macrophages Cytokines Neutrophiles
MCP-1, IL6, IL8

Figure 13 : Mécanismes de la resténose. (D ‘aprés, Costa, M.A., Circulation, 2005) [127]

111-2. Modéles animaux d’étude de la resténose

Tous les modéles animaux de resténose sont basés sur une Iésion de la paroi artérielle qui
entraine un processus de remodelage vasculaire. Les modeles d’étude de la resténose sont
réalisés dans différentes especes, comme les rongeurs (souris, rat, lapin), le porc ou encore le
singe. Les méthodes utilisées pour léser le vaisseau incluent des techniques mécaniques,
chimiques, thermiques ou de ligature du vaisseau [129].

Historiquement, les premiers mod¢les d’étude de la resténose ont été développés chez le
lapin et le rat. L artére iliaque de lapins hypercholestérolémiques constitue un des modeles les
plus utilises. En général, le régime riche en cholestérol est suivi d’une 1ésion mécanique de
I’artére a I’aide d’un cathéter conduisant a la dénudation de I’endothélium. Aprés 4 a 6
semaines et si la lésion est suffisante, une deuxieme lésion mécanique est réalisée. De
nombreuses études sont également réalisées chez le rat. L’endothélium de la paroi vasculaire
est 1ésé par I’introduction d’un ballon dans 1’artére carotide du rat qui est ensuite gonflé. Le

ballonnet est ensuite retiré et I’artére ligaturée.
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Différents modeles murins ont ensuite été développés. La souris représente en effet un
modéle peu colteux, facile d’utilisation, qui se reproduit rapidement et permet la
manipulation de génes. Par contre, la petite taille des arteres de souris rend les manipulations
de 1ésions artérielles difficiles d’un point de vue technique. Différentes méthodes de 1ésions
sont utilisées chez la souris comprenant principalement des Iésions mécaniques avec un guide
et de ligature du vaisseau [130] [131]. Selon le modéle utilisé, les mécanismes cellulaires
engendrés sont différents comme résumé dans le Tableau 5. Il est également important de
noter que le fond génétique influence la réparation vasculaire en réponse a une lésion. Ainsi,
les souris C57B1/6J sont par exemple résistantes a I’hyperplasie intimale dans la carotide suite
a la dénudation mécanique de I’endothélium. Par contre, ces souris présentent une hyperplasie
intimale importante en absence du géne ApoE.

Le modele de ligature de la carotide se caractérise par une altération du flux sanguin et des
forces de cisaillement conduisant a la formation d’une néointima riche en CML apres 2 a 4
semaines [132]. Plus récemment, Roque et al. ont développé un modele murin de lésion dans
I’artére fémorale a I’aide d’un guide d’angioplastie qui induit la formation d’une néoinitima
observable a partir de 8 jours et significative a 14 jours; la réparation endothéliale est
compléte 3 semaines aprés la lésion [133]. Ce modele présente de nombreux avantages :
hyperplasie intimale importante, mortalité réduite en comparaison du modele de ligature de la
carotide, réponse inflammatoire précoce impliquant les neutrophiles comme observé dans la
pathologie humaine (Tableau 5). De plus, ce modele est de loin le plus physiopathologique
en comparaison des modeles de Iésions chimiques ou de ligature de vaisseau. Par contre, cette
méthode est plus difficile d’un point de vue technique.

Enfin, en fonction de la taille du guide utiliseé, il est possible chez la souris de réaliser des
Iésions carotidiennes superficielles ou profondes permettant de visualiser respectivement la
régénération endothéliale uniquement ou la régénération endothéliale et 1’hyperplasie
intimale. Dans D’artére fémorale, 1’observation de ces deux mécanismes dépend du temps
apres réalisation de la lésion : a partir de 3 a 5 jours pour la réendothélialisation, 14 a 28 jours

pour I’hyperplasie intimale.
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Lésion mécanique | Lésion mécanique Ligature
artére carotide artéere fémorale
Dénudation endothéliale ++ ++ -
Altération du flux - - F++
sanguin
Thrombose + + +
inflammation - ++ +
Néointima -+ +++ +++
Difficultés de +++ +++ +
manipulation
Relevance + + -
physiologique

Tableau 5 : Les différents modeéles de Iésion artérielle chez la souris.

Bien que le modéle murin présente de nombreux avantages, 1’anatomie et la physiologie
des artéres de souris sont tres différentes de celles de I’Homme. Afin de reproduire le plus
fidélement possible la pathologie humaine, des modeles porcins de resténose ont été
développés. Chez le porc, les lésions sténosantes sont induites dans D’artére fémorale,
carotide, coronaire ou dans ’aorte. Dans le modéle de 1ésion de la carotide, la dénudation
endothéliale est réalisée par 1’introduction, a partir de I’artére fémorale, d’un cathéter muni
d’un ballonnet dans ’artére carotide. Le ballonnet est gonfl¢ trois a quatre fois pour léser
I’endothélium. Le mod¢ele de 1ésion de ’artére coronaire présente 1’avantage d’utiliser les
mémes guides que ceux Servant a 1’angioplastie chez ’Homme. De plus, une angioplastie au
ballon ainsi qu’une pose de stent peuvent étre réalisées et entrainent des lésions plus
profondes favorisant 1’hyperplasie intimale. Dans ce modele, la réponse néointimale est

similaire a celle observée chez ’Homme en termes de taille et de densité cellulaire [134].

Chez ’'Homme, I’implantation d’un stent est suivie d’une dénudation de 1’endothélium
qui déclenche les processus inflammatoires pour aboutir finalement a I’hyperplasie intimale
caractérisant la resténose. L’angioplastie simple implique également le retour élastique de
’artére et le remodelage constrictif. Aucun modéle animal ne permet de reproduire fidélement
toutes ces étapes observées chez I’Homme et chaque modéle présente des avantages et des

inconvénients (Tableau 6).
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Homme Souris Rat Lapin Porc
(arterefémorale) | (arterecarotide) | (artéreiliaque) | (artérecoronaire)

Dommages artérielles

- Dénudation endothéliale + + + +
-Lésion dela media + +
Thrombus + - + +
Inflammation + - + +
Néointima + + + +
Remodelage constrictif - - + +

Tableau 6: Comparaison des différents modéles animaux de resténose avec la
pathologie humaine.

Bien que la souris constitue un mod¢le pratique d’utilisation et apporte de nombreuses
données concernant les mécanismes mis en jeu lors de la resténose, I’artére coronaire de porc
représente actuellement le modeéle le plus proche de la pathologie humaine d’un point de vue
anatomique, physiologique et physiopathologique. De plus, ce modele présente une néointima
importante en réponse a la l1ésion et permet 1’utilisation des mémes outils que ceux appliqués
chez ’Homme.

Enfin, le type de vaisseau semble également important. Ainsi, contrairement aux artéres
élastiques (aorte, carotides, artéres iliaques), les vaisseaux de type musculaire comme les
arteres coronaires et fémorales permettent la formation de lésions plus importantes et

contenant de nombreuses CML.

111-3. Mécanismes cellulaires

Le processus de resténose met en jeu des mécanismes communs avec 1’athérosclérose
comme la dysfonction endothéliale, le recrutement des monocytes et la prolifération/migration
des CML mais présente également des caractéristiques qui lui sont propres que nous

détaillerons dans les parties suivantes.

111-3.1.L’endothélium

Le déploiement du ballon ou du stent induit immediatement une dénudation de
I’endothélium ou déendothélialisation. Comme décrit précédemment (cf paragraphe 1-1.),
I’intégrité¢ de I’endothélium est essentielle au maintien de I’homéostasie vasculaire et permet

d’éviter le contact entre les substances thrombogénes et le sang circulant. Les produits des
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cellules endothéliales inhibent en effet les fonctions plaquettaires et la thrombose, contrélent
la perméabilité vasculaire et inactivent des facteurs de croissance inhibant ainsi la
prolifération des CML. Le NO produit par les cellules endothéliales non lésées permet en
particulier de diminuer les processus inflammatoires et inhibe la prolifération/migration des
CML. Ainsi, I’expression de la eNOS (endothelial nitric oxyde synthase) par transfert de gene
dans I’artére carotide déendothélialisée chez le rat restaure la production de NO et inhibe la
formation de la néointima de 70% 14 jours aprés la lésion [135]. Le VEGF (vascular
endothelial growth factor), qui stimule la prolifération des cellules endothéliales et représente
un puissant régulateur de la perméabilité vasculaire, a montré un réle dans la régénération
endothéliale et la réduction de la formation de la néointima associée dans des modéles de
Iésion induite chez le rat et le lapin [136] [137] [138]. Cependant, le role du VEGF dans ces
processus est controversé. En effet, le VEGF induit aussi la migration et I’activation des
monocytes [139], I’expression de chimiokines comme MCP-1 [140], et semble jouer un role
dans le développement de I’athérosclérose [141]. De plus, I’expression du VEGF et de ses
deux récepteurs (VEGFR-1 et VEGFR-2) est augmentée aprés implantation d’un stent chez le
porc [142]. Ohtani et al. montrent que I’inhibition du VEGF endogéne conduit a une
diminution de I’inflammation dans les phases précoces et a une réduction de la formation de
la neointima chez le rat, le lapin et la souris [143]. Les études montrant un réle du VEGF dans
I’inhibition de la resténose utilisent du VEGF recombinant pouvant expliquer les différences
de résultats avec Ohtani et al. et suggérant un mécanisme d’action différent entre le VEGF
endogéne et exogene.

Bien que les dommages endothéliaux ne semblent pas toujours associés a la formation
de la néointima [144], la dénudation de 1’endothélium suite a I’implantation d’un stent
contribue de facon importante a 1’épaississement intimal. De nombreuses études montrent que
la réendothélialisation de la paroi vasculaire 1ésée diminue 1’hyperplasie intimale. Ainsi,
Walter et al. montrent que le traitement avec les statines conduit a une augmentation du
nombre d’EPC et de la réendothélialisation associée a une diminution de I’hyperplasie
intimale chez le rat [145]. De plus, I’injection intraveineuse d’EPC différenciées in vitro, a
des souris dont I’endothélium de la paroi carotidienne a été 1ésé, induit une augmentation de
la réendothélialisation et une diminution de I’hyperplasie intimale [146]. George et al. ont
évalué le réle des EPC dans la resténose intra-stent chez I’Homme. Une diminution du
nombre d’EPC circulantes est observée chez les patients présentant une resténose intra-stent
qui pourrait contribuer a la prolifération cellulaire excessive observée chez ces patients [23].

Chez le porc, le nombre de cellules endothéliales progénitrices CD133" est fortement
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augmenté dans la néointima dans les premiers jours suivant I’implantation d’un stent nu
[147]. De plus, Inoue et al. montrent que le nombre d’EPC est augmenté suite a une
angioplastie simple au ballonnet ou avec un stent nu alors qu’il est fortement diminué apres le
déploiement d’un stent actif. Dans cette étude, les auteurs indiquent que les stents actifs
inhibent la mobilisation et la différenciation des cellules de la moelle osseuse et agissent donc
non seulement sur les cellules endothéliales au niveau local, mais aussi a distance sur les
progéniteurs [148]. Ainsi, contrairement aux données obtenues dans les modéles
d’athérosclérose, le role bénéfique des EPC dans la resténose semble clairement identifié. Ces
cellules progénitrices en particpant a la réendothélialisation pourraient prévenir non seulement
de la resténose intra-stent, mais aussi des thromboses de stent (cf paragrapghe 111.4.1.)
(Figure 14).

Moelle osseuse Vaisseau/Stent

Multiplication ex-vivo des cellules progénitrices

Séléctines ?
Cellules Intégrines ?
Stromales
Circulation périphérique

Cellules

souches
pluripotentes

mobilisation sortie différenciation «homing »

Figure 14 : Cellules endothéliales progénitrices et réendothélialisation. L’injection d’EPC
ainsi que la mobilisation des EPC endogenes conduisent a une augmentation de la
réendothélialisation dans de nombreux modeéles de dénudation endothéliale. (D aprés Werner,
N., 2006, J Cell Mol Med) [27]

111-3.2.Inflammation

L’inflammation joue un role central dans le processus de resténose. Les plaquettes et les
macrophages sont des acteurs majeurs de la formation de la néointima. De nombreuses études

montrent une augmentation des marqueurs de I’inflammation aprés une angioplastie [149].
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Afin d’évaluer I’inflammation suite a la pose d’un stent, Fukuda et al. mesurent le nombre de
monocytes circulants dans le sang périphéerique et montrent une corrélation positive entre le
nombre de monocytes et le volume de la néointima [150].

La premiére étape suite a I’implantation d’un stent se caractérise par 1’adhésion des
plaquettes et un dépét de fibrine a la surface de 1’endothélium 1ésé. A la surface du vaisseau
1ésé, les plaquettes expriment des molécules d’adhésion comme la P-sélectine qui se lie a son
récepteur PSGL-1 exprimé par les leucocytes, permettant ainsi d’initier 1’adhésion et le
«rolling » des leucocytes. Ainsi, I’inhibition de la P-sélectine a 1’aide d’un anticorps réduit la
formation de la néointima de 40% dans un modele de Iésion induite par angioplastie chez le
rat [151]. De méme, I’inhibition de la P-sélectine conduit a une diminution de I’interaction
précoce entre les plaquettes et les leucocytes et de 1’épaississement intimal chez le porc [152].
Les leucocytes adhérent ensuite fermement au vaisseau via 1’expression de molécules de la
famille des intégrines telles que Mac-1, LFA-1 qui se lient aux récepteurs présents a la
surface des plaguettes comme ICAM-1, la glycoprotéine Iba (GPIba) et par le cross-linking
du fibrinogéne avec son récepteur GPIIb/Illa [153]. Mac-1 est exprimé a la surface des
monocytes et des neutrophiles et joue un role central dans I’hyperplasie intimale. L’absence
de Mac-1 ou son inhibition a 1’aide d’un anticorps monoclonal réduit la formation de la
néointima dans un modé¢le murin d’angioplastie avec ou sans stent [154] [155]. Chez
I’Homme, 1’expression et 1’activation de Mac-1 sont fortement augmentées 24h apres
I’implantation d’un stent et maximales a 48h [156]. Les leucocytes migrent ensuite a travers la
couche de plaquettes et de fibrine guidés par un gradient de chimiokines sécrétées par les

CML et les leucocytes résidents pour arriver dans I’intima (Figure 15).
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Leucocytes Flux sanguin

Plaquettes Cellules endothéliales

«Rolling » Activation Adhésion Migration
Forte Transplaquettaire

Leucocytes

Activation
Plaquettes

Figure 15 : Transmigration des leucocytes a travers la couche de plaquettes. A la surface
de I’endothélium 1ésé, les plaquettes se déposent en couche. Le recrutement primaire et le
«rolling » des leucocytes sont dépendants des sélectines puis Mac-1 stimule 1’adhésion forte
des leucocytes a la couche plaquettaire, permettant ensuite leur migration dans 1’intima guidée
par les chimiokines. (D apres Inoue, T., Circulation Journal, 2009) [128]

Les chimiokines, en particulier MCP-1, jouent un réle central dans la formation de la
néointima. MCP-1, sécrété par les plaquettes, stimule Dinfiltration des leucocytes.
L’expression de MCP-1, qui est faible dans la paroi artérielle saine, est augmentée de fagon
importante dans les cellules endothéliales et les CML apres une angioplastie au ballonnet
[157] et les taux plasmatiques de MCP-1 restent élevés chez les patients qui développent une
resténose [158]. De méme, suite a I’implantation d’un stent chez ’Homme, les taux de MCP-
1 dans le plasma augmentent et sont retrouvés élevés aprés six mois chez les patients
développant une resténose [159]. L’augmentation de I’expression de MCP-1 a également été
observée par immunohistochimie sur des échantillons issus de patients présentant une
resténose [160]. L’inhibition du récepteur de MCP-1 (CCR2) avec un anticorps conduit a une
diminution de la formation de la néointima chez le singe [161]. De méme, dans un modéle
murin de lésion de I’artére fémorale, la déficience en CCR2 réduit I’hyperplasie intimale
d’environ 60% [162]. Plusieurs travaux utilisant une forme tronquée de MCP-1 démontrent
¢galement le role majeur de cette chimiokine dans I’hyperplasie intimale dans différents
modeéles de lésions artérielles chez la souris, le lapin, le singe [163] [164]. De plus, la
déficience en CCR2 réduit également la formation de la néointima en condition

d’hyperlipidémie dans un modéle de 1ésion chez les souris ApoE”™ [165]. Plus récemment,
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I’inhibition locale de MCP-1 a montré son efficacité dans la resténose intra-stent chez le lapin
et le singe via un stent recouvert d’un polymére contenant un plasmide portant une forme
tronquée de MCP-1 [166]. De plus, nous le verrons dans la partie suivante (cf paragraphe

111.3.3.), MCP-1 est également capable de moduler les fonctions des CML.

Le role des lymphocytes dans la formation de la néointima est peu documenté. Des
travaux suggeérent néanmoins un réle protecteur des lymphocytes. Suite a une Iésion artérielle,
les souris Ragl” et Rag2” déficientes en lymphocytes présentent une augmentation de la
formation néonitima qui peut étre réduite par un transfert de cellules T ou de cellules B [167]
[168] [169]. A I’inverse, Bochm et al. ont montré que les souris Rag”™ présentent un ratio
intima/media réduit par rapport aux souris Rag*’* suite & une Iésion artérielle [170].

Peu de données existent également concernant le r6le des neutrophiles dans le processus
de resténose. Des études cliniques indiquent une association entre [’activation des
neutrophiles et la resténose [171] [172]. Welt et al. montrent I’importance des neutrophiles
dans la resténose post-angioplastie [173]. L’adhésion des neutrophiles aux plaquettes activées
dépend de I’activation de I’intégrine 32 Mac-1 et de GPI-80 (glycosyl-phosphatidyl-inositol-
anchored protein), un modulateur de Mac-1 a la surface des neutrophiles, qui est impliqué
dans la régulation de I’adhésion et de la transmigration des neutrophiles dépendantes de Mac-
1. De plus, les neutrophiles via la myeloperoxidase sont responsables de la production de
ROS. Inoue et al. montrent que chez I’homme, I’activation des neutrophiles dépendante de
Mac-1 suite a I’implantation d’un stent joue un role majeur dans les processus inflammatoires
en induisant la production de ROS impliqués dans la formation de la néointima [174]. La
production de ROS par la NADPH oxydase joue en effet un rdle important dans I’hyperplasie
intimale [175]. Chez ’Homme, les processus inflammatoires et notamment le nombre de
neutrophiles sont plus importants aprés une implantation de stent que suite a une angioplastie
au ballonnet seul [176]. Chez I’animal, il existe également des différences de réponse
inflammatoire entre les deux types d’angioplastie. Suite a une angioplastie simple, les
neutrophiles prédominent alors que I’infiltration des macrophages est majoritaire dans le
processus de resténose intra-stent. Ceci peut s’expliquer par une différence dans 1’expression
des chimiokines spécifiques des monocytes (MCP-1) et neutrophiles (IL-8) entre les deux
modeles [177]. Ainsi chez le singe, I’inhibition spécifique de I’infiltration des monocytes par
I’inhibition de CCR2 diminue la resténose intra-stent alors que I’inhibition combinée des
monocytes et des neutrophiles est nécessaire pour réduire I’hyperplasie intimale induite par

une angioplastie simple [161].
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Dans les modéles animaux, I’implantation d’un stent induit donc une réponse
inflammatoire qui se caractérise au début par le recrutement et I’activation de nombreux
monocytes et neutrophiles. Les macrophages s’accumulent dans la néointima dans les jours
suivants. Les cellules inflammatoires produisent des ROS, des facteurs de croissance, des
chimiokines et des protéases capables de dégrader la matrice et de stimuler la
prolifération/migration des CML, I’ensemble de ces ¢léments participant a un épaississement

intimal.

111-3.3.CML

Les CML sont les acteurs majeurs du processus de resténose intra-stent. Les cytokines,
chimiokines et facteurs de croissances libérés par les plaquettes, les leucocytes et les CML
elles-mémes conduisent, comme dans 1’athérosclérose, a la modulation phénotypique des
CML qui migrent dans I’intima ou elles proliferent et sécretent de nombreux composants de la
matrice aboutissant a I’hyperplasie intimale. L hyperplasie intimale constitue le mécanisme
majeur caractérisant la resténose.

Parmi les facteurs de croissance, le PDGF et le bFGF (basic fibroblast growth factor)
jouent un réle majeur sur les CML de la media, en stimulant non seulement la prolifération de
ces cellules mais aussi leur migration. Ainsi, le PDGF et le bFGF sont par exemple capables
de stimuler la migration de CML aortiques de singe [178]. Chez le rat, les lésions intimales
développées suite a I’insertion d’un ballonnet dans 1’artére carotide, sont inhibées par un
anticorps polyclonal dirigé contre le PDGF [179]. En accord avec ses résultats, I’injection de
PDGF recombinant augmente de fagon importante 1’épaississement néointimal [180]. Le
PDGF ainsi que ses deux récepteurs (PDGFR-o et PDGFR-B) ont été identifiés dans les
arteres coronaires humaines aprés une angioplastie au ballonnet [181]. L’administration de
bFGF stimule la prolifération de CML issues d’artéres 1ésées et augmente la formation de la
néointima mais n’a pas d’effet sur les CML d’artéres intactes [182]. De plus, I’administration
combinée d’anticorps anti-PDGF et anti-bFGF conduit a une inhibition d’environ 80% de
I’épaississement intimal [183].

En plus de son réle dans le recrutement des cellules inflammatoires, MCP-1 semble agir
directement sur les CML. Spinetti et al. ont montré que 1’expression de MCP-1 et de son
récepteur CCR2 augmentent avec 1’age chez le rat [184]. Bien que des études antérieures aient
montré un réle négatif de MCP-1 dans la prolifération des CML [185], de nombreux travaux
montrent que cette chimiokine est capable de stimuler la migration et la prolifération des
CML aortiques de rat [184] [186] [187] [188]. Dans les CML humaines, MCP-1 stimule
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également la prolifération via I’activation du facteur de transcription AP-1 (activator protein-
1), mais également la production d’IL-6 par ces cellules en induisant I’activation de NF-kB

(nuclear factor-kB) [189] [190]. Enfin, ’augmentation de 1’expression de MCP-1 observée
dans la paroi artérielle 1ésée (cf paragraphe précédent 111-3.2.) peut étre stimulée in vitro dans
les CML par le PDGF [191]. Le PDGF induit une accumulation de MCP-1 en stimulant non
seulement la transcription des ARNm de MCP-1 mais également en augmentant leur stabilité
via I’activation d’un inhibiteur soluble de RNase [192] [193].

De nombreuses études indiquent donc un réle direct de MCP-1 sur les CML. Cependant,
I’expression de CCR2 dans ces cellules est controversée. Ainsi, certains travaux rapportent la
présence de CCR2 dans les CML humaines vasculaires [194] [190]. En revanche, d’autres
¢tudes indiquent que CCR2 n’est pas exprimé par les CML humaines et murines, suggérant un
réle de cette chimiokine indépendamment de CCR2 dans les CML [195, 196]. Ces différences
de résultats obtenus in vitro peuvent s’expliquer par les différentes techniques utilisées pour
isoler les CML aortiques. Ainsi, Viedt et al. utilisent la méthode d’explants [190] alors que
Schecter et al. isolent les CML par digestion enzymatique de la média a la collagénase [195].
De plus, I’hétérogénéité des CML, qui présentent des phénotypes différenciés différents dans
la paroi vasculaire, peut étre a ’origine de ces différentes observations. Enfin, I’expression du
CCR2 est certainement transitoire et finement régulée dans certaines conditions puisque elle
augmente avec 1’age et peut augmenter en conditions pathologiques [184].

L’apoptose des CML de la media joue un rdle important dans la resténose.
L’angioplastic conduit rapidement a une apoptose des CML dans différents modéles
expérimentaux (rat, lapin, porc) qui est corrélée a ’intensité de la 1ésion et précede le pic de
prolifération [197]. Dans un modéle d’angioplastie chez le lapin, I’inhibition de 1’apoptose
précoce des CML avec un inhibiteur de caspases réduit la formation de la néointima de 30%
quatre semaines apres la lésion [198]. L’apoptose des CML de la media constituerait un signal
pour le recrutement des SPC via la chimiokine SDF-1a et son récepteur CXCR4 [199].

Depuis quelques années, des études suggerent un réle des cellules progénitrices dans le
processus de resténose. Ainsi, dans un modele murin de dénudation mécanique endothéliale,
Sata et al. montrent qu’environ 60% des CML de I’intima dérivent de cellules de la moelle
osseuse [112]. La chimiokine SDF-1a (ou CXCL12) est particulierement impliquée dans la
migration des cellules progénitrices. Suite a une Iésion de la carotide, le traitement de souris
ApoE™ avec un anticorps neutralisant anti-SDF-1a. pendant trois semaines réduit 1 épaisseur

de la néointima de 45% par rapport aux animaux contrdles via la régulation du contenu en
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CML dans I’intima [200]. Zernecke et al. montrent que 1’expression de SDF-1a dans les
CML est précédée de I’apoptose de ces cellules et que cette chimiokine stimule le
recrutement des SPC participant a la néointima [201]. Aprés une 1ésion artérielle, I’expression
de SDF-1a dans le plasma ainsi que dans la media et a la surface des plaquettes est fortement
augmentee, suggérant le recrutement suite a une lésion des SPC qui participent alors a la
formation de la néointima [199]. Ainsi, alors que les SPC joueraient un réle bénéfique dans
I’athérosclérose en favorisant la stabilité de la plaque, il semble que ces cellules progénitrices

participent a la formation de la néointima dans la resténose.

Le dép6t de matrice constitue, avec la prolifération/migration des CML, un élément
essentiel du processus de resténose. Dans la néointima, la matrice est produite par les CML.
Plusieurs études in vitro ont montre que différents facteurs, comme le PDGF, I’angiotensine
I1, le TGFB, stimulent la production de matrice par les CML [202]. Dans un modéle de lésion
de la carotide de rat, I’inhibition du récepteur de type I de I’angiotensine Il réduit la formation
de la néointima via I’inhibition de la production de matrice [203]. Les MMP en dégradant la
matrice favorisent la prolifération et la migration des CML. En particulier, I’expression de la
MMP-2 et de la MMP-9 est augmentée dans différents modeles de Iésion vasculaire. Le
PDGF est également capable de stimuler la sécrétion de MMP-9 par les CML [204]. La
déficience en MMP-9 chez la souris conduit & une accumulation de collagéne mais aussi a une
diminution de la migration des CML entrainant finalement une réduction dans la formation de
la néointima [205]. Le réle de la matrice dans la resténose est donc complexe puisque, d’une
part le dépdt de matrice dans la néointima favorise 1’épaississement intimal et d’autre part, sa
dégradation par les MMP stimule la prolifération/migration des CML responsables de

I’hyperplasie intimale.

111-3.4. Conclusion

Les mécanismes de la resténose présentent des différences et des similitudes avec la
pathologie de 1’athérosclérose. Ainsi, bien que les mécanismes moléculaires mis en jeu soient
différents, les deux pathologies débutent par une dysfonction de I’endothélium qui engendre
des processus inflammatoires participant a la prolifération/migration des CML. En particulier,
I’inflammation et les chimiokines comme MCP-1 jouent, comme dans les lésions
athéromateuses, un role central dans le processus de resténose. L’introduction en clinique des
stents actifs a permis de réduire le phénomene de resténose en comparaison des stents « nus ».

Cependant, le bénéfice a long terme n’est pas évident en termes de survie, d0 a des
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thromboses tardives observées chez les patients traités avec ce type de stent. Ainsi, il apparait
essentiel de continuer les recherches dans ce domaine. Les stratégies actuelles visent a

diminuer I’hyperplasie intimale sans affecter la cicatrisation de 1’endothélium.

I11-4. Approches thérapeutiques pour le traitement de la resténose inta-stent

I11-4.1.Les stents actifs de premiére génération

Dans le but de limiter la resténose intra-stent, des stents libérant progressivement et
localement des substances anti-mitotiques visant a inhiber la prolifération des CML ont été
développés. Les molécules anti-prolifératives ayant montré leur efficacité et actuellement
utilisées sont la rapamycine (ou sirolimus) et le paclitaxel (ou taxol). La rapamycine se lie a
un récepteur intracellulaire FKBP12 (FK506-binding protein 12). Le complexe ainsi formé se
lie a la protéine mTOR (mammalian target of rapamycin) et inhibe son activité, empéchant
ainsi la transition G1/S du cycle cellulaire (Figure 16) [127]. La protéine mTOR est une cible
indirecte des PI3K (phosphoinositide 3-kinases) puisqu’elle est phosphorylée par la protéine
Akt, dont [D’activation est elle-méme dépendante de la production de PIP;

(phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) généré par les PI3K.
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Figure 16 : Mécanisme d’action de la rapamycine. La protéine mTOR, cible de la
rapamycine, est impliquée dans le contrdle de la prolifération cellulaire. La protéine mTOR
stimule P’activité de la protéine kinase S6 et du facteur d’initiation eucaryote 4E (elF4E)
impliqués dans I’initiation de la traduction et la synthese protéique. La protéine mTOR induit
également une inhibition de I’expression de la CKI p27 " entrainant une augmentation de
Iactivit¢ du complexe CDK2/cyclineE et de la phosphorylation de la protéine du
rétinoblastome (Rb) a I’origine de la libération du facteur de transcription E2F et de
I’activation subséquente des génes codant pour les cyclines. La rapamycine inhibe les
activités dépendantes de mTOR et donc la transition G1/S du cycle cellulaire. (D’apres
Mazhigi M, 2004, Médecine et Sciences).

Le paclitaxel appartient a la famille des taxanes, agents antiprolifératifs utilisés dans le
traitement du cancer. Le paclitaxel inhibe la prolifération cellulaire en inhibant le
désassemblage des microtubules nécessaires a la transition G2/M du cycle cellulaire.

En comparaison des stents nus, les stents actifs, délivrant des substances
antiprolifératives a partir de polymeére de surface, réduisent efficacement 1’hyperplasie
néointimale [206]. Ainsi, I’introduction en clinique en 2002 des stents actifs a véritablement
révolutionné la cardiologie interventionnelle. L’étude RAVEL publiée en 2002 montre
qu’aprés 6 mois d’implantation, les stents libérant du sirolimus bloquent 1’hyperplasie
intimale et réduisent les événements cardiaques majeurs [207].

Cependant, le bénéfice des stents actifs en termes de mortalité n’est pas éclairement

établi et de nombreuses études sont en contradiction a ce sujet. Certaines données ne montrent
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pas de différence entre les stents nus et les stents actifs en ce qui concerne la mortalité et
I’infarctus du myocarde jusqu’a un suivi de quatre ans [208] [209]. Ainsi, bien qu’il soit
nécessaire d’individualiser le rapport bénéfice/risque pour chaque patient, le profil de sécurité
des stents actifs semble similaire & celui des stents nus. Toutefois, I’utilisation des stents actifs
a ¢té freinée par I’apparition de thrombose de stent tres tardives, rare mais sévére apres
implantation du stent [210]. Les thromboses de stent précoces (< 1 mois) et tardives (1 mois a
1 an) surviennent avec la méme fréquence apreés I'implantation d’un stent nu ou actif. Par
contre, les thromboses de stent trés tardives (> 1 an) surviennent plus fréqguemment aprés la

pose d’un stent actif (Figure 17).

Temps de progressiondelathrombose de stent

1 mois lannée
A _A AL
4 )
Précoce £ 1 mois Tardif > 1 mois Tres tardif > 1an
aigue subaigue
<1 jour >1joural mois

Figure 17 : Définition des thromboses de stent selon leur apparition temporelle a la suite
de ’implantation, selon ’ARC. (D aprés Windecker, S., Circ, 2007) [210]

Une méta-analyse regroupant 14 essais cliniques a mis en évidence une augmentation du
risque de thromboses intra-stent chez des patients recevant un stent libérant du paclitaxel ou
du sirolimus [211]. En plus des facteurs liés aux patients (diabéte, age...) et a la procédure
chirurgicale qui augmentent le risque de thrombose intra-stent, les substances anti-
prolifératives recouvrant les stents ont une action pro-thrombogene. En effet, ces molécules
recouvrant les stents actifs bloquent la prolifération de 1’ensemble des acteurs de la paroi
artérielle. Ainsi, ces molécules inhibent non seulement la prolifération des CML mais
également la cicatrisation de 1’endothélium responsable d’une augmentation du risque de

thrombose [212]. De plus, les substances pharmacologiques libérées par les stents induisent
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I’expression et I’activation du facteur tissulaire par les cellules endothéliales, activateur de la
cascade de coagulation. Enfin, les stents actifs peuvent également inhiber le recrutement, la
mobilisation et la prolifération des EPC qui comme décrit précédemment (cf paragraphe

111.3.1.) pourraient participer a la réendothélialisation [213] (Figure 18).

inhibi'l'ion de la formation de la néointima

Figure 18 : Stents actifs et thrombose. Les molécules libérées localement par les stents
actifs (sirolimus, paclitaxel) permettent de réduire la formation de la néointima en inhibant la
prolifération/migration des CML. Cependant, ces molécules peuvent également inhiber la
réendothélialisation, le recrutement et la prolifération des EPC, et induisent 1’expression du
facteur tissulaire (FT) augmentant ainsi la thrombogénicité du stent. (D’apés Luscher TF,
Circ, 2007) [213]

La recherche de nouveaux traitements dans ce domaine reste donc essentielle, le but
actuel étant de diminuer la prolifération/migration des CML tout en préservant ou accélérant

la réendothélialisaton pour diminuer le risque de thrombose.

111-4.2.Les futurs stents

Les stents actuels sont en acier inoxydable composé de fer, de nickel et de chrome. Une
des approches actuellement envisagées consiste a développer de nouveaux stents passifs,
c’est-a-dire a augmenter la biocompatibilité des stents par des polyméres de surface. Le
revétement idéal doit en effet constituer une barriere biologiquement inerte entre le stent, la

paroi vasculaire et la circulation sanguine dans le but de limiter les réactions inflammatoires
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et la thrombose. De plus, les polymeres utilisés doivent pouvoir retenir la substance a la
surface du stent puis permettre son élution progressive dans la paroi artérielle. Des études
montrent que 1’or, I’héparine, le carbone et le silicone ont des effets anti-thrombogénes mais
ne montrent pas de bénéfice clinigue en comparaison des stents existants. Des stents
recouverts de phosphorylcholine, un composant majeur des membranes cellulaires, permettent
de réduire I’activation plaquettaire, la formation de thrombus, le défaut de réendothélialisation
et pourraient étre utilisés pour délivrer des agents pharmacologiques ou des vecteurs de
thérapie génique. Cependant, ces stents n’ont pas montré de réelle supériorité en comparaison
des stents a élution de sirolimus. L’utilisation de polymeéres bioabsorbables, qui se
dégraderaient lentement sans augmenter les processus inflammatoires, constitue actuellement
une autre voie thérapeutique [214].

La limite majeure de 1’utilisation des stents actifs actuels étant leur action inhibitrice sur
les cellules endothéliales, des stents coatés avec des substances augmentant la
réendothélialisation représentent une approche thérapeutique intéressante. Des études
préliminaires avec un stent recouvert d’un anticorps (CD34") qui capture les EPC ont montré
des résultats positifs [215]. De méme, un stent recouvert avec un peptide liant les intégrines
accélere la réendothélialisation en augmentant le recrutement des EPC dans un modéle porcin
[216]. Enfin, I’utilisation de stents totalement biodégradables ou bioabsorbables, qui
resteraient dans la paroi artérielle uniquement le temps nécessaire pour éviter le retour
¢lastique de I’artére et le remodelage constrictif, représente actuellement une stratégie

prometteuse.

111-4.3. Approches anti-inflammatoires

Les corticostéroides sont des puissants agents anti-inflammatoires. Bien que la
dexaméthasone n’ait pas montré d’efficacité en termes de survie, son administration apres une
pose de stent améliore la réponse inflammatoire. Dans un modéle porcin de resténose,
I’utilisation de stents délivrant de la methylprédnisolone a montré un effet bénéfique de la
molécule en comparaison de 1I’hyperplasie intimale induite par des stents nus [217]. Chez
I’homme, I’étude IMPRESS montre que le traitement oral avec la prednisone pendant 45 jours
suivant I’implantation d’un stent conduit a une réduction de la resténose a six mois [218]. Le
bénéfice des corticoides sur la resténose semble dépendre des caractéristiques des patients
(diabétiques ou non, CRP élevées etc..) et ces molécules ne seraient par exemple pas

indiquées chez des patients diabétiques [219] [220].
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Comme décrit tout au long de ce chapitre, les mécanismes inflammatoires jouent un réle
majeur dans le processus de resténose intra-stent, suggérant qu’une approche anti-
inflammatoire pourrait s’avérer efficace pour limiter I’hyperplasie intimale suite a
I’implantation d’un stent. De plus, les molécules actuellement utilisées pour recouvrir les
stents possedent également des propriétés anti-inflammatoires. Le sirolimus est par exemple
associé a une diminution de I’expression des cytokines MCP-1 et IL-6 dans un modéle de
lésion artérielle chez le porc [221]. Chez I’homme, Kim et al. montrent que le taux
plasmatique en CRP est plus faible chez les patients traités avec un stent actif en comparaison
des stents nus, reflétant I’effet potentiellement anti-inflammatoire des stents actifs [222]. La
réponse inflammatoire engendrée par I’implantation d’un stent est prolongée et riche en
macrophages. Une thérapie de longue durée et incluant I’inhibition de [D’activité des

macrophages est donc envisageable.

IVV- Conclusion

Comme décrit tout au long de chapitre, I’inflammation est un élément central de
I’athérosclérose et de la resténose intra-stent. Les processus inflammatoires impliquent
I’activation de nombreux récepteurs comme les récepteurs aux cytokines, aux chimiokines et
aux facteurs de croissance présents a la surface cellulaire et pouvant conduire a 1’activation de
voies de signalisation intracellulaires communes. Parmi ces voies intracellulaires, la famille
des PI3K a été decrite en aval de multiples récepteurs immuns et ces kinases sont essentielles
pour réguler de nombreux effets biologiques, tes que la prolifération, la migration, la survie et
le métabolisme, leur conférant un réle dans de multiples pathologies dont les maladies

inflammatoires et cardiovasculaires.
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Les phosphoinositide 3-kinases (PI3K) sont des lipides et protéines kinases constituant
une famille d’enzyme trés conservée au cours de 1’évolution et pouvant étre activées en aval
d’activités tyrosine kinases et par des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). L activité
enzymatique des PI3K est essentielle dans les cellules eucaryotes pour réguler de nombreuses
fonctions cellulaires telles que la prolifération, la survie, la migration, le trafic vésiculaire ou
encore le métabolisme. Compte tenu de leurs réles pléiotropiques, les PI3K sont également
impliquées dans de nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies inflammatoires et
les maladies cardiovasculaires. Ainsi, le développement d’inhibiteurs de PI3K est
actuellement d’un grand intérét. Dans la recherche de nouvelles cibles pour le traitement des
pathologies cardiovasculaires, 1I’isoforme y des PI3K nous a plus particulierement intéressée et
a fait I’objet de ce travail de these. La PI3Ky a tout d’abord été découverte dans les cellules
hématopoiétiques et joue de nombreux roles dans le systeme immunitaire. Plus récemment, la
PI3Ky a également été identifiée a de plus faibles taux dans le systeme cardiovasculaire. Son
expression dans la paroi artérielle apparait particulierement intéressante dans les pathologies
cardiovasculaires.

Dans ce premier chapitre, nous ferons tout d’abord une présentation générale des PI3K
en décrivant leur structure, le mécanisme d’activation et d’action des PI3K de la classe I,
classe qui nous a plus particulierement intéressée. Nous résumerons les caractéristiques
phénotypiques des souris invalidées pour chacune des isoformes et nous décrirons en
particulier les diverses fonctions physiopathologiques de I’isoforme y des PI3K, qui a fait
I’objet de ce travail de thése. Aprés avoir précisé les fonctions de la PI3Ky dans le coeur, nous
détaillerons les nombreuses fonctions de cette kinase dans le systeme immunitaire. Enfin, les
roles de la PI3Ky dans les cellules composants la paroi artérielle (cellules endothéliales et
CML) seront décrits et nous ferons le point sur les inhibiteurs développés par les compagnies

pharmaceutiques pour cibler ces kinases.
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I- La famille des PI3K

Les PI3K sont capables de produire des D3-phosphoinositides en phosphorylant le
groupement hydroxyl des phosphoinositides sur la position 3 de leur noyau inositol (Figure
19).
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Figure 19: Structure d’un phosphoinositide. Les phosphoinositides sont des
glycérophospholipides anioniques constitués d’un squelette comprenant un sn-1,2-
diacylglycérol associé par une liaison phosphodiester a I’hydroxyl D1 d’un myoinositol. Les
phosphoinositides différent par la position du groupement phosphate sur le myoinositol qui
peut étre phosphorylé en position D-3, D-4, D-5.

Les PI3K ont ¢été identifiées il y a une vingtaine d’années dans des cellules
fibroblastiques tout d’abord comme des lipides kinases associées & des oncogenes viraux
[223] [224] [225]. Les PI3K ont ensuite été isolées a partir de nombreux eucaryotes. Chez les
mammiferes, la famille des PI3K est diviseée en 3 classes (I, I1, 111) selon leur structure, leur

mode d’activation et leur spécificité de substrats in vitro (Figure 21) [226] [227].

I-1. Structure et produits lipidiques des PI3K

I-1.1.PI13K de classe |

Les PI3K de la classe | sont capables in vitro de phosphoryler le phosphatidylinositol
(PI), le Pl 4-monophosphate (P14P) et le Pl 4,5 bisphosphate (PI(4,5)P2) pour produire
respectivement du phosphatidylinositol 3-monophosphate (PI3P), du Pl 3,4-bisphosphate
(PI(3,4)P,), et du PI 3,4,5-trisphosphate (PI(3,4,5)P3; ou PIP3 [228]. Le PIP3 est considéré
comme un puissant second messager intracellulaire et ne peut étre produit que par la classe |
de PI3K (Figure 20).
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Figure 20: Meétabolisme simplifie des 3-phosphoinositides. Les PI3K produisent des D3
phosphoinositides tels que le PI(3)P, le PI(3,4)P; et le PI1(3,4,5)Ps.

Les PI3K de la classe I sont des hétérodiméres composés d’une sous-unité catalytique
p110 (110-120 kDa) et d’une sous-unité régulatrice ou adaptatrice (55-100 kDa). Toutes les
sous-unités catalytiques p110 de la classe | comportent un domaine catalytique qui contient le
site de liaison a I’ATP. Au niveau N-terminal se trouve le site de liaison a la sous-unité
régulatrice, suivi d’un domaine de liaison a Ras, d’un domaine C2 nécessaire pour la
stabilisation de I’enzyme lorsqu’elle est a la membrane, et d’'un domaine en hélice (Figure
21).

En fonction de leur mode de régulation, les PI3K de classe | sont divisées en deux sous-
classes : les PI3K de classe 1A et les PI3K de classe IB.

Les PI3K de classe 1A sont constitutivement associées avec une sous-unité régulatrice
pour laquelle trois genes ont été identifiés chez les mammiferes : p85a, p85B et p55y.
L’ARNm de p85a peut subir un épissage alternatif pour donner la p55a et la p50a qui se
caractérisent toutes les deux par 1’absence des domaines SH3 (src homology 3) et BH
(breakpoint-cluster-region homology) [229] [230]. Les sous-unités p85 sont constituées d’un
domaine SH3, d’un domaine BH entouré de deux domaines riches en proline, et de deux

domaines SH2 (src homology 2) séparés par un domaine inter-SH2 (iSH2). Le domaine iSH2
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permet la liaison entre p85 et la sous-unité catalytique p110. Les trois sous-unités catalytiques
pl10a, p110p et p1103 interagissent avec 1'une des sous-unités régulatrices (Figure 21).
Les PI3K de classe IB comptent une seule sous-unité catalytique, p110y, qui peut étre

associée & une protéine adaptatrice p101 ou p84 (appelée aussi p87°~'*A"

), capables de
potentialiser I’activation de la PI3Ky [231] [232]. Les sous-unités p101 et p84/87 sont trés peu
caractérisées au niveau structurel et ne partagent pas de domaine d’homologie avec les autres

protéines.

1-1.2.PI13K de classe ||

Les PI3K de classe Il sont des protéines de 170 kDa qui se caractérisent par un domaine
C2 dans leur partie C-terminale, et un domaine PX (phox homology) (Figure 21). Le domaine
PX leur permet de lier le PI(3)P qu’elles produisent et donc leur recrutement a la membrane
plasmique. Aucun adaptateur de cette classe de PI3K n’a été identifié a ce jour. La classe II de
PI3K compte trois membres chez les mammiféres, codés par trois génes différents : PI3K-
C2a, PI3K-C2pB et PI3BK-C2y dont le mode d’action et les rdles physiologiques sont peu
connus. Les PI3K-C2 sont capables de phosphoryler in vitro le Pl et le PI(4)P, leur substrat
préférentiel n’étant pas encore déterminé a ce jour. Une des particularités de cette classe
réside dans le fait qu’elles sont peu sensibles aux inhibiteurs classiques de PI3K (sauf la
PI3K-C2p, sensible a la wortmannine). Les inhibiteurs classiques de PI3K sont ainsi souvent
utilisés pour démonter leur rble mais les résultats sont aussi difficiles a interpréter. De
nombreux stimuli peuvent activer les PI3K-C2, tels que des chimiokines, des cytokines, des
facteurs de croissance, 1’acide lysophosphatidique (LPA), I’insuline. Le mécanisme d’action
de ces agonistes pour activer 1’enzyme est inconnu mais suggére une relocalisation au niveau
de la membrane plasmique de I’enzyme. La PI3K-C2[3 semble jouer un réle dans la migration
cellulaire dépendante du LPA alors que la PI3K-C2a a été montrée associée a la clathrine et
semble jouer un rdle dans le trafic vésiculaire dépendant de la clathrine. De plus, la PI3K-C2a
a également été impliquée dans I’inhibition de la contraction des CML vasculaires induite par

la noradrénaline [233].
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1-1.3.PI13K de classe Il

Le seul membre des PI3K de la classe Il est un homologue de Vps34p (Vacuolar
protein sorting 34) chez Saccharomyces cerevisiae [234]. Chez la levure, Vps34p forme un
complexe avec une sérine/thréonine kinase Vpsl5p, nécessaire a son recrutement et a son
activation. Chez les mammiferes, Vps34p est associée avec I’homologue de Vps15Sp, p150. Le
seul substrat de Vps34 est le PI. Cette kinase est principalement impliquée dans la régulation

du trafic vésiculaire incluant 1’autophagie, I’endocytose et la phagocytose [235].
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Figure 21 : Structures schématiques, spécificité de substrat in vivo et mécanismes
d’activation des différentes classes de PI3K. Les PI3K sont divisées en 3 classes selon leur
homologie de structure et leur spécificité de substrat. SH3 : Src homology 3 domain, PIK :
PI3K accessory domain, RegPr : regulatory protein binding domain, GAP : GTPase-activating
protein homology region, PX : phox homology domain, Heat : huntingtin, elongation factor 3,
the PR65/A subunit of protein phosphatase 2A and the lipid kinase Tor. (D 'aprés Fougerat A.
etal., 2009, Clinical Science) [66]
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1-2. Mécanismes d’activation des PI3K de classe 1

Les PI3K de classe IA et IB présentent des mécanismes d’activation différents et peuvent
étre activees a la fois par des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) intrinseque ou

associée et par des RCPG, comme résumé dans la figure 22.
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Figure 22 : Activation des PI3K de classe I. Les domaines SH2 des sous-unités régulatrices
p85 peuvent se lier directement aux motifs YXXM des RTK ou des protéines adaptatrices
conduisant a I’activation des PI3K pl110a, p1105 ainsi que pl1l0B (gauche). L’interaction
directe des PI3K avec les sous-unités Gy des protéines G hétérotrimériques couplées aux
récepteurs a 7 segments transmembranaires conduit au recrutement des PI3K p110f et p110y.

1-2.1.PI13K de classe 1A

La sous-unité régulatrice/adaptatrice des PI3K de classe IA est responsable de
I’activation de PI3K par les RTK. En effet, les domaines SH2 qu’elle contient lient des
tyrosines phosphorylées au niveau de motifs YXXM retrouvés dans la partie
intracytoplasmique des RTK ou sur des molécules adaptatrices. Cette interaction se fait donc
soit directement, soit par I’intermédiaire d’une protéine adaptatrice telle que Shc, Grb2, Cbl,
Gab1/2. Cette premiére étape permet d’une part de lever I’inhibition des domaines SH3 et BH
de p85 sur la sous-unité pl10 et d’autre part le recrutement a la membrane de la PI3K a
proximité de ses substrats. Chacune des cing sous-unités adaptatrices présentes chez les
mammiferes peut se lier a chaque sous-unité catalytique p110. Les sous-unités p110 possédent

le domaine d’activité catalytique des PI3K (Figure 22).
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Ainsi, les PI3K de classe 1A sont activées en aval des RTK [236] tels que ’EGFR
(epidermal growth factor receptor) [237], le PDGFR (platelet-derived growth factor receptor)
[238], le FGFR [239], le GHR (growth hormone receptor) [240] [241], ’'IGFR (insulin-like
growth factor receptor) [242], le récepteur a I’insuline [243] et divers récepteurs aux
interleukines [229]. Dans les cellules immunitaires, la PI3K 1A est activée apres activation du
TCR (T-cell receptor), du BCR (B-cell receptor), des NKR (natural Killer cell stimulatory
receptors), des récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines ou encore des TLR (toll-
like receptors) [244]. Le « cross-linking » de ces immuno-récepteurs conduit a 1’activation de
tyrosine kinases qui phosphorylent alors les motifs ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs). Les tyrosines kinases a domaine SH2 recrutées par ces motifs vont créer un
site de liaison pour les PI3K sur les récepteurs co-stimulateurs tels que CD28 (lymphocytes T)
ou CD19 (lymphocytes B) ou sur des molécules adaptatrices comme Grb2 qui interagit avec
la protéine LAT (linker for T cell activation) [245].

Parmi les PI3K de classe IA, la PI3K[ a la particularité d’étre recrutée a la fois aprés
activation des RTK et des RCPG. Kurosu et al. montrent tout d’abord une coopération entre
les RTK et les sous-unités By des protéines hétérotrimériques nécessaire a 1’activation de la
p110p [246]. Bien que sa structure prévoie une activation par les RTK, des résultats récents
montrent en effet une activation préférentielle de la PI3KP par les RCPG [247] [248] [249].
Ainsi, dans des macrophages et des fibroblastes issus de souris exprimant une forme tronquée
du domaine catalytique de PI3K, Guillermert-Guibert J. et al. montrent par exemple que la
PI3Kp est activée en aval des RCPG et n’est pas activée par des agonistes de RTK seuls
[247]. Dans leur modele, la p110p et la p110y sont activées par les méme agonistes des RCPG
et conduisent a la phosphorylation d’Akt. La PI3K[ serait I’isoforme majoritaire en aval des
RCPG dans les cellules non-hématopoiétiques (Figure 22).

Les RCPG peuvent également conduire a I’activation des autres isoformes de PI3K de
classe 1A de facon indirecte. En effet, dans certains types cellulaires et notamment dans les
CML, comme nous le verrons dans la partie « résultats expérimentaux », les agonistes des
RCPG provoquent une transactivation des RTK tels que 'EGFR [250], le PDGFR [251],
IPIGFR [252] pouvant alors actives les PI3K de classe IA [253]. Le mécanisme est
particuliérement décrit dans le cas de ’EGFR. L’activation d’un RCPG (par exemple par la
thrombine, I’angiotensine II, la S1P, le LPA...) conduit & un signal intracellulaire qui induit

I’activation d’une protéase MMP. Cette protéase peut alors cliver le pro-HB-EGF (pro-
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heparin-binding-EGF) pour former du HB-EGF dans le milieu extracellulaire, ligand de
I’EGFR [254] (Figure 23). La transactivation du PDGFR et de 'IGFR par 1’angiotensine II et
la thrombine respectivement serait dépendante de mécanismes intracellulaires impliquant la
kinase Src [251] [252].
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Figure 23 : Mécanisme de transactivation de PEGFR par des agonistes de RCPG dans
les CML.
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1-2.2.PI13K de classe IB

La PI3K de classe IB, PI3Ky, est activée spécifiquement par les sous-unités GBy des
protéines G hétérotrimériques [255] soit directement par liaison de ces sous-unités By avec la
sous-unité catalytiqgue p110y, soit par I’intermédiaire d’une sous-unité régulatrice p101 ou
p87. La contribution relative de ces deux sous-unités reste a préciser. Leur répartition
tissulaire est différente et elles générent des pools distincts de PIP; [256]. La sous-unité

p84/87 est fortement exprimée dans les mastocytes alors que pl0l1 est la sous-unité
majoritaire dans les neutrophiles et les lymphocytes [257]. Ainsi, la PI3Ky est activée en aval

de RCPG tels que les récepteurs aux chimiokines (Figure 22).

Enfin, il a également été montré que Ras joue un role dans I’activation des PI3K pl110a
et p110y. Concernant p110y, il semblerait que Ras soit surtout important pour le recrutement a

la membrane du complexe p110y-p87 [258]. Ras est capable d’activer directement la PI3Ky
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au niveau de la membrane plasmique en induisant un changement conformationnel de p110y
comparable a celui induit par la liaison de I’ATP [259] [260]. Dans les neutrophiles, il a été
montré que Ras est aussi important que p101 pour ’activation de p110y [257].

1-3. Mécanismes d’action des P13K de classe |

I-3.1.Activité lipide kinase

Les PI3K de la classe | activées produisent dans la cellule essentiellement du PI(3,4)P,
et du PIPs;. Les produits lipidiqgues des PI3K représentent des seconds messagers
intracellulaires qui agissent en liant des domaines particuliers comme les domaines PX (phox
homology), PH (pleckstrin homology), ENTH (epsin N-terminal homology) (pour revue,
[261]) présents dans un grand nombre de protéines intracellulaires. Ces domaines, qui ont des
affinités différentes pour les différents phosphoinositides, permettent ainsi le recrutement a la
membrane de multiples protéines impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires (pour
revue, [229], [262]). Parmi ces protéines, la sérine/thréonine kinase Akt a été 1'une des
premiéres cibles identifiées des produits de PI3K, constitue une cible majoritaire de la classe |
et permet de rendre compte d’un grand nombre d’effets biologiques attribués aux PI3K [263].
De par ses propriétés strictement dépendantes du PI(3,4)P, et du PIP3, la phosphorylation
d’Akt peut étre considérée comme un reflet de 1’activation des PI3K de classe | et est
largement utilisée pour évaluer ’activité de 1’enzyme. En effet suite & son recrutement
membranaire via la liaison de son domaine PH avec le PIP3;, Akt a besoin pour étre
pleinement activée d’étre phosphorylée sur deux sites spécifiques, la sérine 473 et la thréonine
308, par les protéines PDK1 et PDK2 (phosphoinositide-dependant kinases) elles-mémes
recrutées et activées par le P1(3,4)P; et le PIP;. Akt régule a son tour par des phosphorylations
activatrices ou inhibitrices un grand nombre de protéines qui sont impliquées dans des
fonctions cellulaires telles que la progression du cycle cellulaire, la survie, ’apoptose, la

migration cellulaire, le métabolisme... [264]. (Figure 24).
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Figure 24 : Fonctions cellulaires principales des PI3K impliquant le PIP3.

1-3.2. Activité indépendante des produits lipidiques

En plus de leur activité lipide kinase, les PI3K (classe | et I1l) possedent aussi une
activité sérine/thréonine kinase. L’activité protéine kinase de la PI3Ky a été mise en évidence
a I’aide de mutants p110y dépourvus d’activité lipide kinase mais ayant conservé leur activité
protéine kinase capable de phosphoryler les MAPK (mitogen activated protein kinase) [265].
La PI3Ky est également capable de phosphoryler et ainsi de moduler ’activité de la PKCa
(protein kinase C), permettant ainsi de réguler la production de ROS dans les neutrophiles
[266]. L’activité protéine kinase de PI3K joue également un réle dans la régulation de
I’endocytose des récepteurs B-adrénergiques en phosphorylant la tropomyosine [267].

Les PI3K peuvent également jouer un role de protéine adaptatrice, indépendamment de
leur activité kinase, qui a été mis en évidence suite a la réalisation d’un modele de souris
exprimant une forme catalytiquement inactive de I’enzyme (KI, knock-in) qui a révélé un
phénotype différent des souris dépourvues de I’expression totale de PI3K (KO, knock-out).

Cette fonction de PI3K sera détaillée dans le paragraphe I1-1.

I-4. Conséquences phénotypiques de linvalidation de PI13K

La compréhension des fonctions physiologiques et physiopathologiques des isoformes de
PI3K a été facilitée suite au développement de souris génétiqguement modifiées pour chacune
des isoformes de PI3K (pour revue, [268]) (Tableau 7). Les PI3Ka et PI3Kf étant exprimées
de facon ubiquitaires, les souris déficientes en pll0o et pl10B présentent une letalité

embryonnaire, indiquant que les isoformes o et B de PI3K sont indispensables au
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développement embryonnaire et ont des fonctions non redondantes [269] [270]. Cependant, la
réalisation de modeles plus spécifiques en particulier d’expression de forme catalytiquement
inactive de ces enzymes a permis de mettre en évidence un réle de la PI3Ka dans la
signalisation en aval de I’insuline et plus spécifiquement en aval d’IRS (insulin receptor
substrate). Ainsi, les animaux hétérozygotes pour une mutation conduisant au blocage de
I’activité catalytique de pl110a ont un défaut dans la réponse a diverses hormones telles que
I’insuline, I'IGF-1 et la leptine, conduisant notamment a une diminution de la croissance, une
hyperinsulinémie et une intolérance au glucose. Toutefois, les souris homozygotes pour la
PI3Ka-KI présentent une létalité embryonnaire [271]. Les souris exprimant une forme
catalytiguement inactive de la pl10B (PI3KB-KI) présentent également un retard de
croissance et développent une légére insulinorésistance avec 1’age [249]. L’activité
catalytique de pll10pB serait nécessaire a la signalisation en aval des RCPG ainsi qu’au
maintien de la signalisation a I’insuline a long terme. La PI3K 3 posséde donc certainement un
role de protéine adaptatrice qui n’est actuellement pas décrit puisque les souris PI3K[-KO

présentent une mortalité précoce.

Délétion d’une sous-unité Viabilité Phénotype général
catalytique PI3K de classe |
p110a E9/E10 Mortalité précoce, défaut
de prolifération
pl10pB ~E3 Mortalité trés précoce
p110y Viable Altération des fonctions

immunitaires et cardiaques

p1108 Viable Altération des fonctions
immunitaires

Tableau 7 : Phénotype général des souris déficientes en sous-unité catalytique de PI3K.

Les souris déficientes en pl10y [272] [273] [274] ou pl10& [275] (Tableau 8), ou
exprimant une forme catalytiquement inactive de ces isoformes [276] [275] sont viables,
fertiles et ne présentent pas de phénotype particulier dans des conditions physiologiques. En
revanche, en conditions pathologiques, les réponses du systeme immunitaire de ces souris
sont fortement diminuées. Bien que présentes a de faible taux dans d’autres types cellulaires,
ces deux isoformes sont fortement exprimées dans les cellules hématopoiétiques et

représentent des cibles particuliérement attractives en pharmacologie (Tableau 8).
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Modele Description Phénotype

PI3Ky ' Déficience en PI3Ky Neutrophiles et macrophages

- Diminution de la migration

- Diminution de la production de ROS

Mastocytes et éosinophiles

- Diminution de la dégranulation et protection de
I'anaphylaxie

- Diminution du recrutement des éosinophiles
Lymphocytes T

- Défautde maturation des thymocytes

- Diminution de la polifération et production de cytokine
- Défautd’organisation des synapses immunologiques

PI3Ky-KI Expression d’'une forme catalytiquement | Neutrophiles et macrophages
inactive de PI3Ky - Diminution de la migration
PI3K&" Déficience en PI3K$ Lymphocytes B

- Défautde maturation
- Diminution de la production d’anticorps

PI3K3-KI Expression d’'une forme catalytiquement | Mastocytes et éosinophiles

inactive de PI3K& - Diminution de la dégranulation et protection de
I'anaphylaxie

Lymphocytes T

-Diminution de I'expansion clonal etde la différenciation en
cellules Th

Lymphocytes B

- Défautde maturation

- Diminution de la production d’anticorps

- Augmentation de la production d’IgE

PI3Ky/PI3K&-KI Déficience en PI3Ky etexpression d’'une | Mastocytes et éosinophiles
forme catalytiqguementinactive de PI3K$ | -Inflammation eosinophilique
Lymphocytes T
-Défautde maturation des thymocytes
PI3Ky/PI3K&" Déficience en PI3Ky Neutrophiles et macrophages
eten PI3K3& -Défautd’attachementdes leucocytes a 'endothélium
Lymphocytes T

-Défautdans le développement
Lymphocytes B
- Défautde maturation

Tableau 8 : Altérations immunologiques des souris déficientes en PI3Ky ou PI3Ka3, et
exprimant une forme inactive de PI3Ky ou PI3K3. (D’aprés Ghigo, A. et al., 2010,
Bioessays) [277]

Les études utilisant ces différents modéles de souris ont permis de grandes avancées dans
la compréhension des réles in vivo de PI3K. Cependant, la létalité embryonnaire (pour
PI3Ka-KO et PI3KB-KO) et la complexité de la régulation de ces enzymes rend parfois
difficile ’interprétation des résultats obtenus avec cette approche, en particulier les résultats
différents entre les animaux KO et les animaux KI. Ainsi, la combinaison d’une stratégie
génétique avec une stratégie pharmacologique semble nécessaire pour disséquer les fonctions
précises et spécifiques de chacune des isoformes de PI3K. Une vue d’ensemble des différents

inhibiteurs de PI3K actuels et en cours de validation sera réalisée a la fin de chapitre.
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I1- Fonctions physiopathologiques de la PI3Ky

La PI3Ky, qui a fait ’objet de mon travail de thése, représente donc une cible
thérapeutique particuliérement intéressante. La PI3Ky présente la spécificité d’étre recrutée
specifiqguement en aval des RCPG. Cette isoforme est fortement exprimée dans les cellules
hématopoiétiques et module de nombreux mécanismes immunitaires et inflammatoires qui
seront détaillés dans cette partie. La PI3Ky est également exprimée dans le systéme
cardiovasculaire, a de faibles taux mais dans lequel elle joue des réles importants. Enfin, la
présence de la PI3Ky dans les cellules composant la paroi vasculaire (cellules endothéliales et

CML) renforce son intérét dans les pathologies cardiovasculaires.

I1-1. Fonctions cardiaques de PI3Ky

La realisation du modele de souris exprimant une forme catalytiquement inactive de la
PI3Ky (PI3Ky-KI) a permis de mettre en évidence differents roles majeurs de la PI3Ky dans le
cceur, d’une part dépendants de son activité kinase et d’autre part indépendants de son activité

kinase revélant son réle de protéine adaptatrice dans les cardiomyocytes (pour revue, [278]).

Bien que la PI3Ka représente I’isoforme majoritaire impliquée dans 1’hypertrophie
cardiaque, des travaux montrent également un réle de la PI3Ky dans ce mécanisme. Ainsi,
dans un modé¢le d’hypertrophie induite par I’isoprotérénol, les souris déficientes en PI3Ky
présentent une hypertrophie diminuée qui est associée a une diminution de la fibrose [279].
Patrucco et al. montrent que ’activité kinase de la PI3Ky est nécessaire a ’activation des
voies de signalisation Akt et MAPK respectivement impliquées dans I’hypertrophie et la

fibrose conduisant a la régulation du remodelage cardiaque [276] (Figure 25).
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Figure 25 : Réle kinase-dépendant de p110y dans le ceeur. L’activation de p110y en aval
de RCPG conduit, par l’intermédiaire du PIP3, a [D’activation d’Akt impliqué dans
I’hypertrophie, et a I’activation des MAPK impliquées dans le processus de fibrose. Ainsi
I’activité kinase de la PI3Ky joue un réle central dans le remodelage cardiaque.

Plusieurs études mettent en évidence un rdle de la PI3Ky dans la contractilité cardiaque.
Ainsi, la contractilité de ceeurs issus de souris déficientes en PI3Ky est fortement augmentée
et associée a une augmentation du taux d’AMPc [280]. Par contre, les souris exprimant une
forme catalytiguement inactive de PI3Ky ont des taux normaux d’AMPc et ne présentent pas
de défaut de contractilité cardiaque, indiquant que la PI3Ky régule le taux d’AMPc
indépendamment de son activité kinase. En effet, en interagissant avec la PDE3B
(phosphodiestérase), la PI3Ky contréle son activité et régule alors négativement la
contractilité cardiaque [276]. La PI3Ky serait également capable de réguler la PDE4 dans des
compartiments cellulaires particuliers contenant SR Ca2+ ATPase (SR, reticulum

sarcoplasmique), mais pas les récepteurs a la ryanodine ou les canaux calciques de type L
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[281]. Ainsi, en formant des complexes avec différentes PDE, la PI3Ky participe a la

compartimentalisation de I’AMPc dans les cardiomyocytes [282] (Figure 26).

A

B2-AR

ppe3g P11OY

cAMP PDE4

Contractilité

Figure 26 : Role de protéine adaptatrice de la PI3Ky dans la signalisation de I’AMPc.
Dans les cardiomyocytes, la stimulation des récepteurs B-adrénergiques conduit a la
production d’AMPc¢ dans des microdomaines particuliers qui est controlée par les PDE. En
plus de son activité lipide kinase, la PI3Ky contréle I’activité des PDE dans le cceur, régulant
ainsi négativement la contractilité cardiaque. La PI3Ky, en régulant différentes PDE dans
différents domaines subcellulaires, contribue a la compartimentalisation de la signalisation de
I’AMPc. (D apreés Damilano, F., 2010, Annals of the New York Academy of Science) [283]

La PI3Ky peut également jouer un réle dans la contractilité en régulant la densité des
récepteurs B2-adrénergiques a la surface des cardiomyocytes. En effet, 1’activation de ces
récepteurs conduit rapidement a leur désensibilisation par phosphorylation, puis a leur
internalisation. Il a été montré que suite a ’activation de ces récepteurs, la PI3Ky interagit
avec la kinase pB-adrénergique 1 (B-ARK-1 ou GRK-2, G protein-coupled receptor kinase-2)
ce qui permet son activation. Le complexe PI3Ky/B-ARK-1 ainsi formé est impliquée dans la
désensibilisation et D’internalisation des récepteurs [2-adrénergiques [284] 1) par la
phosphorylation du récepteur par la B-ARK activée permettant le recrutement des arrestines
nécessaires au découplage du récepteur a la protéine G hétérotrimérique, et 2) par ’activité
PI3Ky nécessaire au processus d’endocytose. L’ensemble de ces mécanismes conduit a une
diminution de la quantité de récepteurs B2-adrénergiques présents & la surface des
cardiomyocytes [285] [286] (Figure 27).
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Figure 27 : Régulation des récepteurs B-adrénergiques par la PI3Ky. L’activation des
récepteurs B-adrénergiques conduit dans un premier temps a leur désensibilisation, puis a leur
internalisation. Ce dernier processus permet de réduire le nombre de récepteurs a la
membrane plasmique. La PI3Ky forme des complexes avec GRK-2 impliqués dans la

formation de vésicules et stimule 1’internalisation des récepteurs [B-adrénergiques. (D aprés
Damilano, F., 2010, Annals of the New York Academy of Science) [283]

Les données obtenues dans des modeles d’ischémie/reperfusion montrent des roles
contradictoires de la PI3Ky dans les fonctions cardiaques. Dans un modele d’infarctus du
myocarde, Doukas et al. montrent que I’inhibition combinée de PI3Ky et PI3Kd (avec le
TG100-115) pendant la phase de reperfusion réduit de fagon importante la taille de I’infarctus
chez le rat et chez le porc probablement en bloguant les processus inflammatoires puisque le
TG100-115 diminue I’infiltration des leucocytes induite par différents facteurs (PAF, VEGF,
dextran) [287]. Au contraire Haubner et al., dans un modéle d’ischémie/reperfusion du
myocarde chez la souris, montrent récemment que 1’absence de la PI3Ky conduit a une
augmentation de la taille de I’infarctus sans modifier les processus inflammatoires. La taille
de l’infarctus des souris exprimant une forme catalytiquement inactive de PI3Ky est
comparable aux souris sauvages, indiquant un rdle cardioprotecteur de la PI3Ky indépendant

de son activité kinase [288].

L’ensemble de ces données montre I’'importance de la PI3Ky dans les fonctions cardiaques
placant d’ores et déja cette isoforme comme un bon candidat dans le developpement de
pathologies cardiovasculaires. L’inhibition pharmacologique de la PI3Ky apparait

rometteuse au niveau du coeur puisqu’elle permettrait une augmentation des performances
puisq p g p
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cardiaques en maintenant la densité des récepteurs B-adrénergiques a la surface cellulaire tout

en préservant les fonctions sur la contractilité.

11-2. Fonctions de la PI3Ky dans ’inflammation

La PI3Ky est exprimée dans les différentes cellules participant aux processus
inflammatoires et pouvant jouer un role dans les pathologies de la paroi vasculaire
précédemment discutées telles que ’athérosclérose et ses complications. La génération des
souris deficientes en PI3Ky ainsi que le développement d’inhibiteurs pharmacologiques
spécifiques de cette isoforme ont permis de montrer son r6le majeur dans de nombreux

processus inflammatoires.

11-2.1.P13Ky et recrutement des cellules inflammatoires

> Neutrophiles et macrophages

Le recrutement des leucocytes au niveau des sites d’inflammation dépend de leur
capacité a migrer selon un gradient de chimiokines et de cytokines via un processus appelé
chimiotactisme. Bien que d’autres isoformes de PI3K semblent participer a ce mécanisme
[289], la PI3Ky semble I’isoforme majoritaire nécessaire & la migration des leucocytes in vivo.
Ainsi dans un modeéle de péritonite, les souris déficientes en PI3Ky présentent un défaut
d’infiltration des neutrophiles et des macrophages [272] [273] [274]. L’inhibition de PI3Ky
avec un inhibiteur pharmacologique spécifique diminue le recrutement des neutrophiles dans
un modeéle de chimiotactisme péritonéale induite par RANTES [290].

Les PI3K et plus particuliérement 1’isoforme y joue donc un role essentiel dans les

différentes étapes de la migration des neutrophiles et macrophages (Figure 28).
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CAPTURE ROLLING ADHESION TRANSMIGRATION
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Figure 28 : Implication de la PI3Ky dans les différentes étapes du recrutement des
neutrophiles et des macrophages dans la paroi vasculaire. L’isoforme y de PI3K joue un
role clé dans les premieres phases de la migration : dans 1’endothélium, la PI3Ky contréle la
capture et le « rolling » des leucocytes médiés par les sélectines. L’adhésion a 1’endothélium
dépend ensuite de I’activité PI3Ky endothéliale mais aussi leucocytaire. Enfin, la migration et
le recrutement des cellules inflammatoires sont également controlée par la PI3Ky. (D apres
Ghigo, A. et al., Bioessays, 2010) [277]

>Lymphocytes T

L’activité PI3Ky est aussi importante pour la migration des lymphocytes T. Néanmoins,
I’isoforme de PI3K impliquée dans cette fonction est parfois controversée et certaines
données indiquent un réle de la PI3K3. Des études in vitro montrent que la migration de
lymphocytes T CD4" et CD8" chez des souris PI3Ky”™ est diminuée de 30 & 65% en réponse &
diverses cytokines (CCL19, CXCL12, CCL21) alors que I’isoforme & ne semble pas
nécessaire [291] [292]. Des travaux plus récents montrent, a I’inverse, que la PI3Ky joue un
role mineur dans la migration des lymphocyes T et serait plutdt impliquée dans I’angle de
rotation de ces cellules [293]. In vivo, Barber et al. montrent que la PI3K IA, mais pas la
PI3Ky, joue un rdle dans la migration des cellules T [294]. La PI3Ky ne serait pas impliquée

dans la migration des cellules T naives, ni dans leur activation et différenciation en cellules
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effectrices, mais jouerait un réle essentiel dans la migration des cellules T effectrices dans les
sites d’inflammation [295] [296].

»Eosinophiles
La PI3Ky a également montré un réle dans le recrutement des éosinophiles dans un

modéle d’inflammation allergique [297] [298].

> Cellules NK (Natural Killer)

Récemment, les isoformes PI3Ky et PI3Kd ont été montrées toutes les deux essentielles
a la migration des cellules NK en réponse a CXCL12 et CCL3, et in vivo pour la migration
aux sites d’inflammation et dans 1’utérus durant les premicres étapes de la gestation. Par
contre, seule la PI3K& apparait nécessaire a la migration des cellules NK induite par la S1P
(sphingosine 1-phosphate) et CXCL10 suggérant 1’implication de cette isoforme en aval de
RCPG [299].

Ainsi, les isoformes PI3Ky et PI3KS jouent un role central dans le recrutement des
différents types cellulaires inflammatoires. In vivo, I’inhibition pharmacologique
spécifiguement de la PI3Ky inhibe le recrutement des cellules au niveau des sites
d’inflammation dans de nombreux modeles pathologiques murins tels que 1arthrite
rhumatoide [300], le lupus erythémateux [301], I’athérosclérose [302] ou encore la maladie
d’ Alzheimer [303].

11-2.2.P13Ky et fonctions des lymphocytes

En plus de son rdle dans la migration des lymphocytes T, la PI3Ky joue un réle dans le
développement de ces cellules. Les souris déficientes en PI3Ky ont un nombre réduit de
lymphocytes T périphériques di a un défaut de maturation des thymocytes [273]. L’absence
de PI3Ky augmente notamment le nombre de cellules double negatives CD4°CD8" dans le
thymus et bloque le développement des thymocytes. L’inactivation de PI3Kd n’a qu’un effet
modeste sur le développement des thymocytes alors que I’absence des deux isoformes PI3Ky
et PI3K3& conduit a une augmentation importante du ratio CD4 CD8/CD4*CD8" [304] [305].

Dans les cellules T naives, la PI3K est activee apres activation du TCR associée ou non
a la molécule costimulatrice CD28 et régule ainsi la prolifération cellulaire. Cependant,

I’isoforme impliquée dans ce processus n’est pas clairement identifiée. Alcazar et al. ont
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démontré qu’apres activation du TCR, la PI3Ky est nécessaire a 1’assemblage des synapses
immunologiques bien que le TCR ne soit pas un RCPG [306]. De plus, la prolifération et la
sécrétion de cytokines en réponse a différents stimuli sont réduites en absence de PI3Ky dans
les cellules T [273]. En revanche, Garcon et al. montrent que I’activité PI3K dépendante de
I’antigéne ne dépend pas de la PI3Ky et n’observent pas de défaut de prolifération et de
sécrétion de cytokines dans les lymphocytes T CD4" déficients en PI3Ky. La PI3KS et la
molécule costimulatrice CD28 agiraient en paralléle et de facon complémentaire pour activer
les cellules T [307].

Des travaux montrent que la PI3Ky est impliquée dans la migration des cellules
dendritiques, pouvant jouer indirectement un réle majeur dans ’activation des cellules T
[308].

Enfin, des travaux récents montrent que la PI3Ky serait impliquée dans la survie des
leucocytes infiltrés et non dans le recrutement de ces cellules dans un modéle

d’encéphalomyélite chez la souris [309].

11-2.3.PI13Ky et production de ROS

Au niveau des sites d’infection, les neutrophiles et les macrophages exercent une
fonction antimicrobienne en produisant des ROS par activation de la NADPH oxydase. Ce
processus résulte d’une activation séquentielle des isoformes y et & de PI3K. La phase initiale
de production de PIP3; nécessaire a la production de ROS dépendrait de la PI3Ky et serait
nécessaire a 1’amplification du signal par la PI3K& [310]. Ainsi, la production de ROS
stimulée par le fMLP (N-formylméthionyl-leucyl-phénylalanine) dans les neutrophiles est
fortement diminuée en absence de PI3Ky [272] [273] [274]. A I’aide d’inhibiteurs spécifiques,
Condliffe et al. confirment le réle de I’isoforme y dans la phase initiale de synthése de PIP3 et
montrent que la seconde phase de production de PIP; stimulée par le fMLP, qui dépend
entierement de la premiére, est augmentée par le TNFa et dépend de la PI3Kd [310].
Recemment, des travaux montrent que le contrdle de la production de ROS par la PI3Ky
pourrait étre dii a son activité protéine kinase. L’interaction de la PI3Ky avec la PKCa
conduit a une augmentation de I’activité de la PKCa qui est associée a une augmentation de la
production de ROS stimulée par le fMLP [266].
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11-2.4.P13Ky et fonctions mastocytaires

Les réactions allergiques sont essentiellement dues a 1’activation des mastocytes. Les
mastocytes sont des cellules résidant dans les tissus, principalement les poumons, qui liberent
de I’histamine et de 1’héparine contenues dans leurs granules et responsables des réactions
allergiques inflammatoires telles que 1’asthme. Ils expriment a leur surface le récepteur de
haute affinité des IgE (FceRI) dont I’agrégation par des complexes IgE-antigéne induit
I’activation des mastocytes et la phosphorylation par des tyrosines kinases de motifs ITAM
dans la partie intracytoplasmique des récepteurs FceRI. La cascade de tyrosine kinases activée
conduit a la phosphorylation de nombreuses protéines, telles que la protéine adaptatrice Gab2
(Grb2-associated binder 2) [311], créant ainsi un site de fixation pour les PI3K de classe IA.
La production de PIP3 par la PI3K permet alors d’initier I’activation de Btk (Bruton’s tyrosine
kinase) et de la PLCy (phospholipase C) qui conduit a I’activation des canaux calciques de la
membrane plasmique et la degranulation des mastocytes [312].

L’inhibition de 1’activit¢é PI3Ky réduit la dégranulation des mastocytes et les souris
déficientes en PI3Ky sont résistantes au choc anaphylactique. Cette protection est due a un
effet autocrine/paracrine d’agonistes de RCPG, tels que 1’adénosine, permettant d’amplifier la
libération d’histamine par les mastocytes [313]. De plus, Bohnacker et al. montrent
I’importance de I’hétérodimére p110y/p84 (par rapport a p101) dans ce processus. Le PIP;
produit par le complexe p110y/p101 est rapidement internalisé alors que le PIP3 produit par
p110y/p84 est maintenu a la membrane plasmique et permet la dégranulation, suggérant que
ces deux mécanismes ont lieu dans des compartiments membranaires différents [256].

D’autres travaux ont rapporté I'implication de la PI3Ko dans D’allergie. Les souris
exprimant une forme inactive de PI3KJ sont ainsi également protégées contre 1’allergie
anaphylactique [314] [315]. De plus, en utilisant des inhibiteurs spécifiquement diriges contre
les PI3K y et & ainsi que les souris deficientes pour la PI3Ky ou pour la PI3K3, Ali et al. ont
montré que seule ’isoforme & des PI3K (et pas la PI3Ky) serait impliquée dans la réponse
allergique dépendante de I’antigéne in vivo [316]. Les différences de resultats obtenus entre
Ali et al. et Laffargue et al. peuvent s’expliquer par I'utilisation de méthodes différentes.
Ainsi, Ali et al. réalisent une injection intradermique d’IgE alors que Laffargue et al. injectent
I’IgE en intraveineux. De plus, les quantités d’IgE et d’antigénes correspondants utilisées

sont différentes dans les deux protocoles.
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L’ensemble de ces données montrent donc I’importance des PI3Ky et PI3KS dans
I’activation des mastocytes et les phénomenes allergiques. Un modéle propose que les deux
isoformes fonctionnent en cascade : la PI3K5 activée apres stimulation des mastocytes serait
nécessaire a une premicre vague de dégranulation. Puis, la sécrétion d’agonistes des RCPG
contenus dans les granules permettrait 1’activation de la PI3Ky responsable d’'une deuxiéme

vague de dégranulation et permettant une activation maximale des mastocytes (Figure 29).

@ allergene

Dégranulation
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Figure 29 : Modele proposé des roles distincts de PI3Ky et 8 dans DPactivation des
mastocytes. Les complexes IgE/allergéne permettent le « clustering » des récepteurs de haute
affinité aux IgE (FceRI) et entrainent 1’activation de PI3K3. Cet événement est essentiel pour
générer une réponse cellulaire qui initie le processus de dégranulation. La sécrétion
d’agonistes de RCPG, contenus dans les granules, stimule I’activation de PI3Ky nécessaire a
la dégranulation compléte. Ainsi, si I’une ou 1’autre des isoformes est absente, 1’activation des
mastocytes est diminuée. (D aprés Hirsch E, Thromb, Haemost, 2006) [317]

11-2.5.P13Ky et thrombose

Les plaquettes jouent un role central dans les phénomenes de thrombose en adhérant et

s’agrégeant sur les sites de lésion vasculaire. Ces deux mécanismes sont controlés par des
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voies de signalisation impliquant les PI3K. Bien que toutes les isoformes de PI3K soient
exprimées dans les plaquettes, la PI3K} et la PI3Ky apparaissent essentielles dans ’activation
plaquettaire. Les souris déficientes en sous-unité régulatrice p85, qui ont également une
expression des sous-unités catalytiques pl10a, pll10p et pl106 fortement diminuée, ne
montrent pas de défaut d’agrégation plaquettaire en réponse a divers agonistes solubles pro-
thrombotique (ADP, thromboxane A2, thrombine, facteur von Willebrand), suggérant une
compensation par la PI3Ky. Cependant, 1’agrégation plaquettaire en réponse au collagéne est
modifiée indiquant également I’implication de PI3K de classe 1A [318]. A 1’aide d’un
inhibiteur spécifique de pl10pB, Jackson et al. montrent que I’activité de la PI3K[ est
nécessaire au maintien de ’activation des intégrines allbB3 et de I’agrégation induite par
I’ADP ou par de faibles concentrations de différents agonistes solubles. De plus, 1’inhibition
de PI3KP empéche la formation de contacts stables dépendants des intégrines, conduisant
ainsi a un défaut dans la formation du thrombus [319]. La PI3Kp a été identifiée comme
I’isoforme majeure responsable de I’activation des intégrines allbB3 aprés stimulation par
I’ADP [320]. Cependant, la PI3Ky serait également impliquée dans I’activation des intégrines
allbB3 en aval de P2Y12, coopérant ainsi avec la PI3Kp. In vivo, la formation du thrombus
est réduite chez les souris déficientes en PI3Ky et complétement abolie avec un inhibiteur de
PI3Kp [321]. Récemment la délétion de p110p spécifiquement dans les plaquettes a confirmé
le rdle central de cette isoforme dans la formation du thrombus [322]. De plus, les souris
déficientes en PI3Ky présentent un défaut d’agrégation plaquettaire en réponse a I’ ADP [323].
L’étude des mécanismes moléculaires montre une diminution de la phosphorylation d’ Akt et
de Dactivation de allbp3 en absence de PI3Ky. Les souris PI3Ky” sont protégées de
I’occlusion vasculaire induite par l’injection d’ADP, du fait de la faible agrégation
plaquettaire dans ce génotype sans toutefois présenter de modification du temps de

saignement.

11-2.6. Conclusion

La PI3Ky joue un rdle essentiel dans les fonctions des différents types cellulaires du
systétme immunitaire et fait 1’objet d’un intérét croissant ces derniéres années dans les
maladies inflammatoires et autoimmunes (Figure 30). Des premieres études ont en effet
montré les propriétés immunomodulatrices d’inhibiteurs spécifiques de cette isoforme dans
diverses pathologies inflammatoires comme 1’arthrite rhumatoide, le lupus erythémateux,

I’athérosclérose (cf paragraphe III). Le rdle de la PI3Ky dans les différentes cellules pouvant
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jouer un role dans les processus inflammatoires est dun intérét particulier dans les

pathologies cardiovasculaires. En effet, comme décrit dans le chapitre précédent,

I’inflammation joue un rdle central dans le développement de I’athérosclérose et de la
resténose.

PI3Ky
et
ONCTIONS IMMUNITAIRES
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Figure 30 : Fonctions majeurs de la PI3Ky dans I’inflammation. La PI3Ky est exprimée
dans les différents types de cellules immunitaires dans lesquels elle joue de nombreux réles
essentiels : recrutement des cellules inflammatoires, dégranulation des mastocytes, agregation
plaquettaire, « burst » des neutrophiles, fonctions des lymphocytes T. L’isoforme & des PI3K
est impliquée dans les mastocytes, les cellules T et les neutrophiles. La PI3K( est I’isoforme

majeure impliquée dans ’agrégation des plaquettes. (D’ apres Fougerat A, 2008, Clinical
Science) [66]
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11-3. Fonctions de PI3Ky dans la paroi vasculaire

11-3.1. Fonctions de PI3Ky dans 1’endothélium

La plupart des études concernant le role de la PI3Ky dans 1’endothélium semblent
indiquer que le blocage de son activité peut avoir des effets protecteurs dans le contexte de
I’athérosclérose. En effet la PI3Ky, en modulant la signalisation induite par les sélectines,
modifie I’interaction des leucocytes avec I’endothélium diminuant ainsi les processus
inflammatoires. Les auteurs utilisent des souris PI3Ky”™ chiméres dont les cellules du systéme

+/+

immunitaire sont PI3Ky™" afin de démontrer le r6le de la PI3Ky endothéliale dans
I’infiltration des neutrophiles dans un modele de lésion du poumon réalisé par inhalation de
LPS [324]. Serban et al. montrent in vitro que la PI3Ky est impliquée dans la régulation de la
perméabilité endotheliale induite par le VEGF et en aval de H-Ras [325]. Le réle de la PI3Ky
dans la perméabilité endothéliale a également été décrit dans un modeéle in vivo de Iésion
oculaire induite par le laser. Dans ce mode¢le, I’inhibition pharmacologique de la PI3Ky
conduit a une diminution de I’infiltration des macrophages, de la formation d’cedéme et de la
perméabilité endothéliale permettant de réduire les dommages rétiniens, de la méme maniére
que I’inhibition du VEGFR. Les auteurs montrent in vitro que dans les cellules endothéliales,
la PI3Ky joue un role en aval de I’IL-8 via la voie de signalisation Akt/Racl/PAK conduisant
a la phosphorylation des VE-cadhérines, a la déstabilisation des jonctions intercellulaires et

finalement & une augmentation de la perméabilité endothéliale [326].

La PI3Ky est également capable de réguler I’interaction des leucocytes avec
I’endothélium dans un modéle d’ischémie reperfusion caractérisé par un stress oxydatif
important, I’adhésion des neutrophiles et la migration trans-endothéliale des leucocytes. Dans
ce contexte, Doukas et al. ont démontré qu’une inhibition sélective des PI3Ky et & avec le
TG100-115 administré pendant la phase de reperfusion pouvait réduire de fagcon importante la
taille de I’infarctus chez le porc. Dans cette étude, les auteurs ont également examiné 1I’impact
du TG100-115 sur la prolifération des cellules endothéliales et I’angiogénése induite par le
VEGF, ¢éliminant ainsi un effet négatif de cette molécule sur la réparation de I’endothélium
[287]. La PI3Ky peut également jouer un réle dans la néovascularisation, élément qui nous
I’avons vu dans le chapitre 1 peut jouer un roOle protecteur de la paroi vasculaire ou
déstabilisant de la plaque d’athérome. Toutefois les résultats concernant le role de 1’activité

PI3Ky dans ce mécanisme sont controversés. Ainsi, en utilisant des progéniteurs endothéliaux
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déficients en PI3Ky , Chavakis et al. ont montré que la PI3Ky de ces cellules progénitrices
pouvait participer a la néovascularisation dans un modéle d’ischémie de la patte [327].
Parallelement, Maddedu et al. ont démontré que la néovascularisation réparatrice du muscle
ischémique n’était pas modifiée chez les souris exprimant une forme catalytiquement inactive
de la PI3Ky indiquant que les effets observés pouvaient étre attribués a la protéine et non a
son activité [328].

Une seule étude récente montre un effet aggravant de I’inhibition de la PI3Ky sur la
cicatrisation dans un modeéle in vivo d’infarctus du myocarde chez la souris. Dans ce modele,
I’inhibition spécifique de la PI3Ky avec I’AS-605240 réduit I’inflammation, mais d’autre part
augmente I’apoptose des cardiomyocytes, et empéche la survie et la prolifération des cellules
endothéliales dans la zone péri-infarct. L’ensemble de ces mécanismes conduit a un défaut de
néovascularisation réparatrice ayant pour conseéquence une augmentation de la taille de
I’infarctus et une diminution des fonctions ventriculaires gauches [329]. Ces résultats sont en
contradiction avec ceux décrits par Maddedu et al. puisque la néovascularisation dans ce
modele semble impliquer ’activité de la PI3Ky et non son rdle de protéine adaptatrice [328].
Toutefois ces données ont été obtenues dans deux contextes physiopathologiques
différents pouvant expliquer ces différences : ischémie du muscle [328] versus infarctus du

myocarde [329].

Enfin, la PI3Ky dans les cellules endothéliales pourrait jouer un réle dans la production
de NO, élément protecteur de la paroi vasculaire. Aprés activation par différents facteurs tels
que I’'IGF-1 [330], ’insuline [331] [332], la S1P [333] ou le VEGF [334], la voie PI3K/Akt
stimule la NOS endothéliale ou eNOS qui produit du NO par oxydation de la L-arginine
dépendante du NADPH. Cieslik et al. identifient la PI3Ky comme un acteur essentiel de la
voie de signalisation conduisant a I’activation de la eNOS dans des cellules endothéliales

stimulées par la lysophosphatidylcholine [335].

Ainsi, les résultats de I’ensemble de ces travaux sont parfois contradictoires et
dépendent du modeéle utilisé. Des études supplémentaires apparaissent donc nécessaires pour
déterminer 1’implication de la PI3Ky dans ces processus et mieux comprendre les mécanismes
mis en jeu dans le « homing » des EPC dans les tissus ischémiques. De plus, bien que les

différents travaux suggérent un role de la PI3Ky dans I’angiogénése, 1’implication de son
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activité kinase ou de son role de protéine adaptatrice reste a déterminer. Finalement, aucune

étude ne reporte le role de la PI3Ky sur la cicatrisation artérielle.

11-3.2.Fonctions de PI3Ky dans les cellules musculaires lisses vasculaires

Les CML régulent 1’¢élasticité et assurent le maintien du tonus vasculaire de la paroi
artérielle normale. La prolifération et la migration des CML sont impliquées dans le
développement et la progression de 1’athérosclérose ainsi que dans le phénoméne de resténose
(cf chapitre 1). De nombreux travaux ont démontré I’importance d’une activité PI3K dans la
prolifération des CML mais peu de données renseignent sur 1’isoforme impliquée. La PI3Ky

est quant a elle plus particulierement impliquée dans la contraction de ces cellules.

»Contraction

La voie PI3K/Akt joue un role essentiel dans I’augmentation du calcium intracellulaire
indispensable a la contraction des CML [336]. En effet la PI3K, par I’intermédiaire d’Akt,
phosphoryle les canaux calciques de type L permettant ainsi leur translocation a la membrane
et une entrée de calcium dans la cellule [337]. L’angiotensine II est un puissant
vasoconstricteur capable d’activer la voie PI3K/Akt et les courants calciques de type L dans
les CML [338] [339]. Des travaux effectués in vitro ont montré I’implication de I’isoforme y
de PI3K dans ce phénomene [340]. De plus, la contractilité induite par 1I’angiotensine II de
vaisseaux isolés a partir de souris déficientes en PI3Ky est réduite, de méme que la production
de ROS et la mobilisation du calcium intracellulaire. Cette étude montre également que les

souris deficientes en pl10y sont protégées de I’hypertension induite par I’angiotensine II
[341].

>Prolifération et migration

Comme nous I’avons décrit dans le chapitre précédent (chapitre I, paragraphes 11-3.3. et
I11-3.3.), la prolifération et la migration des CML jouent un réle fondamental dans le
développement de I’athérosclérose et de la resténose intra-stent. Jusqu’a ce jour, aucune étude
n’a rapporté ’implication de la PI3Ky dans ces processus. En revanche, il est clairement
admis que la voie PI3K/Akt joue un role dans la prolifération/migration des CML bien que
I’implication de I'une ou I’autre des isoformes de PI3K reste a définir.

La progression du cycle cellulaire dans les CML est associée a une activation de facteurs

de transcription qui dépend de la voie mTOR/p70S6K. L’utilisation d’un inhibteur de mTOR,
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la rapamycine, permet ainsi d’inhiber la prolifération des CML [342]. De plus, il est
maintenant clairement admis que PI3K/AKkt est un activateur de mTOR dans les CML. Ainsi,
I’inhibition pharmacologique de PI3K diminue la prolifération des CML de la méme fagon
que la rapamycine [343]. La rapamycine, utilisée pour recouvrir les stents, a montré son
efficacité dans la prévention de la resténose intra-stent en bloquant 1’hyperplasie intimale
[344]. Des travaux antérieurs du laboratoire ont également montré 1I’importance d’une activité
PI3K dans la transition G1/S du cycle cellulaire des CML [345]. D’autres études montrent
I’implication des PI3K dans la prolifération et la migration de CML pulmonaires humaines
[346]. Récemment, des travaux ont montré que I’absence d’Aktl dans les CML conduit a une
diminution de la prolifération et de la migration de ces cellules ainsi qu’a une augmentation
de I’apoptose suggérant que Aktl est I’isoforme majeure impliquée dans ces processus
cellulaires. De plus, les auteurs montrent que 1’absence d’Akt chez des souris susceptibles a
I’athérosclérose (ApoE™/Akt1™) induit une déstabilisation de la plaque par rapport aux souris
controles (ApoE”/Aktl*"), caractérisée par une augmentation des cores nécrotiques, une
diminution de la chape fibreuse et du contenu en collagene [347].

Des travaux effectués au laboratoire ont permis d’identifier la PI3Ky dans le noyau et le
cytoplasme des CML [348]. Cependant, le role de cette isoforme ainsi que I’importance de sa
localisation nucléaire n’ont pas été déterminés. Nos travaux, qui seront présentés et discutes
dans la partie « résultats expérimentaux » ont permis de montrer que la PI3Ky joue un role

crucial dans la migration des CML en réponse a MCP-1 et indirectement en aval du PDGF.

I11- Inhibiteurs pharmacologiques de PI3K

L’utilisation de modéles de souris génétiquement modifiée a permis de valider
partiellement certaines isoformes de PI3K comme cible thérapeutique. La wortmannine et le
LY294002, deux inhibiteurs « classiques » de PI3K utilisés largement in vitro, ont également

contribué a la compréhension des roles de PI3K dans diverses pathologies (Figure 31).
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Wortmannine LY-294002

Figure 31 : Inhibiteurs « classiques » de toutes les isoformes de PI3K : Wortmannine et
LY?294002. (D apres Riickle, T., 2006, Nature Reviews) [349]

La wortmannine est un métabolite d’origine fongique, isolé a partir de Penicillium
wortmanni, qui inhibe toutes les classes de PI3K a des concentrations de 1’ordre du
nanomolaire [350]. Le LY294002 est quant a lui un composé synthétique, actif a des
concentrations de 1’ordre du micromolaire et beaucoup plus stable que la wortmannine [351].
Ces deux molécules sont des inhibiteurs compétitifs du site de liaison a I’ATP. Ces composés
présentent une toxicité cellulaire importante et entrainent de nombreux effets secondaires dus
au fait qu’ils ciblent toutes les isoformes de PI3K ainsi que de nombreuses enzymes

apparentees aux PI3K (TOR, DNA-PK, ATM, ATR, Pl4K).

La deuxiéme génération d’inhibiteurs [352] comprend des composés moins toxiques et
plus stables mais qui ciblent toujours plusieurs PI3K (Tableau 9). Parmi ces composés, le Pl-
103, beaucoup plus stable que le LY294002, cible de facon efficace les PI3K de classe | et
mTOR. Le PI-103 a montré une activité anti-tumorale dans de nombreux modeles de
xénogreffe et est actuellement en essai clinique pour le cancer [353]. Par exemple, la
molecule BEZ235 (Novartis), qui inhibent toutes les PI3K ainsi que mTOR, a passe toutes les
études de toxicité précliniques et est entré en phase clinique pour les tumeurs solides [354].
De méme les composés XL147 et XL765 (Exelixis) inhibent PI3K et mTOR et ont montré
leur efficaciteé seul ou en combinaison avec la chimiothérapie dans des modéles de xénogreffe.
Ils sont en étude clinique (phase I) pour le traitement des tumeurs solides et XL147 est
également en phase Il dans le cancer de I’endométre. Bien que non spécifique d’une isoforme

en paticulier de PI3K, cette seconde génération d’inhibiteurs apparait prometteuse [262].

Les compagnies pharmaceutiques se concentrent néanmoins a présent au développement

de nouvelles molécules dirigées spécifiquement contre une isoforme de PI3K (Tableau 9).
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Les premiers inhibiteurs spécifiques ont été développés par « ICOS Corporation » et
ciblent la PI3KS (PIK-23, PIK-39, IC87114). En particulier, I'IC87114 inhibe spécifiquement
la p1103d et a notamment permis de démontrer le rdle de la PI3K3 dans la leucémie myéloide
aigue [355] [356], dans I’arthrite rhumatoide [357] et dans I’asthme [315]. Une autre molécule
qui inhibe spécifiquement la PI3K3, XL499 (Exelixis), est également en étude préclinique
pour le cancer et I’inflammation.

Le TGX-221 est un composé perméable, analogue du LY294002 qui inhibe
specifiqguement la PI3KB (1000 fois plus que PI3Ka) a des concentrations de 1’ordre du
nanomolaire. In vivo, le TGX-221 prévient la formation du thrombus, placant la PI3Kf
comme cible préférentielle dans la recherche de traitements anti-thrombotiques [319].

Les laboratoires Merck-Serono ont développé une série de composés, dérivés des
thiazolidinediones, qui inhibent spécifiguement la PI3Ky (AS-252424, AS-605240, AS-
604850). Différentes études ont permis de montrer que ces inhibiteurs possedent des
propriétés immuno-modulatrices, suggérant que la PI3Ky représente une cible intéressante
dans le traitement des maladies auto-immunes et inflammatoires chroniques. Dans un modéle
murin d’arthrite rhumatoide, I’administration par voie orale de 1’AS-605240 induit une
diminution de la migration des neutrophiles conduisant a une diminution de I’accumulation
des neutrophiles et a la protection de la maladie [300]. Plus récemment, la PI3Ky a également
montré un rdle dans cette pathologie dans les dommages du cartilage via la régulation de
I’expression de MMP dans les fibroblastes et les chondrocytes [358]. L’injection
intrapéritonéale de 1’ AS-605240 dans un modeéle de lupus erythémateux chez la souris réduit
la glomérulonéphrite en diminuant le nombre de lymphocytes T CD4+ mémoires [301]. Dans
un modele de fibrose pulmonaire chez le rat, ’administration orale de 1’AS-605240 réduit le
dép6t de collagene ainsi que I’inflammation des poumons en diminuant la production de
cytokines pro-inflammatoires et [Dinfiltration des leucocytes [359]. L’inhibition
pharmacologique de la PI3Ky conduit & une diminution du recrutement et du maintien de
I’inflammation dépendante des éosinophiles dans un modeéle d’inflammation allergique chez
la souris [360]. Récemment, I’ AS-605240 a permis de montrer I’implication de la PI3Ky dans
la neuro-inflammation. Ainsi, dans un modéle de la maladie d’Alzheimer induite chez la
Souris, I’inhibition pharmacologique de la PI3Ky induit une diminution de 1’activation des
astrocytes et du recrutement des macrophages [303]. De plus, nous avons récemment utilisé

ce composé pour démontrer le rdle spécifique de la PI3Ky dans le développement de
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I’athérosclérose. L’inhibition de PI3Ky chez la souris conduit & une diminution de

I’infiltration des macrophages et des lymphocytes dans les lesions athéromateuses [302].

Targegen a développé également le TG100-115, un inhibiteur sélectif des PI3Ky et 3,
qui bloque la formation d’cedéme et I’inflammation dans un modéle d’infarctus du myocarde
[287]. Ce compose a également montré son efficacité dans les maladies respiratoires telles
que I’asthme [361]. Le TG100-115 est le premier inhibiteur spécifique d’isoformes de PI3K
qui est entré en phase clinique ; il est actuellement en phase 11 pour I’infarctus du myocarde
[362].

Cible Compose Compagnie
Pan-PI3K P1-103 Yamanouchi
p110a/p110y PIK-90 Bayer
pl10p/p1105 PIK-108 Thrombogenix
TGX-115 Kinacia
p110a PIK-75 Yamanouchi
pl10pB TGX-221 Kinacia
p1108 IC-87114 ICOS
PIK-39
XL-499 Exelixis
p110y AS-252424 Serono
AS-605240
AS-604850
p110y/p1106 TG110-115 Targegen

Tableau 9 : Nouvelle génération d’inhibiteurs de PI3K. (D’aprés Hirsch, E., 2008,
Pharmacology and Therapeutics) [363]

Le développement pharmaceutique des inhibiteurs de PI3K a connu un grand essor ces
cing derniéres années. Plusieurs composés sont en essais cliniques pour les thérapies anti-

cancéreuses, I’inflammation et I’infarctus du myocarde (Figure 32).
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Figure 32 : Potentiel thérapeutique de I’inhibition des PI3K de classe I. L’altération d’une
ou plusieurs isoformes de PI3K est tres souvent associée a diverses pathologies. L’inhibition
des enzymes de classe I ou d’une isoforme particuliere de PI3K représente une stratégie de
choix dans le traitement de nombreuses pathologies, notamment le cancer et les maladies
inflammatoires chroniques. Les inhibiteurs de ces kinases développés récemment ainsi que
leurs applications therapeutiques sont résumés dans cette figure. (D aprés Hirsche, E., 2008,
Pharmacology and Therapeutics) [363]

I\VV- Conclusion

L’ensemble de ces données met en évidence les nombreux roles de la PI3Ky dans les
différents types cellulaires composant la paroi vasculaire. La PI3Ky apparait particuliérement
intéressante dans un contexte thérapeutique et fait déja 1’objet d’un intérét croissant dans le
traitement des pathologies inflammatoires (Figure 33). De plus, bien que son role dans les
cellules endothéliales reste a préciser, son implication dans la contraction des CML et dans la
fibrose cardiaque font de cette kinase une cible potentielle en thérapie cardiovasculaire. Mon
travail de thése a permis d’apporter des données supplémentaires quant au réle de la PI3Ky
dans les pathologies de la paroi artérielle comme ’athérosclérose et la resténose. Ces résultats

sont présentés dans le chapitre suivant.
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Figure 33 : Inhibition de PI3Ky et pathologies humaines. Cette figure compile les
processus qui dépendent de ’activité PI3Ky avec du centre a la périphérie du cercle : le type
cellulaire considére, les fonctions cellulaires in vitro associées et les modéles animaux testés.
Le dernier cercle correspond a la combinaison de plusieurs processus, dans lesquels la PI3Ky
est impliquée, et pouvant étre extrapolés a une pathologie humaine multifactorielle. (D ’apres
Rickle, T, 2006, Nature Reviews) [349]
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Article 1 : rOole de la PI3Ky dans
les processus inflammatoires
controlant I’athérosclérose

I- Introduction

Comme nous 1’avons largement décrit lors de [D’introduction bibliographique,
I’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique de la paroi artérielle dans laquelle le
systeme immunitaire intervient a plusieurs niveaux et joue un r6le prépondérant dans
I’initiation de la maladie. En effet, les cellules inflammatoires et les médiateurs immuns
(cytokines et chimiokines) sont impliqués dans la formation de la strie lipidique et participent
également a la modulation phénotypique des CML qui vont acquérir un phénotype migratoire
et prolifératif aboutissant a I’hyperplasie intimale et formant la chape fibreuse. Par ailleurs, la
génération de souris déficiente en PI3Ky a permis de montrer que les voies de signalisation
impliquant cette kinase, qui agit via les RCPG, modulent de nombreuses fonctions
immunitaires telles que le recrutement des cellules inflammatoires, la dégranulation des
mastocytes, 1’agrégation plaquettaire ainsi que les fonctions des cellules T [66]. Lorsque nous
avons debuté ce travail, des études pharmacologiques avaient démontré les propriétés
immuno-modulatrices d’un inhibiteur spécifique de la PI3Ky, plagant cette isoforme comme
un bon candidat dans la recherche de nouvelles thérapies pour le traitement des pathologies
auto-immunes. Ainsi, dans un modéle murin d’arthrite rhumatoide, I’administration orale d’un
inhibiteur de la PI3Ky prévient de la maladie et est associée a un défaut de migration des
neutrophiles [300]. De méme, I’injection intrapéritonéale de 1’inhibiteur de la PI3Ky dans un
modeéle de lupus érythémateux induit chez la souris conduit a une diminution des lymphocytes
T CD4" corrélée a une diminution de la sévérité de la maladie [301]. La PI3Ky est
majoritairement exprimée dans les cellules hématopoiétiques mais des études récentes ont mis
a jour un profil d’expression plus complexe de cette isoforme en montrant en particulier de

faibles taux d’expression dans le systéme cardiovasculaire. L’activité PI3Ky joue un role
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important dans les mécanismes de remodelage cardiaque et il a également été identifié dans
les cardiomyocytes son role de protéine adaptatrice dans la contractilité cardiaque [276]. De
plus, son expression dans les cellules composant la paroi artérielle (cellules endothéliales et
CML) présente un intérét particulier puisque les souris déficientes en PI3Ky présentent une
modification de I’adhésion des neutrophiles a 1’endothélium via I’expression des sélectines
[324] et sont protégées de I’hypertension induite par une exposition chronique a
I’angiotensine I [341].

L’ensemble de ces données, exposé en détail dans les chapitres précédents, nous ont
conduit & émettre I’hypothése que I’inhibition de I’activité PI3Ky pouvait réduire le
développement de la plaque d’athérome. Aucune donnée n’existait concernant le role de cette
enzyme dans le controle des processus athéromateux. Afin de démontrer le réle possible de la
PI3Ky dans le développement de la plaque d’athérome, nous avons utilisé deux approches :
une approche pharmacologique utilisant un inhibiteur spécifique de la PI3Ky, 1’AS-605240
(en collaboration avec les laboratoires Merck-Serono) et une approche genétique avec des
souris invalidées pour la PI3Ky disponibles a mon arrivée au laboratoire. Deux modeéles de
souris athéromateuses ont été utilisés : des souris ApoE™ et des souris déficientes LDLR™".
Nous avons également réalisé un modéle de souris chiméres, athéromateuses et dépourvues de
la PI3Ky dans le systéme immunitaire par injection rétro-orbitale de moelle osseuse de souris
PI3Ky™ sur des souris LDLR™ préalablement irradiées afin d’étudier le role spécifique de la
PI3Ky au sein du systeme immunitaire dans le développement de la pathologie. Les résultats

de cette étude sont présentés dans 1’article 1.

I1- Résultats

Genetic and pharmacological targeting of phosphoinositide 3-kinase-y reduces
atherosclerosis and favors plaque stability by modulating inflammatory processes.

Anne Fougerat, MSc; Stéphanie Gayral, PhD; Pierre Gourdy, MD, PhD; Alexia
Schambourg, MSc; Thomas Rickle, PhD; Matthias K. Schwarz, PhD; Christian Rommel,
PhD; Emilio Hirsch, PhD; Jean-Francois Arnal, MD, PhD; Jean-Pierre Salles, MD, PhD;
Bertrand Perret, MD, PhD; Monique Breton-Douillon, PhD; Matthias P. Wymann, PhD;
Muriel Laffargue, PhD.

Circulation. 2008 ; 117 :1310-1317.
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Genetic and Pharmacological Targeting of Phosphoinositide
3-Kinase-y Reduces Atherosclerosis and Favors Plaque
Stability by Modulating Inflammatory Processes

Anne Fougerat, MSc*; Stéphanie Gayral, PhD#; Pierre Gourdy, MDD, PhID; Alexia Schambouwrg, MSc,
Thomas Riickle, PhD); Maithias K. Schwarz, PhD: Christian Rommel, PhiD: Emilio Hirsch, Phi);
Jean-Trangois Amal, MD, Phl); Jean-Pierre Salles, MD, PhD; Bertrand Perret, MD, Phi;
Monique Breton-Douillon, PhD; Matthias P. Wymann, Phl); Muriel Laffargue, PhD

Background-—The role of inflammation at all stages of the atherosclerolic process has become an active area of
investigation, and there is a notable quest for novel and mnovative drags for the treatment of atherosclerosis. The lipid
kinase pheosphoinositide 3-kinase-v {PI3K v} is thought to be a key player in various inflammatory, autoimmune, and
allergic processes. These properties and the expression of PI3Ky in the cardiovascular system suggest that PI3Ky plays
a role in atherosclerosis.

Methods and Resulls—Here, we demonstrate that a specific PI3Ky inhibitor (AS605240) is effective in murine models of
eslablished atherosclerosis, Intraperitoneal adiminisiration of ASS03240 (10 mghkg daily) significantly decreased early
atherosclerotic lesions in apolipoprotein BE-deficient mice and aftenuated advanced atherosclerosis in low-density
lipoprotein receptor—deficient mice. Furthermore, PI3Ky levels were elevated in both human and murine atherosclerotic
lesions. Comparison of low-density lipoprotein receptor—deficient mice transplanted with wild-type or PI3K v-deficient
bone marrow demonstrated that functional PI3Ky in the hematopoietic lineage is required for atherosclerotic
progression. Alleviation of atherosclerosis by targeting of PI3K vy activity was accompanied by decreased macrophage
and T-cell infiltration, as well as increased plague stabilization.

Conclusions--These data identify PI3K-y as a new targef in atherosclerosis with the potential to moedalate wultiple stages
of atherosclerotic lesion formation, such as fatty streak constitution, cellular compeosition, and final fibrous cap
establishment. (Circulation. 2008;117:1310-1317.)

Key Words: phosphoinositide 3-kinase-v a atherosclerosis m inflarnmation & leukocytes m fbrous cap

therosclerosis is a chronie disease of large arteries and is
the primary cause of myocardial mfarction and stroke.
Atherosclerosis is the underlying canse of ~50% of all deaths
i most occidental countries and i wcreasing dramatically m

Clinical Perspective p 1317

developing countries. The disease starts with the formation of
fatty streaks and culminates with plaque disruption, throm-
bhosig, and cardiac infarction.® The role of inflamumation ar all
stages of the atherosclerotic process has become an active
area of investigation, and there is a growing quest for novel
and inpovarive drugs for the treatment of atherosclerosis.?

Vascular cells release chemokines, which recruit immune
cells by their action on the G-protein-coupled receptor
family.* Via phosphoinositide 3-kinase v (PI3Ky), G-pro-
tein—coupled receptors regulate several inflammatory and
immune functions, eg, recruitment of macrophages, nentro-
phils, and lymphoeytes,>® mast cell reactivity,® platelet ag-
gregation,” and T-cell function® as demonstrated m mice
lacking functicnal PI3Ky.® The y-isoform belongs to the class
[ PI3K family, which inclodes 2 subclasses: class LA (w, B,
and 3), activated via the tyrosine kinase receptor, and clags [B
(), mainly activated by G-protein—coupled receptors.® [nitial
studies proposed that PI3Kv-selective inhibifors possess im-
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Fougerat et af

muncmodulatory potential, pinpoisting PI3K+y as a good
candidate for drug development in chronic inflammation and
autommmune diseases.® In murine models of rheumateid
arthritis, oral administration of selective PI3Ky inhibitors
successtully prevented progression of jolnt inflammation and
neutrophil accumulation.’® Moreover, it has been demon-
strated that intraperitoneal admintstration of PI3Kqy nhibitor
i a2 murine model of systemic upus ervthematosus led to a
reduction in pathogenic CD4" memory cells, which resulted
m a blockade of glomerulonephritis and an extended lifes-
pan.’ PI3Ky expression is high in hematopoietic cells, but
recent studies have demonstrated low levels of PI3Ky m
endothelial cells,” cardiomyocytes,” and smooth muscle
cells.™ PI3Ky expression in arterial cells is of particular
mnterest because mice that lack PI3Ky showed modified
E-selectin-dependent adhesion of neutrophils to endothelial
cells? and were protected agamst the hypertensive damage of
chronic angiotensin Il exposure.'* Here, we demonstrate that
mhibition of PI3Ky alleviates atherosclerotic plaque devel-
opment in 2 muing models of atherosclerosis. Furthermore,
we provide evidence that loss of PI3Ky function in the
hematopeoistic lineage Is sufficient 1o explain the observed
antiatherosclerotic effect.

Methods
Biological Materials

Human carotid artery sections were obtained from surgical pieces of
endarterectoray procedures performed in patients with carotid steno-
sis in the Department of Vascolar Surgery, Toulouse University
Hospital, PI3Ky-deficient mice generated previously on a 129sv
inbred genetic background® werme backerossed for 10 generations
onto the C37BV6 backgromnd. The resulting heterozygotes for
PI3Ky were intercrossed to obtain PI3K~™" and PI3K ™" litter-
mates. As models of in vivo atheroscleroris, CITBIG ApoE ™ mice
and C57BI/6 low-density lipoprotein recepior- deficient (LDLR™™)
mice were obtained from Charles River Laboratories, (Wilmington,
Maszg). To inhibit PI3K~, we used AS605240 from Merck Serono
(Geneva, Switzerland) 19 AS603240 was uzed as described previous-
ly. 1> Bxperiments were performed in accordance with institutional
guidelines and national legislation.

Bone Marrow Transplantation
Fight-week-old C57B1/6 LDLR™™ mice were subjected to medullar
aplasia by 9-Cy Jethal total-body irradiation. We repopulated mice
with inravenous injection of bone marrow cells izolated from femurs
and tibias of donor PI3Ey™ and PI3Ky™ littermales. After 6
weeks of recovery, mice were fed a proatherogenic diet (15% Tat,
25% cholesterol, 0% cholate) for an additional 10 weeks. Mice
were euthanized at 24 weeks of age. Blood and tissnes were collected
as described below,

Tissue Preparation and Characterization of
Atheroselerotic Lesions

Hearts were removed and aortic oot sections prepared as described
previously V¥ Swface lesion ates was measured after oil red O
staining by computer-assisted image guantfication with Leica (Win
software (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Iimages were
captured with a Sony (Tokyo. Japan) 3CCD video camera. Collagen
fibers were stained with Siriue red. At least 5 zections per mouse
were examined for each siaiming.

Fmmunchistochemistry
Frozen sections from the acrtic root were fixed in acetone/methanol,
ait-dried, and incnbated with 10% of relevant serum for 30 minutes.
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For mouse primary antibodies on mnrine tissues, a mouse lg-
blocking reagent was used (Vector mouse-on-mouse [M.O.M]
immunodetection kit, Vector Laboratories, Burdingaime, Calif), The
following specific pimary aniibodies were vsed: clone MOMA-2
(Serotec, Uxford, United Kingdom) for macrophage staining: anti-
CD3 (clone M-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif);
anii-PI3Ky, 4 anii-P-PKB Ser'” (immunchistochemistry specific),
and anti-PKB (pan; Cell Signaling, Danvers, Mass) and anti-SM
a-actin (clove 1A4, Sigraa, St Lows, Mo). Then, sections were
incubated with the corresponding secondary biotinyiated antibodies
(Vector Laboratories) and visualized with an avidin-biotin—horse-
radish peroxidase complex (Vectastain ABC kit, Vector Laborato-
ries) and DAD peroxidase substrate kit (DakoCytoraation, Glostrep,
Denmark). Countercoloration was performed with Mayer's hema-
toxylin. Irrelevant IgGs were used as negative conerals.

Analysis of Plasma Lipids and Lipoproteins
Cholesterol, iriglyceride, and HDL levels were measured with
commercial kits {CHOD-PAP for chelesterol and GPO-PAP for
triglyoerides; Randox Laboratories, Crumbin, County Anirim, fre-
land). LDL/VLDL level was obtained by determining the difference
between total cholesterol and HDL cholesterol.

Statistical Analysis
Comparisons between the different groups were performed with a
Student £ test for unpaired data. Statistical differences were consid-
ered significant for probability values <20.05. Data are shown as
raean™ SEM.

The authors had full access to the data and take full responsibility
for ity integrity. All anthors have mead and agree to the manuvscript as
written.

Results

Inhibitor of PI3Ky Reduces Early Atherosclerotic
Lesions in ApeE™" Mice

To investigate the potential role of PI3K+y activity in
processes that lead to atherosclerosis, we treated mice with
a selective inhibitor of PI3K+y, AS605240, which was
injected mtraperitoneally at 10 mg/kg daily. Apolipopro-
tein BE-deficient (ApoE™") mice develop spontaneous
atherosclerotic lesions that are well characterized as a
model for the early stage of atherosclerosis, Monocyte
adhesion and migration ocowr between weeks 7 and 10,
whereas foam cell lesions form during week 9.%% Hight-
week-old ApoH™ nice were injected with PI3K~ inhibi-
tor or vehicle for 5 weeks. To control AS605240 specific-
ity, we mvestigated PKB phosphorylation, the main
downstream target of PI3K, in monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1}- and granulocyte and macrophage-
colony stimulating factor (GM-CSF)—stimulated leuko-
cytes from AS005240- or vehicle-rzated mice. We ob-
served that PKB phosphorvlation by MCP-1, known to
directly recruit PI3K~y, was dramatically reduced in leukoe-
cytes from AS605240-treated mice (93.2::8.7%,; ligure
1A} In contrast, stimulation by GM-CSF, an activator of
class 1A PI3K, did not result in anv significant variation of
PKB phosphorylation in leukocytes from AS605240-
treated mice compared with vehicle-treated mice (Figure
1A}. Analysis of lipid deposition in aortic root sections of
control mice revealed formation of early lesions charac-
terized by their small size (Figure 1B) and low collagen
content {(Iigure 1C). Treatment with AS605240 dramati-
cally reduced lesion formation without significantly affect-
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Fougerat ef al

study by Chang ef al®® reporting reduced plaque size in
PI3Ky/ApoE™" double-knockout mice compared with
PI3KA™*/ApoE™" mice, we found that PI3Ky was essential
to the development of atherosclerosis. Here, we provide new
meights mto the role of PI3Ky in nflanmatory cells in the
development of atherosclerotic lesions. To test a PI3Ky-
based therapy, mice susceptible fo atherosclerosis were
treated with AS605240, a specific PI3Ky inhibitor. PI3K~y
dependence was observed in early atherosclerotic lesions in
ApoE™ mice and in advanced lesions created in LDLR ™
mice on an atherogenic diet without any toxic effect at a dose
of 10 mg/kg daily. Pharmacological studies with an
AS5605240 inhibitor have been described in mouse models of
rheumatoid arthritis and systemic lopus erythematosus. In
both models, PI3Ky-inhibitor administration blocked the
progression of the pathology by modulating immune re-
sponges without inducing adverse effects 1011 AS605240
went through standard regulatory toxicity studies with in-
creasing oral dosing up to 300 mg/kg. Toxicological exami-
nation showed that AS605240 had no adverse secondary
effects after the 5-day treatment period, with a cumulative
dose of 300 mgfg (data not shown). Whereas in rheumatoid
arthritis, a PI3K-y inhibitor prevented joint inflanumation and
tissue damage via defective neutrophil migrarion ' in fupus
erythematosus, PI3K~ inhibition reduced levels of pathogenic
CD4" memory cells, thus blocking glomerulonephritis.’¥
Interestingly, successtul treatment of these autolrnmune dis-
eases was obtained ar elevated doses of PI3Kqy inhibitor (30
mg - kg™ - @), Here, we demonstrate that an important
reduction of athercaclerotic losions was already observed at a
lower dose (10 mg - kg™ - d 7). In addition to its function in
the immumne system, PI3Ky has also been found at lower
levels in endothelial and smooth muscle cells. Endothelial
PL3Ky activity has been demonstratad as essential for iorer-
action of nentrophils with the inflamed vessel walls that result
from a perturbation m selectin-mediated adhesion of neairo-
phils to vessel wall.?? In smooth muscle cells, PI3Ky was
mvolved in angiotensin Il-mediated contraction, and mice
deficient in PI3Ky were protected against the hypertensive
damage of chronic anglotensin I exposurat® Consistent with
these data, we found weak PI3K«y expression in healthy
segments of human coronary arteries. Nevertheless, a high
signal was observed in macrophage and T-lymphecyte-—rich
regions of atherosclerotic fesions in humans and mice, which
suggests that wmnmune PI3Ky could be responsible for the
pharmacological effects observed. Accordlng to the present
transplantation experiments, nhibition of lesion formation o
the absence of PI3Ky from omune cells attenuates athero-
sclerosis as effectively as a systemic inhibition of PI3Ky by
pharmacological means with AS605244; however, we cannot
completely exclude that a small portion of the observed
effects can also be attributed to endothehal PI3Ky activity.
The present study focused on aortic root atherosclerotic
lesions; however, it was demonstrated that momune cells could
differentially regulate atherosclerosis development, dependmng
on the lesion site considered.™ In the present model, en face
aorta analysis showed only a few lesions apart from the aortic
roots {data not shown). Nevertheless, aottic arch lesions were
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only observad in aortas from PI3Ky"*—LDLR ™ mice (2% of
aortic arch area) and not in PI3Ky""->LDLR ™ mice.
Genetic data have provided evidence for the importance of
chemokine receptors in the early steps of atherosclercsis,
because they recruit monocytes® and T cells,”* which have
been identified recently as key regulators of atherosclerosis.
Several reports show that T-helper type 1--driven responses
promote plaque formation,? 2 whereas natural regulatory T
cells are able to attenuate these responses and decrease the
progression of atherosclerotic lesions.® PI3Ky plays a
major role m recruiting inflammatory cells, acting down-
streamn of chemokine receptors, because attraction of macro-
phages to inflamed tissue was highly reduced m PI3Ky-null
mice* The analyses of cell content in atherosclerotic lesion
from PI3Ky""—LDLR™ mice compared with P3Ky™" —
LDLE™ mice demosstrated a decrease in macrophage and
T-cell infiltration, which provides further evidence that inter-
ference with PI3K+y signaling modifies the inflammatory
processes responsible for the development of atherosclerosis.
These results could be explained by the important role of
PI3K-y downstream of chemokine receptors for macrophage
recruttment at the Iesion site,3-2 but its involvement in T-cell
migration is centroversial. Indeed, in vitro studies dermon-
strated that migration of PI3Kdeficiest CD4" and CDS* T
cells to CCL19, CXCL12, and low doses of CCL21 was
reduced by 30% to 65%.39% In contrast, recent observations
with multiphoton intravital microscopy revealed that lack of
PI3K+y had negligible effects on migration velocities but
resulted in icreased turning angles of T cells.®? Moreover,
systemic lupus erythematosus induced by an enhanced acti-
vation of class IA PI3K in T cells wag ameliorated by PI3K-y
deficiency without effects on T-cell invasion, which suggests
that PI3Ky was not involved in T-cell migration in vivo.3*
Nevertheless, recent data indicating that PI3Ky is responsible
for a modification of the CD4/CDS differentiation ratio® are
particularly relevant in the pathology of atherosclerosis. It
would be of great mterest to discriminate the importance of

PI3Ky activity in macrophages from its effects in T-cell
differentiation during atherosclerosis development.

An important finding of the present smudy is that immune
deletion of PI3Ky not only reduces plague size formation but
also promotes plaque stabilization. Although plagque rupiure
is rarely observed in mice, whereas it is fairly common in
humans, 'S collagen content and smooth muscle cells are good
indicators of plaque stability. The observed mcrease in
collagen and smooth muscle cells in plagues from PI3Ky-oull
mice may thus be clinically relevant, because stable plaque
could keep atherosclerosis nonsymptomatic, prevent throm-
bus formation, and prevent subsequent myocardial infarction
and stroke.

It has alse been reported that PI3Ky plays an mnportant
role in platelet aggregation downstream of the ADF receptor
P2¥12. The absence of PI3Ky did not atlect blesding tune
but protected mice from death cauvsed by ADP-induced
thromboembolic vascular occlusion.” Currently, P2Y12 re-
ceptor inbibitors such as ticlopidine and clopidogrel are used
as antithrombotic therapy.® The present resulis led us to
speculate that pharmacological inhibition of PI3K+vy could
also have beneficial effects on thrombi formation when
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plagque is distupted without inducing critical adverse effects,
especially the bleeding and thrombocytopenic purpura ob-
served n patients treated with clopidrogrel 3

In summary, the results of the present study identify PI3Ky
as a new target in atherosclerosis with the potential to
modulate multiple stages of atherosclerotic lesion formation,
such as fatty streak constitution, cellular composition, and
final fibrous cap establishment. Current treatments for ath-
erosclerosis are mainly based on drugs that lower plasma
cholesterol concentration and blood pressure. Statins, which
target 3-hydroxy-3-methylelataryl coenzyme A reductase,
have well-documented advantageous effects on atherosclero-
sig. In addition to their cholesterol-lowering effect, recent
reports suggest that statins also possess antiinflammatory and
mmunomodulatory actions.*”*% Nevertheless, several ad-
verse events have been reported, such as renal toxicity and
rhabdomyolysis, in patients treated with statins. 349 Although
the precise reason for these effects is not fully understood, it
appears that they are m part the result of mitochondrial
toxicity and selenoprotein deficiency.*'? The identification
and development of promising new antlinflammatory therapy
is therefore of grear medical interest. In light of the mmu-
nomodulatory properties of PI3Ky inhibitors and the known
function of PI3 Ky in confrotling vascular smooth muscle tone
and cardiac cell contractility, our present finding is the last
major step needed to promote the development of PISKy
inhibitors for cardioprotective therapy.
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I11- Conclusion

Ces deux études (pharmacologique et génétique), réalisées dans des modeles de souris
athéromateuses, ont démontré un réle clé de la PI3Ky dans les phénomenes inflammatoires
conduisant au développement de la plaque d’athérome. L’inhibition de la PI3Ky des cellules
immunitaires permet non seulement d’inhiber les processus athéromateux mais également de
stabiliser la plaque. L’activit¢ PI3Ky a donc été identifiee comme une nouvelle cible
thérapeutique dans le traitement de 1’athérosclérose avec le potentiel de moduler des étapes
multiples de la formation des lésions athéromateuses telles que la constitution de la strie
lipidiqgue mais également la composition cellulaire et la stabilité de la plaque. Ces travaux
nous ont conduit a écrire une revue sur invitation, sur les PI3K et I’inflammation dans le

contexte de I’athérosclérose (cf annexe).

Phosphoinositide 3-kinases and their role in inflammation: potential clinical targets in
atherosclerosis?

Anne FOUGERAT, Stéphanie GAYRAL, Nicole MALET, Fabienne BRIAND-MESANGE,
Monique BRETON-DOUILLON and Muriel LAFFARGUE

Clinical Science. 2009 ; 116:791-804.

Lorsque nous avons soumis ces résultats pour publication, une étude a en paralléle et en
utilisant une approche expérimentale différente, confirmé nos observations. Chang et al. ont
en effet démontré que des souris double déficientes ApoE”/PI3Ky” hypercholestérolémiques

+/+

présentent une taille de Iésions réduite en comparaison des souris ApoE*/P13Ky™"* contréles &
36, 53 et 60 semaines. Alors que notre modéle de souris chiméres a permis de démontrer le
role majeur de la PI3Ky du systéeme immunitaire dans 1’athérosclérose, Chang et al. utilisent
un modéle dans lequel la PI3Ky est absente de facon ubiquitaire, ce qui ne leur permet pas de
démontrer le réle prépondérant de la PI3Ky dans les processus inflammatoires. Notre étude
permet aussi de valider 1’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique dans cette pathologie.
D’autre part, les auteurs utilisent un modéle (souris doubles KO ApoE™/PI3Ky™ sous régime)
permettant d’étudier le réle de la PI3Ky dans le développement des plaques d’athérome
tardives mais n’apportent cependant pas de données concernant la stabilité des lésions. Par
contre, Chang et al. ajoutent des résultats sur la signalisation in situ qui montrent que la
délétion de p110y chez les souris ApoE” conduit & une inhibition de la phosphorylation de
nombreuses molécules effectrices de la voie PI3K/Akt comme la GSK-3 (glycogen synthase

kinase-3), la PKC®, la protéine ribosomale S6, la p70S6 kinase et les facteurs de transcription
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de la famille FOXO (forkhead box class O), AFX-1 (ou FOXO4) et FKHR (forkhead
homolog in human rhabdosarcoma ou FOXO1) [364]. Cette étude montre également
I’implication de la PI3Ky dans la phosphorylation d’ Akt en réponse aux LDL oxydés dans les
macrophages suggérant un role possible de la PI3Ky en aval des récepteurs scavengers dans la
captation du cholestérol par les macrophages, mécanisme qui participe a la formation des
cellules spumeuses. Il serait donc intéressant de réaliser des expériences de captation de

cholestérol sur des macrophages en culture issus de souris sauvages ou déficientes en PI3Ky.
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Article 2 : rOle de la PI3Ky dans la
migration des cellules
musculaires lisses aortiques

I- Introduction

Parallelement au role de la PI3Ky dans le systeme immunitaire, des travaux de 1’équipe
avaient permis lors de mon arrivée au laboratoire d’identifier cette kinase dans le noyau et le
cytoplasme des CML [348]. Toutefois, le role de cette isoforme dans ces cellules n’a pas été
déterminé. D’autre part, de nombreuses études ont montré I’implication du PIP3, produit des
PI3K, dans la prolifération et la migration des CML [345] mais I’isoforme de PI3K impliquée
dans ces processus demeure inconnue. Aux vues de I’ensemble de ces données, il nous a paru
intéressant d’évaluer le role de la PI3Ky dans les fonctions des CML, en particulier dans la
migration de ces cellules.

La migration des CML vasculaires est impliquée dans le développement de
I’athérosclérose et constitue le mécanisme majeur de la resténose intra-stent. Comme nous
I’avons vu dans I’introduction bibliographique, les chimiokines, et en particulier MCP-1,
jouent un rdle central dans la formation de la néointima en stimulant les processus
inflammatoires mais également en agissant directement sur les fonctions des CML. En effet,
I’inhibition de la signalisation induite par MCP-1 ou de son récepteur CCR2 réduit la
formation de I’hyperplasie intimale dans différents modéles animaux en diminuant
I’infiltration des leucocytes mais également en inhibant la prolifération et/ou la migration des
CML. L’expression de MCP-1, qui est faible dans la paroi artérielle saine, est augmentee de
facon importante apres une angioplastie au ballonnet dans différents modeles animaux et les
taux plasmatiques chez I’homme sont élevés chez les patients développant une resténose apres
implantation d’un stent [157] [158]. Le récepteur de MCP-1, CCR2, est un RCPG et pourrait

donc conduire au recrutement de la PI3Ky dans les CML.
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L’implication de la PI3Ky dans les processus inflammatoires de la paroi artérielle que
nous avons démontré et qui sont également observés lors de la resténose [302], associée a un
role potentiel de cette kinase dans les fonctions des CML suggérent que I’inhibition de la
PI3Ky pourrait constituer une stratégie thérapeutique dans la prévention de la resténose intra-
stent en bloquant les processus inflammatoires de la paroi artérielle mais également en
agissant directement sur les CML pour inhiber I'nyperplasie intimale. Dans ce travail, nous
nous sommes donc intéressés au role de la PI3Ky dans les fonctions des CML, en particulier
dans la migration de ces cellules stimulée par la chimiokine MCP-1. Pour cela, nous avons
utilisé différentes approches in vitro : un inhibiteur pharmacologique spécifique de la PI3Ky
utilisé dans nos travaux précédents, un adénovirus codant pour un dominant négatif de la
PI3Ky, et des CML aortiques issues de souris sauvages ou déficientes en PI3Ky. Les résultats

de cette étude sont présentés dans I’article 2.

I1- Résultats

Essential role of PI3Ky in MCP-1-stimulated aortic smooth muscle cells: an
amplifier of PDGF-induced smooth muscle cell migration.

Fougerat A, Smirnova N, Gayral S, Malet N, Hirsch E, Martinez L, Douillon M and
Laffargue M.

En préparation

132



ARTICLE 2 : r6le de la PI3Ky dans la migration des cellules musculaires lisses aortigues

Essential réle of PI3Ky in MCP-1-stimulated aortic smooth muscle cells: an amplifier

of PDGF-induced cell migration.

Fougerat A™*, Smimova N'~, Gayral S, Malet N'*, Hirsch E®, Perret B'*, Martinez LO"~,

Douillon M'# and Laffargue M'**

'INSERM, U563, Toulouse, F-31300 France;

“Université Toulouse 11l Paul-Sabatier, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan,
Toulouse, F-31300 France;

*Department of Genetics, Biology and Biochemistry, University of Turin, 10060 Turin, Italy.
*Corresponding author. Tél: +33 562 748 668, Fax (+33) 562748 666, Email:

muriel laffargue@inserm.ir.

Keywords: phosphoinositide 3-kinase gamma, aortic smooth muscle cells, migration,

Monocyte Chemotactic Protein-1, Platelet Derived Growth Factor.

133



ARTICLE 2 : r6le de la PI3Ky dans la migration des cellules musculaires lisses aortigues

1. Introduction

Wascular smooth muscle cells (SMC) play imporant functions in normal and pathalogic
vessels. In normal adult artery, SMC display a contractile phenciype to maintain vascular
tone whereas in response to wvascular injury, they switch to a synthetic phenotype
characterized by increased proliferation and migration. two major steps in atherosclerosis
progression and neointimal thickening after angioplasty [1. 2]. Among cyiokines and growth
factors released by injured vessel and inflammatory cells, the monocyte chemotactic protein-
1 (MCP-1) plays a crtical role in pathological vascular remodelling. MCP-1 levels are
especially increased in experimental mice model during atherogenesis and after carotid wire
injury. Studies in fransgenic mice knock out for MCP-1 or its receptor CCR2, a receptor
oelonging to the G protein coupled receptor family, demonsirate that MCP-1 is involved in
monocyte recruitment and that impaired MCP-1/CCR2 signal transduction decreases
atherosclerctic lesions and prevents restenosis [3, 4], According fo these data, anti MCP-
1#CCR2 therapeutical approaches using antibodies against MCP-1 or CCR2 or a N-terminal
truncated form of MCP-1 have been successfully tested to prevent development of intimal
hyperplasia in mice, rabbits and primates, suggesting that these therapies might represent
an effective approach to prevent arerial restencsis in humans [5-8]. The biclogical effects
mediated by MCP-1 and its receptor CCR2 are not resfricted to the regulation of
inflammatory processes but cam also modify SMC functions. CCRZ mRMA has been
detected in human vascular SMC [8] and CCR2 has been shown to be involved in the
functional switch of SMC fo the synthelic phenotype [10] and fo induce migration of aortic
SMC in rabbit and rat [11, 12]. Moreover in rat, acrtic MCP-1 and CCR2 increase with age,
together with increased invasion capacity of aoric SMC, suggesting that MCP-1/CCR2
signalling might play a role in age-associated vascular remaodelling [13]. While MCP-1/CCR2
signalling pathways leading to cell migration are extensively studisd in monoeytes, molecular
mechanisms involwved in MCP-1-induced SMC migration are poorly understood.
Phosphoinosifide 3-kinase (PI3K) family of lipid kinases is an important regulator of cell

survival and growth, as well as migration through direet binding of proteins to their lipid
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product. Based on their structural characteristic and substrate specificity, P13 are divided in
three classes referrad to as class |, 1l and 1l [14, 15]. Class 1A and class 1B of PI3K comprise
a highly homologous 110kDa catalytic subunit (x, B and & for classlA; y for class IB) and an
associated regulatory subunit, both utilizing phosphoinositol (4,5) bisphosphate (PI4.5P,) as
in wivo subsirate to produce phosphoinesital (3.4,5) trisphosphate (PIPs). Whereas class 1A
P13Ks are classically recruited downstream tyrosine kinase receptors, class IB is specifically
activated by By subunits of heterotrimeric G proteins confering to PI2Ky specific functions
downstreamn G proftein coupled receptor activation [15, 18]. A growing body of information
=suggests that PI3Ks are invelved in SMC migration [17-20]. Here, we identified in aortic SMC
that PI3Ky is the major PI3K involved in Akt phosphorylation and migration downsiream
CCR2 activation by MCP-1. Furthermaore, we reported that PI3Ky could also amplify PDGF-
induced migration process by an autocrine/paracrine loop invalving MCP-1/CCR2 signalling.
This study provides new insight inte molecular mechanisms and signalling involved in aortic

SMC migration process.
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2. Methods

2.1 Materials

Cell culture reagents were purchased from Invitrogen. Human recombinant EGF was from
Peprotech, human recombinant POGF-BE and mouse MCP-1 was from R&D Systems and
swine recombinant MCP-1 was from Kingfisher Biotechnologies.

The following inhibitors were used: AS-252424 (Merck-Serono), wortmannin, R5-10285,
AG1473, AG12298 and DAPI (Sigma-aAldrich).

The following antibodies were used: rabbit monoclonal antibody against phosphorylated Akt
(serine 473) and polyclonal antibody against Akt (Cell Signaling Technologies), anfi-cmyc
clone 9E10 (BD biosciences), cyanin-2 conjugated secondary antibody (Jackson
mmunoresearch laboratories), anti-p110a, anti-p1108 and anti-p1103  (Santa-Cruz), ant-

o110y was a gift from Pr. M. Wymann (University of Basel, Switzerland).

Enhanced chemiluminescence (ECL) sysiem was from Amersham Biosciences.

2.2 Animals
The heterozygotes PI2Ky™ mice generated previously on a C57TBUE background [16] were

+id

intercrossed to obiain PI3KY™ and PI3Ky™ Iftermates. AN animal procedurss wers in
accordance with the guidelines of the Commilies on Animals of the Midi-Pyrénées Ethics

Committee on Animal Experimentation and with the French Ministry of Agriculiure license.

2.3 Adenoviral production and infection

Briefly, PI3Ky KR construct was PCR modified to insert myc-tag and inserted inte the multiple
clonimg sites (MCS) of the pShuttle-CRY. Then, PI13Ky KR-myc adenoviruses were generated
by homologous recombination through pAdEasy system as previously described [21]. ADMNe
FPl3Ey KR was kindly provided by Pr. M. Wymann (University of Basel, Switzerland).

For adenoviral infection, cell suspension was incubated with 150 infectious parficles per cell

in serum-free medium. After 1 hour, cells were incubated in normal culture medium for 72h,
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before seading cells in a BF-well plate or serum deprivation and stimulation for western blot

analysis.

2.4 Cell culture

Aortic SMC were prepared from 8-week-old pig thoracic aorta using an explant technigue
and cuttured in Dulbecco's modified Eagle's medium containing 10% fetal calf serum (FCS)
and antibiotics. For experiments, SMC at B0% confluence from passages 3 to 8 were used.
All animal care and procedures were in accordance with institutional guidelines. Before
stimulation, cells were incubated 48 hours in serum-free medium.

Mouse aoric WSMC were isclated from S-weeks-old wild type and PI2Ky" mice. Acrtas were
dissected out from their origin at the left ventricle to the iliac bifurcation. After flushing with
sterile PBE, aortas were placed in DMEM supplemented with 10% FCS and 1 pgiml
Fungizone. Adwventicia was then totally removed from the asorta wnder a dissecting
microscope. The aorta was removed into DMEM supplemented with 10% FCS and cut into
small pieces of 1-2 mm. Pieces were then digested in DMEM supplemented with 10% FCS
containing 1.36 mgfml collagenase type |l (L5004174, Worthington Biochemical Conporation)
for 4 hours in a humidified 5% CO: atmosphere at 37°C. Cells were cenfrifuged and
resuspended in DMEM, 10% FCS in a single well of a3 24-well plate. After 5 days. the
medium was replaced systematically until confluence was reached. For experiments mouse

SMC were used at the 5™-10% DAS530Es.

2.5 Western blot analysis

Proteins from whole cells were solubilized in Laemmli buffer, boiled, separated by SD5-
polyacrylamide gel electrophoresis and transfemred onto PVDF membrane. Immunaodetection
was achieved using the relevant primary antibody, anti-p110a (1:500), anti-p110@ {1:500).
anti-p1103 (1:500). anti-p110y (1:1000). anfi-crmyz (1:10000). anti-phosphorylated Akt

(1:2000). anti-Akt (1:1000) cvemnight at 4°C. Horseradish peroxidase—conjugated secondary
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antibody (anti-rabbit 1:5000 and anfi-mouse 1:10000) was incubated for 1 hour at room
temperature, and immunoreactive proteins were visualized with ECL reagents according to

the manufacturer's instructions.

2.6 Wound-healing cell migration assay

Wound healing assay was perfiormed wsing the Oris cell migration kit (Oris™ Call Migration
Asszay-Fibronectin  Coated, Platypus Technologies, Tebu Bio, France) according to
manufaciurer's instructions. Formatied for a B8-well plate, this assay uses silicons stoppers
which restrict cell seeding to the outer annular regions of the well. When stoppers are
removed, cells are allowed to migrate in @ 2 mm diameter region in center of the well. Briefly,
SMC were seeded at a density of 3.5x10° cells (pig SMC) or 5x10* cells (mouse SMC) per
well. After attachment, cells were treated with PODGF-88 (10 ng'ml) or MCP-1 (10 ng/ml} or
together with AS-252424, R5-102895. Cells were allowed to migrate for 48 hours at 37°C
then stained with DAPl and counted under a fluorescence microscope. The number of
fluorescent nuclei in each well was counted using Image J Software. The results weres

expressed as a percent of control.

2.7 Real time gquantitative PCR

SMC were treated with PDGF-BB (10 ng’ml) for various times (30 min to 24h). Total RMNA
was extracted with trizol reagent (Invitrogen). phase separation was performed with
chlgroform and RMNA precipitation with isopropancl. RMNA concenirations were determined
using a specirophotormeter. One pg of total RMA was used for cOMA synthesis with
hexameres. cOMNA was amplified by guantitative real time-PCR with SYBR Green (Roche).
Primers fo amplify MCP-1 RMA were designed using the Primer Express software with the
following sequences: GCT GTG ATC TTC AAG ACC ATT GTG (forward) and GAA TCC
TGA ACC CAC TTC TGC TT (reverse). All real-time PCR reactions were performed on a
LC4280 (Roche), with the follewing thermal cycling parameters: annealing at 80°C for 40 s,

amplification at 85°C for 10 s and dissociation at B5°C for 10 5. The PCR program was
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followed by a melting curve and values were normalized to the relative amounts of HPRT. CT

values of HPRT were constant in all samples.

2.8 Guantification of MCP-1 by ELISA
SMC were stimulated by PDGF-BE {10 ngiml) for different times (2-48h). Cell culiure
supematants were used to determine the concentrations of MCP-1 by specific MCP-1 ELISA

Development Kit (Peprotech) according to manufacturer's instructions.

2.9 Immunoflucrescence

Mouse sorlic SMC were fixed with ice-cold methanol, washed in FBES and incubated with
anti-smooth-muscle-a-actin primary anfibody (1:1000, clone 144, Sigma. France) for 1h
After washing three times with PBS, cells were |2t in presence of a secondary cyanin-2
conjugated anti-rnouse antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories, Europe) and DAPI
{1 pg/mL. Sigma, France). Piclures were acguired using a flugrescence microscops

(TEZDD0-E, Eclipse, MIKOM).
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3. Results

341 MCP-1-induced Akt phosphorylation does not require tyrosine kinase receptor
transaectivation

To investigate the involvemnent of PI3KIAKE pathway in MCP-1 signalling pathways in aortic
SMC. we first analysed the phosphorylation of Akt after MCP-1 stimulation in primary pig
aortic SMC. Because most of signalling pathway activated by GPCR agonists in SMT reguire
tyrosine kinase receptor activation such as EGFR (spidermal growth factor receptor) or
PDGFR (platelet derived growth factor) [22-24], we first analysed the effect of MCP-1 on Akt
phosphorylation in presence of EGFR and PDGFR inhibitors, AG1478 and AG1285
respectively. We cbserved that AG14728 and AG1298 inhibiters did not medified MCP-1-
induced Akt phosphorylation (Figure 14) whereas they efficiently inhibit EGF and PDGF
signalling pathways respectively (Figure 1B), which indizates that PIZK activation by MCP-1
doss not reguire tyrosine kinase receptor transactivation. Same results were obfained in
human aoriic SMC [(ATCC CRL-188%) stimulated by MCP-1 [data not shown). Altogsther
these results suggest that class 1A PI3K were not invalved in MCP-1 signalling in vascular

SMC.

3.2 PI3Ky mediates MCP-1-induced Akt phosphorylation

To invesligate the potential role of PI3Ky activity in Akt phosphorylation induced by MCP-1,
aortic SMC were treated with a selective inhibitor of PIIKy (AS252424) [25]. Akt
phosphaorylation induced by MCP-1 was decreased about 35% by selective PI3Ky inhibitor
and totally by wortmannin, a pan PI3K inhibitor (Figure 24), indicating that PI3K activity is
required and that PI3Ky is the major isoform involved in this process. To control AS252424
specificity, we investigated Akt phosphorylation under cell treatment by EGF and PDGF,
which are known fo recruit class 1A PI3K. We did not observe any modification of Akt
phosphorylation by both treatments (Figure 28], demonstrating the selectivity of the inhibitar

against class IB PI3K. Similardy, infection of acrbic SMC with an adenovirus coding an
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induced by MCP-1 (Figure 2C) confirming the involvement of PI3Ky in MCP-1-induced Akt

phosphorylation in aortic SMC.

3.3 MCP-/CCR2 signalling induces aortic SMC migration wvia a Pl3Ky-dependant
pathway

Akt, and especially Akt1 has besn demonstrated fo be a key event in SMC migration [28].
Because MCP-1 is a chemoattractant factor of several cell types including SMC, we then
evaluated the possible involvement of PI3Ky in MCP-1 induced aortic SMC migration. Using
a wound-healing cell migration assay, we showed that MCP-1 induced aortic SMC migration
at the dose of 5 ng’ml with a maximum efficiency at 10ng'ml (Figure 34). As s=en in Figure
3B, this effect was totally abolished by an inhibitor of the chemokine receplor CCR2 (RS-
102885), indicating that the effect of MCP-1 on acrtic SMC migration is mediated by CCR2.
We then investigated the invelvement of PI3Ky in this process. Cells were pre-treated with
the PI3Ky inhibitor A5252424 or infected by an adenovirus coding an inactive form of PI3Ky
{PI3Ky KR). Both freatments decrease MCP-1-induced cell migration fo a similar level than
CCR2 inhikitor treatment (Figure 30 and 300 These results indicate that PI3Ky activation

downstream MCP-1/CCR2 signalling plays a crucial role in acrtic SMC migration.

34 PI3Ky could amplify PDGF-induced aortic SMC migration wia an MCP-1/CCR2
pathway

MCP-1 mRMA are rapidly induced in the arterial media after arterial injury and could be
responsible for monocyte recruitment but also SMC migration process [27, 28], While the
mechanism regulating CCR2 expression in SMC is not completely understood, induction of
MCP-1 is well characterized. PDGF has been shown to induce JEMMCP-1 accumulation by
activation of a specific region in the JE promoter [28, 20] but also by increasing MCP-1

mREMNA stakility [31). We therefore hypothesized that PI3Ky could not only be restricted to
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MCP-1 signalling but also amplify migration induced by PDGF by an autocrine/paracrine
loop. To investigate this mechanism in our aortic SMC model, we first evaluated
accurmnulation of MCP-1 in response to PODGF. We showed an increase of mRMA coding
MCP-1 as soon as 30min of PDGF stimulation (Figure 44) and a 10-fold sccumulation of
MCP-1 protein after 48h (Figure 48). To ewxplore a possible paracrine/autocrine loop in
PDGF-induced SMC migration, aoric SMC were incubated with a CCR2 inhibitor before
stimulation with PDGF. In this condition, PDGF-induced aortic SMC migration was decreased
about 50% indicating an important function of MCP-1/CCR2 signalling pathway in PDGF
mediated migration (Figure 4C). To determine the possible invaolvement of PI3Ky in this
oprocess, the same experiments were performed in aortic SMC pre-incubated with AS252424
(Figure 4C) or infected with an adenovirus ceding the inactive form of PI3Ky (Figure 40).
Results showed that PI3Ky inhibition reduce aorbic SMC migration to the similar level than
CCRZ inhibitor treatment indicating that PI3Ky is required downstream CCR2 activation to
amplify aortic SMC migration upon PODGF stmulation.

Finally to confirm the involvernent of PI23Ky in SMC migration, we isolated primary SMC from
aortas of wild type and PI2Ky null mice. The cells were stained positive for smooth muscle
actin and did not show any difference in the number of positive cells in both genciypes
{Figure 54). In line with the resulis in SMC treated with PI3Ky inhibitors, murine SMC derived
from PI3Ky" mice esxhibited a dramatic reduced migratory response towards MCP-1 and
PDGF when compared with wild type cells demonsirating the importance of PI3Ky in both

MCP-1 and POGF-induced migration process (Figure SB).
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4. Discussion

MCP-1 has been shown to contribute to all steps of arterial remodelling process by inducing
monocyte infiltration and functional switch of SMC to the synthetic phenotype. leading to
increased proliferation and migration. Maost of the effects mediated by MCP-1 seem to be
mediated by its interaction with the GPCR CCR2 but downstream signalling pathways are
not well charactenzed. Data from literature have previously reported the involvemeant of
phosphoinositide 3-kinase lipid products, especially PIP. in restenosis processes such as
SMC proliferation and migration. Here we investigated whether PI3K isoformis) could be
involved in MCP-1-mediated SMC migration. Early signalling events occcurring downstream
activation of GPCR have been subject to intense investigation. It has been shown that GPCR
agonists induce tyrosine phosphorylation of multiple substrates in target cells [32-24] In
SMC, GPCR activation leads fo rapid activation of tyrosine kinase recepior such as EGFR
and PDGFR that could be involved in PI3K AKE activation [23, 35, 38]. Here, we reported that
Pl3KsAKE pathway is directly activated downstream activation of CCR2 by the chemokine
MCP-1. Furthemnore we evidenced that the y isoform of PI2K was specifically invalved in this
MCP-1/CCR2 signalling pathway. Wheraas PI2Ky has been largely reported to be invalved in
hematopoietic cells migration, only few studies reporied the role of PI3Ky in non
hematopoietic cell migration. Heller ef al have investigated the function of PI3Ky in
sphingosine 1-phosphate (S1P kinduced migration of endothelial cells and demonsirated that
PIZKE and 7 were egually involved in this process [37]. Malecular mechanism invaolved in
51P-activated SMC differ from endothelial cells since 31P induces a rapid transactivation of
EGFR and POGFR that is required to activate PI2K/ AL pathway in this cell type [22]. S1P is
able to induce migration of both endothelial and SMC but we did not cbserve any effect of
P13Ky inhibition on Akt phosphorylation induced by S1P in acriic SMC (data not shown). To
our knowledge, our study is the first one to describe direct implication of PI3Ky in SMC
migration. Using PI3K[ inhibitors we also found a weak implication of PI3KJ (data not shown)

in MCP-1 induced aocric SMC migration that could explain the difference in Akt
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phosphorylation induced by MCP-1 in cells treated with a pan-PI3K inhibitor such as
wortmannin compared fo cells treated with PI3Ky specific inhibitor. MNevertheless, the
invalvement of PI3Ky is predominant im MCP-1 stimulated aortic SMC since more than 85%
aof Akt phosphorylation was decreased in absence of PI3Ky activity and MCP-1-induced
migration was totally abolished in the same conditions.

MCP-1 is highly expressed by inflammatory cells but also by cells of the arterial wall during
the development of atherosclerosis and after balloon injury [27, 28, 38]. In witro studies have
reported that PDGF could be responsible in part for this increase in MCP -1 secretion by SMC
[30, 31]. Owr data extend the latter observations and show an invelvement of MCP-1/CCR2
pathway in POGF-induced aortic SMC migration. In addition. our results demaonstrate that
Pl3Ky, by this autocrine pathway, could amplify migration process activated by PDGF. Other
agonists such as THNF-a or thrombin are able to induce MCP-1 secretion in SMC [38, 40).
Moreover, it has been shown that other cell types found in arterial wall such as inflammatory
cells or endothelial cells secrete MCP-1 in response fo interleukin -8 [38, 41]. | could be
interesting to investigate the possible involvement of PI3Ky downsiream these effectors that
are key player in intimal hyperplasia farmation.

Although PI3Ky activation mechanisms require GPCR activation, other agonists acting wia
tyrosine kinase receptor have been shown to activate PI3Ky. For example, Jones GE ef al
have demonsirated that migration induced by CSF-1, a tyrosine kinase receplor agonist, was
altered in PI3Ky-deficient (P13Ky™") macrophages. Interestingly. incubation of cells with
pertussis towin used to block Gi coupled receptors had a dramatic effect on cell morphology
indizating the invalvement of a Gi-activated signalling pathway [42]. In the same cells, MCP-
1-induced migration was dramatically decreased in absence of PI3Ky. One explanation for
the defect in macrophages PI2Ky" induced by CSF-1 could be an autocrine/paracrine
pathway involving secrefion of chemokines suggesting that the pathway described in our

study in aortic SMC could be extend to other call types.
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In summary, our study shows that PI2Ky is the major PI2K involved in Akt phosphorylation
and migration induced by the chemokine MCP-1. Moreover, we demaonsirate that the
involvermnent of PI3Ky in aortic SMC migration is not resfricted to MCP-1 since PI3Ky could
amplify PDGF-induced cell migration by am autocrinefparacrine pathway involving MCP-1
secretion and CCR2 activation. These resulis add to anti-inflammatory properties of PI3Ky
inhibitor in the arterial wall that we already described [18] make PI2Ky a promising target in

the prevention of restenosis process.
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Figure legends

Figure 1 Akt phosphorylation induced by MCP-1 in aortic SMC doess not reguire tyrosine
kinase receplor transactivation. (A, B) Primary pig aortic SMC were pre-treated 30 min with
tyrosine kinase activity inhibitors (AG1478: 300 nM, AG1288: 10 pM) or with P13Ky inhibitor
AS5252424 (100 nM) and stimulated with MCP-1 (10 ngfml, 5 min} {4). EGF {10 ngiml, 2 min}
ar POGF-BB (10 ng/ml, 2 min} (B). Akt phosphorylation and expression was analyzed with
antibodies against phosphorylated Akt (serine 473} and total Akt Immuncklot shown are
representative of 3 independent expenments (n=3). ** P=0.01 compared to EGF or PDGF

stimulation.

Figure 2 PI12Ky is reguired for Akt phosphorylation in MCP-1 activated aortic SMC. (4 B) Pig
aortic SMC were pre-incubated (30 min) (4) with wortmannin (100 nM) or AS-252424 (100
nid) and stimulated with MCP-1 {10 ng/ml. & min}, (B} with AS252424 and stimulated with
EGF (10 ngiml, § min) or PDGF {10 ngiml, 5 min). *** P=0.001 ve MCP-1 and ** P=0.001
compared fo unstimulated cells. Lysates were analyzed by western blot using antibodies
against phosphorylated Akt (serine 473) or fotal Akl Immuncblot as representative
experiments and densitometry analyses are shown (means £ SEM, n=4). {C) Pig acrtic SMC
were infected with PI3KyKR-myz adenovirus and stimulated with MCP-1 (10 ngfml. 5 min).
Akt phosphorylation and expression was analyzed with antibodies against phosphorylated
Akt (serine 473), total Akt or C-mye. Immuncblot are shown as representative experiments

{n=3).

Figure 3 PI3y is essential to MCP-1 induced aortic SMC migration. Pig acrtic SMC
migration was quantified with a wound heaaling assay using the Oris™ cell migration kit.
Confluent SMC were treated with MCP-1 (10 ng'ml)} in serum-free medium and allowed to
migrate in the wound surface for 48 hours. Migrated cells were stained with DAPI and

counted under a flusrescence microscope. Results are expressed as a percent of contral. (4)

153



ARTICLE 2 : r6le de la PI3Ky dans la migration des cellules musculaires lisses aortigues

SMC were treated with indicated concantrations of MCP-1. (B} SMC wers treated with MCP-
1 (10 ng'ml} only or together with MCP-1 receplor inhibitor (R5-10285: § pgéml} in serum-free
medium. (&) SMC were treated with MCP-1 (10 ng'ml) only or fogether with a specific PI13Ky
inhibitor (45-252424: 100 nM). (O) SMC infected with null-adenovirus or with an adenowvirus
encoding a dominant negative form of PI3Ky (PI3Ky-KR) for T2 hours were treated with MCP-
1 (10 ngiml}. * P<0.05, ** P=0,01, *** P=0.001 compared o contral, * P<0.05, * P=0.01

compared to MCP-1 stimulation.

Figure 4 PI3Ky amplifies PDGF-stimulated aortic SMC migration by an MCP-1/CCR2
pathway. (A} Pig aortic SMC were stimulated with PODGF-BE (10 ng/ml) in serum free-
mediumn for indicated times. Total RMA was exdracted and subjected to quantitative RT-PCR
using specific primers for MCP-1. (B) Human aortic SMC were stimulated with FPDGF-BE (10
ng/ml) im serum free-medium at indicated concentrations. Cell supernatants were analyzed
for MCP-1 protein content by specific ELISA kit as described under matenal and methods.
(C) Confluent pig acrtic SMC were freated with PDGF-BE (10 ngiml) only or together with
MCP-1 receptor inhibitor (RS-10285: 5 pg/ml) or a specific PI13Ky inhibitor (A5-252424: 100
nll) in serum-free medium. Cells were allowsd to migrate for 48 hours and migrated cells
were stained with DAPl and counted under a fluorescence microscope. Resulis are
expressed as a percent of control. (D) Pig aortic SMC infected with null-adenovirus or with an
adenovirus encoding & dominant negative form of PI3Ky (PI3Ky-KR) for 72 hours were
treated with PDGF-BB (10 ng/ml} and analyzed for migration as abowe. * P<0.05, "™

P=0.001 compared to control, *<0.05, * P=0.01, * P=0.001 compared to PDGF stimulation.

Figure 5 Effect of PI3Ky deficiency in MCP-1 and POGF-induced migration of mouse aortic
SMC. {4) Aortic SMC from wild type (p110y™) and PI3Ky-deficient mice {p1 1CI';"'"} were fixed
and stained with anti-smooth muscle e-actin antibody. Photomicrographs as representative

experments are shown, (B) Aortic SMC from p110v™ and p110v™" mice were stimulated with
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MCP-1 {10 ng/ml) or PDGF-BE (10 ngiml} in sersm-free medium and allowed o migrate for
48h. Migrated cells were stained with DAPI and counted under a fluorescence microscope.

Results are expressed as a percent of control. **P=0.01, *** P<0.001 compared fo wild type

cells.
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I11- Conclusion

Cette étude a permis d’identifier la PI3Ky comme 1’isoforme majoritaire impliquée dans
la phosphorylation d’ Akt en aval de MCP-1 dans les CML et dans la migration de ces cellules
induite par cette chimiokine. La PI3Ky est également capable d’amplifier la migration des
CML en réponse au PDGF par un mécanisme autocrine/paracrine faisant intervenir la
sécrétion de MCP-1, I’activation de son récepteur CCR2 et le recrutement de la PI3Ky
(Figure 34). Ainsi, la PI3Ky joue un réle essentiel dans la migration des CML vasculaires en

aval de deux facteurs majeurs impliqués dans la resténose.

MCP-1

7 o
,/ ] GPCR RTK (EGFR,PDGFR...)
(CCR2)

e Migration

Cellule musculaire lisse aortique

Figure 34 : Schéma illustrant le réle de la PI3Ky dans la migration des CML aortiques
en réponse a MCP-1 et au PDGF.

Ces travaux sont actuellement en cours de rédaction pour étre soumis a publication. Pour
finaliser cette étude, nous souhaitons également évaluer I’expression de CCR2 dans la paroi
artérielle. En effet, bien que de nombreuses études montrent un réle de MCP-1 dans les CML,
I’expression de son récepteur CCR2 dans ces cellules est controversée et semble fortement
régulée (cf chapitre I, paragraphe I11-3.3.). Nous évaluerons donc 1’expression de CCR2 par

marquage immunohistochimique sur des segments artériels provenant de patients présentant
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une hyperplasie intimale. Le profil d’expression de la PI3Ky sera également observé dans la

paroi artérielle pathologique.
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Discussion et Perspectives

Ces travaux de thése ont permis d’identifier ’isoforme y des PI3K comme une nouvelle
cible thérapeutique potentielle dans le traitement de 1’athérosclérose et de ses complications.
En effet, nous avons démontré I’importance de cette kinase dans les processus inflammatoires
conduisant au développement de D’athérosclérose et a la déstabilisation de la plagque
d’athérome. De plus, nos résultats montrent également I’implication de la PI3Ky dans la paroi
vasculaire, en particulier dans la migration des CML, mécanisme majeur de la resténose.
L’ensemble de ces données ouvre plusieurs axes de recherche pour une compréhension
compléte du role de la PI3Ky dans les pathologies de la paroi artérielle. Ainsi, 1’identification
du ou des types cellulaires immunitaires dans lesquels la PI3Ky est plus particuliérement
impliquée lors de la formation des lésions athéromateuses nous permettrait de mieux
comprendre les fonctions de cette protéine dans les processus inflammatoires de la paroi
vasculaire. D’autre part, il sera nécessaire de valider nos résultats concernant le role de la
PI3Ky dans les CML vasculaires par des modeles d’étude in vivo reproduisant la pathologie
de la resténose. Enfin, il est important d’évaluer I’implication potentielle de la PI3Ky dans
I’ensemble des cellules de la paroi artérielle, en particulier dans les cellules endothéliales,
permettant d’avoir une vue d’ensemble des différentes fonctions de cette isoforme dans la

paroi vasculaire.

I- PI3KYy et athérosclérose : la PI3Ky de quel type cellulaire est essentielle
dans le développement de la pathologie ?

Les résultats présentés dans 1’article 1 mettent en évidence le rdle central de la PI3Ky
dans les processus inflammatoires conduisant au développement de I’athérosclérose. Les
perspectives de ce travail consistent a préciser les mécanismes cellulaires mis en jeu, avec
comme objectif principal de déterminer la fonction de la PI3Ky dans les différents types
cellulaires du systeme immunitaire (macrophages, lymphocytes T, mastocytes) lors du
développement de 1’athérosclérose. nous discuterons également le réle potentiel de la PI3Ky

dans les EPC en évaluant I’effet de son inhibition dans ces cellules lors de 1’athérosclérose.
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I-1. Dans quelles cellules immunitaires ?

Nos résultats ont permis de montrer que I’absence de la PI3Ky spécifiquement dans les
cellules inflammatoires peut a elle seule expliquer les effets anti-athérogenes observés lors de
I’étude pharmacologique et suggerent donc un role majeur de cette kinase dans les cellules du
systeme immunitaire. Il serait donc maintenant intéressant de déterminer plus précisément
dans quel type cellulaire immunitaire la PI3Ky est particulierement impliquée dans cette
pathologie. L’analyse de la composition cellulaire des plaques montrent une diminution de
I’infiltration des macrophages (30%) et des lymphocytes T (39%) en absence de PI3Ky dans
les cellules hématopoiétiques suggérant un réle de cette isoforme dans le recrutement de ces
cellules inflammatoires conduisant au développement de ’athérosclérose. Ces observations
peuvent s’expliquer par le role central que joue la PI3Ky en aval de nombreuses chimiokines
dans le recrutement des macrophages aux sites d’inflammation [272] [273] [274]. Ces
chimiokines telles que MCP-1 sont en effet impliquées de facon importante dans le
recrutement des macrophages jouant un réle majeur dans les premiéres étapes de la maladie
[31]. S’il est clairement établi que la PI3Ky est impliquée dans le recrutement des
macrophages, son role dans la fonction de ces cellules est inconnu. Comme nous 1’avons
évoqué dans le chapitre 1, il existe deux sous-types de monocytes chez la souris (Ly-6C"9" et
Ly-6C"") qui se différencient dans les lésions en deux sous-types différents de macrophages :
les macrophages M1 inflammatoires et les macrophages M2 anti-inflammatoires et exprimant
les récepteurs scavengers. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer si la PI3Ky peut jouer un role
dans la différenciation des macrophages M1 et/ou M2. Pour le tester in vitro, nous pourrions
isoler des monocytes issus de souris sauvages ou déficientes en PI3Ky, les différencier en
macrophages M1 (en présence de TNF-a ou LPS) ou en macrophages M2 (en présence d’IL-4
ou d’IL-13) et évaluer dans les deux génotypes les marqueurs de différenciation de ces deux
sous-types de macrophages, par RT-PCR ou par des tests ELISA, tels que I'IL-6, le TNF-q,
MCP-1 ou iNOS pour les macrophages M1 et I’'IL-10, 1’arginase 1 ou CD163 pour les
macrophages M2. Dans nos mode¢les de souris athéromateuses traitées avec I’inhibiteur de
PI3Ky ou déficientes en PI3Ky dans le systéme immunitaire, il serait intéressant d’analyser
par cytométrie en flux la proportion des deux sous-types de monocytes a 1’aide du marqueur
Ly-6C. Des marquages immunohistochimiques des macrophages M1 et M2 dans les lésions
athéromateuses a 1’aide des marqueurs précédemment cités pourraient également étre réalisés

dans nos modeles.

16l



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les effets de la PI3Ky du systeme immunitaire que nous observons pourraient aussi étre

dus a son rdle dans les lymphocytes T. La PI3Ky pourrait en effet étre impliquée dans le

recrutement de ces cellules aux sites d’inflammation mais également dans la modulation du
ratio de différenciation CD4/CD8. Les donneées de la littérature concernant le réle de la PI3Ky
dans la migration de ces cellules sont assez contradictoires. Comme décrit dans 1’introduction
bibliographique, cette kinase serait impliquée dans I’angle de rotation de ces cellules plut6t
que dans leur migration. En accord avec ces données, Barber et al. montrent in vivo que
I’induction d’un lupus eythémateux chez la souris est amélioré par I’absence de PI3Ky sans
modification de I’invasion des cellules T, suggérant que la PI3Ky n’est pas impliquée dans la
migration des cellules T in vivo [294]. Lors de I’athérosclérose, la PI3Ky pourrait par contre
conduire a une modification du ratio CD4/CD8. En accord avec ces données, les souris ApoE”
" traitées avec I’inhibiteur de PI3Ky que nous avons utilisées présentent une diminution du

ratio CD4/CD8 en comparaison des animaux contréles (Figure 35).

Cont AS605240

cp4 [ cps

Figure 35: L’inhibition pharmacologique de I’activit¢ PI3Ky modifie le ratio
CD4*/CD8" chez les souris ApoE™". Des souris ApoE” agées de 8 semaines sont traitées
avec I’ AS-605240 (10 mg kg™, n=5) ou véhicule (Cont, n=5) toutes les 12 heures pendant 5
semaines. Les cellules sanguines des deux groupes d’animaux sont marquées avec des
anticorps anti-CD4 et anti-CD8 et analysées par cytométrie en flux. La proportion moyenne
de cellules CD4" et CD8" de chaque souris est représentée.

D’aprés ces données et étant donné I’importance des lymphocytes T dans les étapes

précoces de 1’athérosclérose [50], il nous parait particuliérement intéressant d’évaluer le réle
de la PI3Ky des lymphocytes T dans le développement de la plaque d’athérome, en particulier

dans I’initiation de la maladie.
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Afin de déterminer I’importance de la PI3Ky dans les lymphocytes T, nous avons débuté

une étude utilisant des souris athéromateuses déficientes en lymphocytes (ApoE™ x Rag2™)
que nous avons reconstituées avec des splénocytes CD3" issus de souris sauvages ou
déficientes en PI3Ky. Les souris ApoE”/Rag2” non réinjectées ont constitué le contrdle de
ces expériences permettant de vérifier que la déficience en lymphocytes inhibe le
développement de 1’athérosclérose comme décrit dans la littérature [50]. Les plaques
d’athérome formées ont été étudiées sur des animaux &gés de 10 semaines et apres 6 semaines
de régime gras, comme pour I’étude précédente par analyse histologique des plaques
d’athérome colorées a I’huile rouge. Si la PI3Ky des lymphocytes T joue un role essentiel
dans le développement de I’athérosclérose, on s’attend a ce que 1) les souris RagZ'/ '/ApOE'/ |
reconstituées avec des splénocytes CD3" sauvages développent des Iésions plus importantes
que les souris Rag2’/ApoE” controles non reconstituées; 2) le transfert adoptif des
splénocytes CD3" PI3Ky” ne permette pas une restitution du développement de la plaque en
comparaison des animaux reconstitués avec des splénocytes CD3" sauvages. En paralléle, les
sous-populations lymphocytaires présentes dans les splénocytes des souris donneuses ont été
analysées par cytométrie en flux (proportion CD4/CD8). Lors de premiéres expériences, nous
avons rencontré des difficultés a reproduire les résultats décrits dans la littérature qui montrent
que le transfert de lymphocytes T dans des souris athéromateuses immunodéficientes conduit
a une restitution du deéveloppement de la plaque [50]. Nous avons alors testé un autre
protocole consistant & réaliser une double réinjection de splénocytes CD3". Les résultats
préliminaires que nous avons obtenus montrent une tendance, bien que non significative, a
une restitution du developpement des lésions athéromateuses avec le transfert de lymphocytes
T sauvages qui n’est pas observée lorsque les lymphocytes T réinjectés sont dépourvus de la

PI3Ky (Figure 36). De plus, les souris réinjectés PI3Ky™™ présentent bien une diminution du

ratio CD4/CD8. Ces premiers résultats suggerent donc I’implication de la PI3Ky des
lymphocytes T dans le développement de la plaque d’athérome. Néanmoins, des études
complémentaires sur un plus grand nombre d’animaux sont & présent necessaires pour
confirmer ces données. Les résultats non significatifs obtenus pourraient également
s’expliquer par une faible proportion des lymphocytes T réinjectés qui atteignent le site de la
Iésion. Pour améliorer le protocole, nous pourrions réaliser une triple réinjection et/ou

augmenter le nombre de lymphocytes T a réinjecter.
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Figure 36 : Lésions athéromateuses développées par les souris ApoE”/Rag2” controles
et reconstituées avec des splénocytes PI3Ky™* ou PI3Ky™.

Une expérience complémentaire et inverse visant a déterminer le réle de la PI3Ky dans les
lymphocytes serait de traiter ces souris ApoE”/Rag2” par un inhibiteur pharmacologique
spécifique de I’isoforme y de PI3K (AS-605240) et analyser comme précédemment les
plaques d’athérome par des études quantitatives et qualitatives. Ainsi, nous pourrions évaluer
la part des fonctions lymphocytaires de la PI3Ky par rapport aux autres types cellulaires dans

le développement de la plaque d’athérome.

Nos résultats montrent un effet particuliérement intéressant de la PI3Ky hématopoiétique
dans la déstabilisation de la plaque. Etant donné 1) le rdle récemment démontré des
mastocytes dans ce processus [61] et 2) le role de la PI3Ky dans les fonctions mastocytaires
[313] (cf chapitre 2, paragraphe 11-2.4.), la PI3Ky des mastocytes pourrait jouer un role
important dans la formation et/ou la déstabilisation des Iésions athéromateuses. La PI3Ky
pourrait d’une part étre impliquée dans le recrutement de ces cellules et d’autre part dans leur
fonction. Le recrutement des mastocytes via des agonistes de RCPG (SCF, CCL11) joue un
role important dans le développement des lésions athéromateuses et pourrait impliquer la
PI3Ky. Ainsi, il serait dans un premier temps intéressant d’analyser dans notre mode¢le le
contenu en mastocytes dans les plaques d’athérome par marquage immunohistochimique a
’aide d’un anticorps mMCP-4 (mouse mast cell protease-4) [61]. Méme si le recrutement des
mastocytes sur le site de 1ésion n’est pas modifié en absence de PI3Ky, cette protéine pourrait

avoir un effet direct sur la fonctionnalité de ces cellules lors de 1’athérosclérose. En effet,
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comme décrit dans 1’introduction bibligraphique, la PI3Ky joue un rdle central dans les
fonctions mastocytaires, en particulier dans la dégranulation de ces cellules en réponse a la
stimulation du récepteur aux IgE [313]. Ainsi, le role de la PI3Ky dans la fonction des
mastocytes pourraient jouer un rdle important dans le développement de 1’athérosclérose, en
particulier dans les étapes tardives. Les mastocytes semblent en effet jouer un réle majeur
dans la déstabilisation des Iésions en sécrétant de nombreuses molécules pro-inflammatoires
ainsi que des enzymes capables d’induire 1’activation de MMP ou d’agir directement sur les
CML, I’ensemble de ces processus participant a la destabilisation de la plaque [64] (cf
chapitre 1). Sun et al. montrent ainsi une diminution de la taille des Iésions en absence des
mastocytes essentiellement a des stades avancés et observent une augmentation du contenu en
collagene favorisant la stabilité de la plaque [61]. De ce fait, I’hypothése mise en avant dans
nos projets est I’implication de la PI3Ky mastocytaire dans la déstabilisation de la plaque.
Afin de tester cette hypothése, nous avons commencé par reproduire le modele décrit par

W-sh/W-sh

Sun et al. en croisant des souris déficientes en mastocytes matures (Kit ), a cause d’une

mutation inverse dans le géne c-kit, avec des souris LDLr™. Nous vérifierons dans un premier

temps que ces souris LDLr”/Kjt"VshWsh

soumises a un regime hypercholestérolémique
développent des lésions moins importantes que les souris contrdles LDLr™, comme cela a été
montré par Sun et al. [61]. Puis, ces souris double déficientes seront reconstituées avec des
mastocytes issus de la moelle osseuse de souris sauvages ou déficientes en PI3Ky et soumises
a un régime hypercholestérolémique pendant 10 ou 25 semaines afin d’évaluer le rdle de la
PI3Ky des mastocytes dans le développement et la stabilité de la plaque. Les lésions
athéromateuses développées par les souris des différents génotypes seront analysées comme
dans I’article 1 par coloration des lipides a I’huile rouge. De méme, nous analyserons la
composition cellulaire des plaques, en cellules inflammatoires, en CML et en collagene. Nous
pourrions également réaliser des expériences de zymographie in situ pour visualiser ’activité
des protéases.

En fonction des résultats obtenus in vivo, différentes expériences complémentaires
permettant de préciser le role de la PI3Ky des mastocytes dans la pathologie pourraient étre
réalisées. Ainsi, si I’effet de la déficience en PI3Ky est observé lors de I’initiation et/ou le
développement des Iésions, nous pourrions évaluer in vitro 1’effet de la PI3Ky sur la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires par ces cellules. Des expériences préliminaires sur des

mastocytes issus de souris sauvages ou PI3Ky” montrent une diminution des taux d’ARNm

en IL-6, MCP-1 et TNF-a, mesurés par PCR quantitative (Figure 37).
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Figure 37 : Production des ARNm de I’IL-6, TNF-a et MCP-1 dans les mastocytes
dérivés de la moelle osseuse de souris sauvages et PI3Ky™. Les cellules de la moelle
osseuse issue de souris sauvages ou PI3Ky™ sont cultivées en présence d’IL-3 pendant trois
semaines permettant leur différenciation en mastocytes. Les mastocytes sont ensuite stimulés
par du DNP (5 ng/ml) et la production d’ARNm codant pour le TNFa, I’'IL-6 et MCP-1 est
mesurée apres 30, 60 et 120 min de stimulation. Les résultats sont exprimés en nombre de fois
d’augmentation par rapport aux cellules non stimulées.

Ces donneées devront maintenant étre confirmées au niveau protéique avec par exemple un
test ELISA. Dans leurs travaux, Sun et al. montrent que le transfert de mastocytes dérivés de
la moelle osseuse de souris déficientes en IL-6 ou en IFN-y & des souris LDLr"" conduit & une
diminution de la taille des lésions comparable a celle induite par la déficience totale en
mastocytes [61]. Ces résultats indiquant un réle majeur de ces cytokines pro-inflammatoires
sécrétées par les mastocytes dans le développement de 1’athérosclérose, associés a nos
premiers résultats, renforcent la potentielle implication de la PI3Ky dans le développement de

la pathologie.

Si les résultats obtenus in vivo montrent un effet de la PI3Ky des mastocytes sur la
déstabilisation de la plaque, il serait intéressant d’évaluer I’impact des mastocytes sur les
fonctions des CML ainsi que le role de la PI3Ky dans ces meécanismes. Nous pourrions
réaliser des co-cultures de CML et de cellules de moelle osseuse issues de souris sauvages ou
déficientes en PI3Ky préparées comme décrit précédemment et comparer 1) ’apoptose des
CML, par la méthode TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling) ou par
marquage des phosphatidylsérines par I’annexine V a la surface des cellules ou encore par
I’analyse des caspases par western-blot ; 2) I’activité de protéases telles que les gélatinases
MMP-2 et MMP-9 par zymographie sur gel, ou les cathepsines en utilisant une sonde iodée

qui se lient aux sites actifs de ces protéases actives [365].
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Ainsi, en utilisant en particulier deux modeéles de transfert adoptif (Figure 38), I’ensemble
des résultats devraient permettre de déterminer les mécanismes cellulaires mis en jeu dans les
effets anti-athérogenes de la PI3Ky et d’identifier le ou les types cellulaires du systéme
immunitaire dans lesquels la PI3Ky joue un réle central dans le développement de la
pathologie. En raison du réle prépondérant de ces différents types cellulaires en fonction du
stade de développement de la maladie considéré, la PI3Ky pourrait étre impliquée dans le
recrutement des macrophages et des lymphocytes T dans les étapes précoces et dans les

fonctions des mastocytes dans les stades plus tardifs.

Réledela PI3Kydans les Réledela PI3Kydans les
lymphocytes T? mastocytes ?
Injection de splénocytes Injection de BMMC PI3Ky**et
PI3Ky**et PI3Ky™" PI3Ky™
RAG 7 x ApoE™" LDLR *x kitwshAvsh

N\ /

Etude des lésions au niveau du
sinus aortique

Figure 38 : Principales perspectives de I’article 1. L’objectif principal consiste & déterminer
dans quels types cellulaires du systeme immunitaire (lymphocytes et/ou mastocytes) la PI3Ky
est plus particuliérement impliquée lors du développement de I’athérosclérose. BMMC : bone
marrow-derived mast cells.

I-2. Implication de la PI3Ky d’autres types cellulaires ?

Les expériences de transfert de moelle osseuse présentées dans 1’article 1 ont montré que
la PI3Ky des cellules du systéeme immunitaire peut a elle seule expliquer les effets observés
dans I’étude pharmacologique. Cependant, la PI3Ky étant également exprimée dans les EPC,
nous ne pouvons pas exclure un role de son activité dans ces cellules qui peuvent également
dériver de la moelle osseuse.

Le role de la PI3Ky dans les EPC est controversé, de méme que le réle de ces cellules
progénitrices dans le développement des lésions athéromateuses. Le recrutement des EPC

implique en particulier la chimiokine SDF-1a et son récepteur CXCRA4. Par ailleurs, Chavakis
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et al. ont montré un role de la PI3Ky dans la migration des EPC en réponse a SDF-1a [327].
Comme nous 1’avons vu dans le chapitre 1 (paragraphe 11-3.1.), dans I’athérosclérose les EPC
pourraient participer a la régénération endothéliale mais aussi a la déstabilisation de la plaque.
Les résultats obtenus par différentes équipes sont contradictoires et ne permettent pas de
conclure quant au role des EPC dans la pathologie. Alors que certains auteurs montrent un
role athéroprotecteur de ces cellules progenitrices [22], d’autres n’observent aucun effet sur le
développement de la plaque [24], et d’autres encore montrent que le recrutement et la
mobilisation des EPC dérivées de la moelle osseuse sont impliqués dans I’augmentation de la
taille des lésions et la déstabilisation de la plaque [23]. Cet effet des EPC sur la déstabilisation
des lésions est particulierement intéressant puisque nos résultats montrent une augmentation
de la stabilité de la plaque dans les souris athéromteuses chimeéres réinjectées avec de la
moelle osseuse PI3Ky™". 11 serait donc intéressant d’évaluer le role de la PI3Ky des EPC dans
la déstabilisation de la plague. Cependant, les EPC constituent une population hétérogéene
comprenant des cellules de différentes origines (moelle osseuse, sang circulant, résidant dans
I’adventice) et de différents phénotypes dont la définition précise n’est pas claire et nécessite

d’étre établie.

I1- PI3KYy et resténose ?

Nos résultats présentés dans D’article 2 montrent I’implication de la PI3Ky dans les
mécanismes cellulaires mis en jeu dans les processus de resténose. En particulier, nous avons
démontré pour la premiére fois un réle de cette isoforme dans les fonctions des CML
vasculaires. La PI3Ky joue en effet un réle dans la migration de ces cellules en réponse a
MCP-1 et de facon indirecte en aval du PDGF, ces deux facteurs étant fortement impliqués
dans la resténose. Ces données obtenues in vitro ouvrent de nombreuses perspectives de
travail pour une meilleure compréhension du réle de la PI3Ky dans la paroi artérielle. Au
niveau cellulaire, il sera en particulier intéressant de déterminer comment 1’activation de la
PI3Ky en aval de CCR2 conduit a la migration cellulaire dans les CML. D’autre part,
I’implication réelle des effets observés in vitro, associés aux effets inflammatoires de la
PI13Ky, devra étre évaluée chez I’animal dans des mode¢les d’hyperplasie inimale. Finalement,
il est important de garder a I’esprit que la PI3Ky pourrait étre impliquée dans les fonctions
d’autres types cellulaires composant la paroi vasculaire et il sera en particulier important de

vérifier que I’inhibition de cette protéine ne modifie pas la cicatrisation de 1’endothélium.
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11-1. In vitro

11-1.1.R6le de Dactivité kinase-indépendante de la PI3Ky dans la migration des CML ?

Comme nous I’avons vu dans I’introduction bibliographique, la PI3Ky posséde en plus
de son activite lipide kinase, un rdle de protéine adaptatrice indépendant de son activité
kinase. Cette fonction de la PI3Ky a été mise en évidence grace a la génération de souris
exprimant une forme catalytiquement inactive de la PI3Ky (PI3Ky-KI) et est particuliérement
décrite dans les cardiomyocytes [276]. L’activité kinase indépendante de la PI3Ky pourrait
également jouer un role dans les CML, comme cela a été décrit récemment dans les cellules
endothéliales [328]. Pour tester cette hypothése, des CML isolées a partir d’aortes de souris
PI3Ky-KI pourront étre utilisées dans nos tests de migration en réponse au PDGF. En
comparant les résultats avec ceux obtenus a I’aide des souris PI3Ky'/' présentés dans 1’article
2, nous pourrons déterminer si les effets de la PI3Ky sur les CML sont dus a son role de
« docking protein » et/ou a son activité. Nous pensons neanmoins que le réle de la PI3Ky dans
la migration des CML dépend du PIP; et de la kinase Akt et que sa fonction de protéine

adaptatrice n’est pas impliquée.

11-1.2.Détermination des mécanismes moléculaires de la migration des CML dépendante
de la PI3Ky

A ce jour, aucune autre étude n’a rapporté I’implication de la PI3Ky dans les
mécanismes de migration des CML. En revanche, comme décrit dans I’introduction
bibliographique, de nombreux travaux ont montré un réle de cette kinase dans la migration
des macrophages [272] [273] [274]. Il a également été montré que la PI3Ky contribue a la
migration de macrophages murins primaires induite par la chimiokine CCL5 (ou RANTES)
via ’activation de la petite GTPase Racl et de son effecteur PAK2 (p21-activated protein
kinase-2) [366]. Par ailleurs, des travaux récents montrent que Akt, en particulier I’isoforme
Aktl, joue un r6le majeur dans le contrdle de la migration des CML in vitro et in vivo. Les
auteurs montrent ¢galement que Aktl est nécessaire a I’activation de Racl et de PAKI dans
les CML [347]. De plus, Weber et al. montrent I’implication de la voie Rac/PAK dans la
migration des CML [367]. Dans notre étude, nous avons montré que la PI3Ky est I’isoforme
responsable de la phosphorylation d’ Akt dans les CML. D’aprés I’ensemble de ces données et
dans le but de décortiquer les voies de signalisation dépendantes de la PI3Ky conduisant a la

migration des CML, il serait intéressant d’évaluer dans notre modéle le lien possible entre la
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PI3Ky, Akt et/ou la voie Rac/PAK. Ainsi nous pourrions observer I’effet de I’inhibition d’ Akt
sur la migration des CML, I’activation de Rac et la phosphorylation de PAK. Dans les CML

issues de souris PI3Ky™", nous pourrions aussi mesurer la migration en présence d’inhibiteurs

d’Akt, de Rac et de PAK.

11-2. Invivo

11-2.1.P13Ky et hyperplasie intimale ?

Les résultats que nous avons obtenus in vitro devront étre confirmés in vivo dans un
modele reproduisant 1’hyperplasie intimale caractérisant la resténose. L hyperplasie intimale
est due a deux mécanismes principaux : la migration et la prolifération des CML. L’effet de
MCP-1 sur la prolifération des CML in vitro est controversé. En effet, bien que les études les
plus récentes montrent que MCP-1 est capable de stimuler la prolifération de CML humaines
[189] [190] et de rat [186] [187], des travaux précedents avaient montré un role négatif [185]
ou aucun effet [368] de cette chimiokine dans la prolifération des CML. Dans notre modele
nous n’avons pas observé d’effet de MCP-1 sur la prolifération des CML. Néanmoins, le role
de la PI3Ky dans la migration des CML, ainsi que son implication dans les processus
inflammatoires de la paroi artérielle que nous avons démontré [302] et qui jouent un role
majeur dans le processus de resténose, suggérent que 1’inhibition de la PI3Ky pourrait avoir
un effet bénéfique dans la prévention de la resténose en bloquant a la fois les phénoménes
inflammatoires et la migration des CML. Pour tester cette hypothése in vivo, nous mettons
actuellement au point un modeéle de lésion artérielle chez la souris permettant de visualiser
I’hyperplasie intimale. La 1ésion est réalisée dans 1’artére fémorale de la souris a I’aide d’un
guide d’angioplastie de 0.35 mm de diamétre et induit la formation d’une néointma
observable a partir de 7 jours et significative a partir de 14 jours. Des coupes histologiques de
I’artére 1ésée seront ensuite réalisées, colorees au trichrome Masson et 1’épaisseur de la
néointima developpée par les souris sauvages sera comparee a celle développée par les souris
PI3Ky” & 7, 14 et & 28 jours. Nous pourrons également observer par immunohistochimie
I’hyperplasie intimale et 1’inflammation. Ainsi, les CML seront identifiées a 1’aide d’un
anticorps anti-smooth muscle a-actine, les macrophages avec un anticorps anti-MOMA-2, les
lymphocytes T avec un anticorps anti-CD3 et les neutrophiles avec un anticorps Ly-6G ou par
marquage de la myeloperoxidase. Les mémes expériences pourront étre effectuées avec les
souris PI3Ky-KI afin de déterminer I’implication de I’activité ou du rdle de protéine

adaptatrice de la PI3Ky. De plus, nous pourrions réaliser des souris chimeres par un transfert
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de moelle osseuse issue de souris déficientes en PI3Ky a des souris sauvages puis effectuer,
sur ces souris dépourvues de la PI3Ky dans les cellules immunitaires, une lésion artérielle
comme décrit précédemment. En comparant les résultats obtenus avec ceux utilisant les souris
PI3Ky™", nous pourrons différencier les effets dus a la PI3Ky des CML de ceux impliquant la

PI3Ky immunitaire.

11-2.2.PI3KYy et cicatrisation artérielle ?

La complication majeure associée a la pose de stent actifs est I’apparition de thromboses
tardives, qui pourraient étre dues a un effet anti-prolifératif des molécules utilisées pour
recouvrir les stents non seulement sur les CML mais également sur les cellules endothéliales
[213]. Ceci entrainerait un défaut de régénération de I’endothélium qui augmente le risque de
thrombose. Les stratégies thérapeutiques pour la prévention de la resténose intra-stent visent
donc actuellement a inhiber la prolifération/migration des CML mais aussi a préserver ou a
augmenter la cicatrisation artérielle.

La PI3Ky est exprimée dans les cellules endothéliales et est principalement impliquée
dans I’adhésion des neutrophiles a 1’endothélium via 1’expression des sélectines [324]. Les
données de la littérature concernant le role de la PI3Ky dans la régenération endothéliale sont
controversees (cf chapitre 2, 11-3.1.). En effet alors que certaines études indiquent une
implication de cette kinase dans la néovascularisation [327] [328], Doukas et al. n’observent
pas d’effet de I’inhibition des PI3Ky/d sur ce processus [287]. De plus, 'implication de
’activité kinase de la PI3Ky ou de son réle de protéine adaptatrice est a préciser dans ces
mécanismes. Aux vues de I’ensemble de ces données et du role « bénéfique » des EPC dans le
processus de resténose (cf chapitre 1, paragraphe 111-3.1.), il apparait important d’évaluer
I’effet de I’inhibition de la PI3Ky sur la cicatrisation de 1’endothélium in vivo. Ainsi, des
modeéles murins permettant de visualiser la régénération endothéliale sont également en cours
de réalisation dans le laboratoire. La lésion artérielle est réalisée comme décrit pour
I’hyperplasie intimale dans I’artére carotide de souris et la réparation de I’endothélium est
observée a 3 ou 5 jours apres injection de Bleu Evans, colorant qui se fixe sélectivement sur la
membrane basale des zones dénudées. Un deuxiéme modéle murin d’agression périvasculaire
de la carotide pourra étre réalisé¢ par I’application d’un courant électrique sur I’artére. A la
différence du modele de Iésion mécanique, cette Iésion entraine la destruction totale des
cellules endothéliales et des CML. Bien que moins physiologique, ce modéle est plus facile a

réaliser techniquement et n’entraine pas de modification du flux sanguin. La
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réendothélialisation est quantifiée comme précédemment avec le Bleu Evans. La comparaison
des résultats obtenus avec ces deux modeles chez les souris des différents génotypes
(PI3Ky™, PI3Ky™ et PI3Ky-KI) devrait permettre de donner une réponse claire quant au role
de la PI3Ky dans la cicatrisation artérielle et a I’'implication de son activité ou de sa fonction

de protéine adaptatrice dans ce processus.

En conclusion, ces travaux de theése ont permis d’identifier la PI3Ky comme un acteur
central des processus inflammatoires de la paroi artérielle conduisant au développement de
I’athérosclérose. Ces résultats laissent néanmoins encore de nombreuses questions en suspens,
en particulier concernant les mécanismes cellulaires impliquant la PI3Ky dans cette
pathologie. Les mécanismes inflammatoires de la paroi vasculaire étant également observés
dans la resténose et nos résultats montrant 1’implication de la PI3Ky dans la migration des
CML in vitro, nous pensons que cette kinase pourrait également jouer un role essentiel dans
I’hyperplasie intimale, mécanisme majeure de la resténose. Le role de la PI3Ky dans la
formation du thrombus [321] renforce I’intérét de cibler cette kinase dans les pathologies
cardiovasculaires. Ainsi, bien que I’implication de la PI3Ky dans la cicatrisation artérielle
reste a exclure, cette protéine pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique dans le
contexte des pathologies cardiovasculaires, en particulier pour le traitement de

I’athérosclérose et de ses complications.
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altered endothelmum permeability, permutting lipoprotein
accumulation within the intima and inducing EC mole-
cule adhesion expression, which mediates leucocyte
adhesion and infiltration. This
constitutes the ‘fatty streak’, which is asymptomatic and
can evolve to advanced/complicated lesions depending

intimal collection

onthe inflammatory process. Inthe vessel wall, infiltrated
monocytes mature into macrophages which accumulate
modified lipoproteins through receptor endocytosis
and are converted into foam cells. Simultaneously,
T-cells direct their adaptive immune response. Cytokines
and growth factors sccreted by leucocytes, as well as
ECs, promote proliferation and migration of SMCs,
surrounding lipid core with a protective fibrous cap and
separating the prothrombotic lipid pool from luminal
blood flow. In the intima, SMCs secrete extracellular
matrix proteins, and this process contributes to the
evolution of the lesion from a lipid-rich plaque to a
fibrotic, and 1n the long-term, calcified lesion [1,2].

During the 1990s, the balance between SMCs and in-
flammatory cells was emphasized as a strong determinant
of plaque rupture and plaque stability and became a major
notion in understanding the clinical manifestation of
atheroma disease. In stable plaques, a thick cap consisting
of SMCs and extracellular matrix covers the entire lipid
core. These lesions are clinically silent and they rarely
rupture. By contrast, the fibrous cap in unstable plaques
is thin, especially at the shoulder lesion and contains few
SMCs, but numerous inflammatory cells. These plaques
are prone to rupture leading to thrombosis, followed
by either occlusion or episodic plaque expansion. More-
over, during plaque development, remodelling of the
artery takes place and consists of reactive changes in
the underlying vessel wall to preserve a normal lumen
and prevent flow occlusion. However, the degree of
inflammation and cap thickness determine the risks
of plaque rupturing [3]. Repeated ruptures increase
stenoses and can promote myocardial infarction, stroke
and gangrene in the peripheral vasculature.

Thus understanding of the atherosclerosis process
shows that inflammation participates from atheroma
inception, its development up until complications and
places this vascular pathology as a chronic inflammatory
disease.

INFLAMMATION IN ATHEROSCLEROSIS
DEVYELOPMENT

The inflammatory processes of atherosclerosis require
both innate and adaptive immunity. Macrophages play a
central role among immune cells involved in this patho-
logy, since they take part in both the lipid core formation
and the production of inflammatory mediators. In
addition, accumulating evidence supports the important
role of T-cells in the first steps of atherosclerosis, whereas
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B-cells are poorly represented in the intimal plaque and
their role 1s limited to antigen presentation [4].

In addition, MCs (mast cells) and neutrophils have
recently been identified in atherosclerotic lesions. MCs
appear to play different functions in atherogenesis from
endothelial alteration to final plaque destabilization [5],
and neutrophils have been suggested to be involved in the
pathology due to their ability to produce ROS (reactive
oxygen species) via the NADPH oxidase pathway and,
thus, promoting lipid peroxidation, endothelial dysfunc-
tion, inflammation, cell migration and apoptosis [6].
However, identification of neutrophils in atherosclerotic
lesions, as well as their involvement in atherogenesis, have
only recently been demonstrated [7,8].

With the development of mouse models of athero-
sclerosis, it has become possible to examine more care-
fully the role of immune responses in this disease.
Among the most widely used mouse models of athero-
sclerosis are ApoE™~ [ApoE (apolipoprotein E)-defi-
cient] and LDLr/~ [LDL (low-density lipoprotein)
receptor-deficient) mice [9,10]. ApoE is a glycoprotein
synthesized in the liver and macrophages, and is involved
in lipid metabolism. Deletion of the apoF gene in mice
leads to severe hypercholesterolaemia and spontaneous
development of atherosclerotic lesions that are well-
characterized and resemble lesions in humans from
fatty streak lesions to fibrous cap formation. LDLr™/~
mice, a model of familial hypercholesterolaemia, have a
more modest lipoprotein abnormality than the ApoE~/"~
mice and develop atherosclerotic lesions only after a
high-fat/high-cholesterol diet. As with ApoE™/~ muice,
lesions developed by these mice appear morphologically

identical with those found in humans.

Inflammation in early atherosclerotic
lesions (fatty streaks)

Shortly after VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule-
1) induction on ECs (Figure 1 A), monocytes and T-cells
pass through the arterial intima by diapedesis. Various
chemokines contribute to this process, such as MCP-1
{(monocyte chemotactic protein-1) and IL-8 (interleukin-
8), both involved in macrophage recruitment, and IFN-y
(interferon-y)-inducible chemokines, including IP-10
(inducible protein-10), Mig {monokine induced by IFN-
y)and I-TAC (IFN-inducible T-cell &-chemoattractant),
which are involved in T-cell activation. As an example,
mice susceptible to atherogenesis and lacking MCP-1
or its receptor CCR2 (CC chemokine receptor 2) are
defective in atherogenesis, with a decrease in mononu-
clear phagoceyte accumulation [11,12].

M-CSF
stimulating factor) by ECs and SMCs favours monocyte

Production  of (macrophage  colony-
differentiation into pro-atherogenic macrophages, which
accumulate lipids and secrete pro-inflammatory medi-
ators within the intima. Lipid uptake by macrophages is

mainly attributed to their ability to internalize oxidized or
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glycated lipoproteins through scavenger receptors such
as CD36, CD68, CXCL16 (CXC-chemokine ligand 16),
LOX-1 [lectin-type oxLDL (oxidized LDL) receptor-1]
and SR-A (scavenger receptor-A), which are highly
expressed on their cell surface. As these receptors are
poorly regulated, macrophages accumulate cholesterol
and become foam cells, which are highly present in
carly fatty streak lesions. According to these results,
mice defective in the M-CSE, G-CSF (granulocyte
colony-stimulating factor), SR-A or CD36 are all
defective in atherogenesis [13]. In parallel with foam
cell formation, oxLDL, LPS (lipopolysaccharide) and
Hspe0 (heat-shock protein 60) interact with TLRs (Toll-
like receptors), which are innate immune recognition
receptors, leading to macrophage activation. These
activated macrophages disrupt vascular cell functions by
synthesizing and releasing pro-inflammatory cytokines,
chemokines, growth factors [FGF (fibroblast growth
factor) and PDGEF (platelet-derived growth factor)],
MMPs (matrix metalloproteinases), ROS, cicosanoids
and tissue factor. All of these factors are involved in the
progression of atherosclerosis and plaque destabilization
(see below). The importance of macrophage function in
atherogenesis can be illustrated by the observation that
hypercholesterolaemic Op/Op (CsfI~/~) mice lacking
differentiated macrophages in tissues due to a mutation in
the M-CSF gene (CsfI) develop only few atherosclerotic
lesions [14].

Adaptive immunity then takes over, with T-cell
activation by interaction with antigens presented by
macrophages expressing MHC class II molecules
(oxLDL, Hsp etc.). Lymphocytes within atherosclerotic
lesions are mainly CD4t lymphocytes and most of them
are ozff T-cells with a small proportion of 8 T-cells. The
importance of lymphocytes in atherosclerosis develop-
ment has been clearly demonstrated in atherosclerotic
mice. LDLr/~ mice crossbred with lymphocyte-
deficient Ragl ™/~ {recombination activating gene 1) mice
have a dramatic reduction in fatty streak lesions [15].
Likewise, immunodeficient ApoE~/~/scid-sctd mice have
reduced atherosclerotic lesions compared with ApoE~/~
mice. Transfer of CD4% T-cells in these immuno-
deficient mice not only reverses this protection, but
also dramatically induces atherosclerosis [16]. Previous
studies have demonstrated that the Th1 subset of CD4"
is the predominant type of lymphocytes found in ather
osclerotic lesions, probably owing to local production of
1L-12, IL-15 or IL-18 [17,18]. Th1 lymphocytes have a
pro-atherogenic effect associated with their production
of ITFN-y, as it has been shown that ApoE~/~/IFN-
/= mice have smaller lesions than those observed in
ApoE™"" mice [19]. Production of IFN-y and TNF-«
(tumour necrosis factor-or) by T-cells induces macrophage
activation, production of proteases and other pro-
inflammatory mediators, EC activation, an increase in
adhesion molecule expression, and inhibition of SMC
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proliferation and collagen production. Moreover, the
anti-atherogenic effect of IL-10 [20-22], known to regu-
late Th1 and Th2 responses by limiting T-cell activation
and differentiation in lymph nodes as well as suppressing
pro-inflammatory responses in tissues, reinforces the im-
portance of T-cells in the development of atherosclerosis
[23]. The role of Th2-related responses in atherosclerosis
is still controversial and there is no evidence to conclude
that the Th2 response is invanably protective against
atherosclerosis progression [18,24]. A novel functionally
distinct subpopulation of T-cells, called regulatory T-
cells, has been shown to exert important regulatory
functions 1in atherosclerosis. Ait-Oufella et al. [25]
showed that naturally arising CD4+ CD25% regulatory T-
cells are powerful inhibitors of atherosclerosis 1n several
mouse models. Thus, although T-cells are not abundant,
they appear to strongly modulate lesion initiation and
the early progression of atherosclerosis [15], and to
contribute to the regulation of plaque stability.

It has been shown recently that MCs also participate
in the development of atherosclerosis [5]. Indeed, MC-
deficient mice {LDLr /™ x KitW=sW¥=sh} had decreases
in lesion size, lipid deposition, T-cell and macrophage
numbers, cell proliferation and apoptosis, but increased
collagen content. Kovanen et al. [26] have proposed many
roles for MCs in atherogenesis, such as modification
of endothelial permeability or an involvement in foam
cell formation. The chemokines mainly responsible for
recruitment of MC progenitors into the intima are SCF
(stem cell factor) and eotaxin or CCL11,a CC chemokine
overexpressed in atherosclerotic lesions [27]. Once in the
intima, MCs undergo degranulation and release TNF-v,
heparin, histamine and the serine proteases tryptase and
chymase. Histammine from MC granules may locally
induce enhanced endothelial permeability, leading to
increased plasma lipoprotein infiltration. Moreover,
heparin proteoglycans released from MC granules bind
LDL particles which undergo proteolysis by chymase.
These LDL particles fuse into larger lipid droplets that
are phagocytosed by macrophages leading to foam cell
formation [28]. In addition, MC chymase and tryptase
can actively degrade HDL (high-density lipoptotein) and
poorly lipidated HDL (prep-HDL), thereby inhibiting
cholesterol efflux from macrophage foam cells [26].
Therefore MCs may both stimulate cholesterol uptake
and inhibit cholesterol efflux, leading to intimal foam
cell and fatty streak lesion formation.

Inflammation in advanced and
complicated atherosclerotic lesions

Fatty streaks can progress into mature atherosclerotic
plaques (Figure 1B) that contain more complex lesions
characterized by a lipid-rich core covered by a fibrous
cap and a large number of activated inflammatory cells,
particularly T-cells and macrophages. Other cell types are

present such as dendritic cells, MCs, a few B-cells and
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natural killer T-cells. These immune cells are in an
activated state and produce pro-inflammatory cytokines
such as IFN-y and TNF-w.

Macrophages play major roles in plaque destabilization
through the production of various enzymes, activators,
inhibitors and biocactive mediators. For example,
macrophages express and release MMPs, which digest
the plaque’s matrix and thus impair 1ts stability. This
destabilization can also result from the induction
of SMC apoptosis by macrophages requiring direct
cell-cell contact or proximity and partly due to Fas/Fas-
ligand interactions [29]. On the other hand, apoptosis
of macrophages themselves induces necrotic core
formation, reinforcing plaque fragility [30].

In addition to macrophages, T-cells localize at sites of
plaque rupture. Thi cytokines (IFN-y and TNF-¢) in-
hibit the proliferation of SMCs and the production of col-
lagen by SMCs, thereby reducing stability of the plaque.
Moreover, pro-inflammatory cytokines, such as IL-1 or
TNF-er, can stimulate MMP activity and their production
by SMCs [31,32]. IFN-y inhibits SMC proliferation and
can also, together with TNF-¢r and IL-1, promote apop-
tosis of SMCs [33], increasing the risk of plaque rupture.

MCs have also been identified in advanced athero-
sclerotic lesions and at the sites of plaque rupture
or erosion [34]. The number of degranulated MCs 1s
especially pronounced in the shoulder regions of ath-
eroma, the predilection sites for atheromatous rupture.
Moreover, the number of MCs tends to increase with
the clinical severity of coronary syndromes [26]. These
findings argue for the possibility that MC degranul-
ation contributes to the vulnerability of plaques [35].
MCs may also participate in plaque erosion by inducing
apoptosis of ECs via the secretion pro-apoptotic factors,
such as TNF-¢, thereby inducing the detachment of
ECs from the cap. Moreover, MCs can contribute to
matrix degradation by secreting proteases (chymase
and tryptase) that activate MMPs, promoting collagen
degradation and plaque destabilization. For example,
studies have shown that human chymase and tryptase
pro-MMP-1 [36] and pro-MMP-3 [37]
respectively. In addition, chymase could act directly on
SMC function by inhibiting collagen synthesis [38] or

activate

by inducing their apoptosis [39]. These effects would
weaken the cap and predispose the plaque to rupture.
Recent findings have shown an accummlation of
neutrophils in atherosclerotic lesions [7,8]. Their role
in atherogenesis was clearly demonstrated in neutrophil-
depleted ApoE™/~ mice which develop reduced athero-
sclerotic lesions [8]. Moreover, analysis of neutrophils in
human atherosclerotic plaques showed a high number
of NEP {neutral endopeptidase)-positive neutrophils in
ruptured plaques compared with eroded plaques, suggest-
ing a role for this cell type in plaque destabilization [40].
The most important consequences of atherosclerosis,
such as myocardial infarction and stroke, are caused by

thrombosis. Thrombus formation is driven by plaque
rupture or erosion and, in human coronary atheroma,
the numbers of macrophages, activated T-cells and MCs
are increased at these sites of rupture or erosion [34,41].
This trio of pro-inflammatory cells work together
supporting a link between immunity and thrombosis in
atherogenesis.

Thrombus formation starts with the coagulation
cascade, which involves activated platelets and thrombin
formation. In fact, inflammation processes stimulate
tissue factor expression on cells within the plaque core
{macrophages and SMCs), and rupture of the fibrous cap
exposes the thrombogenic core to circulating platelets,
leading to the aggregation process and subsequent artery
occlusion. In addition to its well-recognized role as an
effector of the coagulation cascade, thrombin is also
linked to inflammatory pathways of atherosclerosis by
directly activating vascular cells such as ECs, SMCs
and macrophages [42]. Thus thrombotic processes could
amplify inflammation, and inflammation promotes
further thrombosis, creating an amplification loop that
could maintain atherogenic signals.

FAMILY OF PI3Ks (PHOSPHOINOSITIDE
3-KINASES)

Inflammatory processes are relayed by a broad range
of receptors at the cell surface, such as cytokine recep-
tors, chemokine receptors and other growth factor
receptors, but their activation could lead to commeon
pathways of intracellular signalling. Among these shared
intracellular events, activation of the family of PI3Ks
has been described downstream of a large variety of
immune receptors. Members of this family, producing 3-
phosphoinositides and especially PrdIns(3,4,5)P;, are key
enzymes of intracellular signalling involved in many bio-
logical effects, such as proliferation, migration, metabalic
homoeostasis and cell survival, implicating PI3K in differ-
ent pathologies including inflammatory and cardiovascu-
lar diseases. Onthe basis of their structural characteristics
and substrate specificity, PI3K are divided in three classes
referred to as class 1, I and 111 (Figure 2) [43,44].

The class I PI3K family, the sole members of which are
able to produce PtdIns(3,4,5)P;, is divided mn two sub-
classes. Class 1A 1s characterized by a p110 (e,f or §)
catalytic subumt and a p85 regulatory subunit, whereas
class IB is constituted by a single protein (p110y or
PI3Ky) that could be linked to an adaptor protein (p101
or p84/p87) [45,46].

Each member of the class I PI3K family is activated
by distinct pathways based on the cell type and the cell-
surface receptor. The p85 subunit of class IA possesses
the distinctiveness to bind consensus YXXM motifs
when they are phosphorylated on tyrosine residues. This

motif s found on the intracytoplasmic tail of tyrosine
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PI3K activity 1s also involved in T-cell migration,
but the isoform involved is still controversial. Indeed,
in vitro studies have demonstrated that the migration
of PI3Ky-deficient CD4" and CD8' T-cells to CCL19
and CXCL12, and to low doses of CCL21, was reduced
by 30-65%, whereas p1108 activity appeared to be
dispensable [72,73].

In contrast, recent observations using multi-photon
intravital microscopy revealed that a lack of PI3Ky had
negligible effects on migration velocities, but resulted in
increased turning angles of T-cells [74]. Moreover, sys-
temic lupus induced by an enhanced activation of PI3K
class IA in T-cells was ameliorated by PI3Ky-deficiency
without any effects on T-cell invasion, suggesting that
PI3K class IA, but not PI3K class 1B, was involved in
T-cell mugration # vivo [75]. More recently, two groups
have shown a role of p1108 in T-cell trafficking [76,77].
Indeed, it has been proposed that PI3K$ activation me-
diates antigen-receptor-induced and cytokine-induced
down-regulation of CD62L (L-selectin). This adhesion
molecule regulates lymphocyte re-circulation. A kinase-
inactive mutant of p1108 and PI3K inhibitors prevented
boththe proteolytic cleavage pathway and transcriptional
mechanisms that control CDé62L expression in activated
T-cells [76]. Moreover, Jarmin et al. [77] have shown
that T-cells from mice expressing catalytically inactive
p1108 lost susceptibility to TCR-induced migration and
failed to localize efficiently to antigenic tissues. These
results indicate that p1105 is involved in T-cell trafficking
and that pharmacological inhibition of this kinase could
decrease T-cell-mediated inflammation.

PI3K in T-cell function

In addition to its role in T-cell migration, PI3K has also
been involved in lymphocyte function. Lymphocytes
respond to antigen by a direct binding through BCRs
and TCRs or by interaction with Fe region of immuno-
globulins through the Fc receptor family. Class 1 PI3Ks
could be activated by all of these receptors. In T-cells,
activation of PI3K occurs after TCR cross-linking. This
activity is enhanced by CD28 or IL-2 co-stimulation.
However, the isoform involved in this process is
controversial. Alcazar et al. [78] have demonstrated
that, after TCR ligation, PI3Ky interacts with Ggyq,
tyrosine kinases and ¢ -associated proteins to produce 3-
phosphorylated polyphosphoinositides at the immuno-
logical synapse. On the contrary, using an imaging
approach to visualize PI3K signalling in single T-cells,
Garcon et al. [79] have shown that PI3Ky is not required
for antigen-dependent PI3K activity and did not observe
any defects in proliferation or cytokine secretion in
pl10y ™/~ CD4% T-cells, as demonstrated by Sasaki
ct al. [59]. They showed that PI3K activity at the T-cell-
antigen-presenting cell contact area was dependent on
the p1108 isoform. CD28 enhanced PrdIns(3,4,5)Ps
production at this site independently of ts YMNM motif
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required to interact with the p85/p110 heterodimer,
suggesting that the heterodimer interacts with CD28
by another way. Nonetheless, PI3K8 and PI3Ky are
involved together in thymocyte selection, where the
combined activities of the two catalytic subunits were
required for normal T-cell development [65,80].

PI3K and activation of microbicidal
activity

After recruitment to the inflamed site, neutrophils and
macrophages generate ROS by activation of NADPH
oxidase [81]. These ROS are involved not only in the
killing process combating bacterial and fungal infections
directly through the damaging actions of oxygen radicals,
but also through the activation of phagosomal proteases.
The PI3Ky isoform plays an important role in this
process, since the production of ROS induced by {MLP
(N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine) in primed
neutrophils was dramatically reduced in the absence of
PI3Ky [64-66]. The use of pharmacological inhibitors
directed against different isoforms of PI3K has permitted
the demonstration that ROS production is under the
dependence of the sequential activation of different
isoforms of PI3K. Stimulation of TNF-¢-primed human
neutrophils with fMLP results in the biphasic activation
of PI3K. The first phase 1s strictly dependent on PI3Ky,
whereas the second one, which is entirely dependent
on the first, requires activation of PI3K$ and partially
PI3Ker and PI3KS [82].

Regulation of pro-inflammatory cytokine
secretion by PI3K

Even if most of the events recruiting PI3K activity in
immune cells are involved in pro-inflammatory process,
in certain cases PI3K activity could regulate cytokine
secretion to act as a limiting factor in inflammation.
Upon bacterial infection, antigen-presenting cells, such
as macrophages and dendritic cells, recognize PAMPS
(pathogen-associated molecular patterns) using cell-
surface TLRs. The PI3K pathway has been shown to
be activated by varicus TLR ligands and can function
as a positive or negative regulator of TLR responses
depending on the cell type and the TLR used [83].
In sepsis, one of the most potent inflammatory agents
LPS, acomponent of Gram-negative bacteria membranes,
induces the production of inflammatory mediators and
cytokines, suchas IL-1ce, IL-18, IL-6 and TNF-c, via the
activation of TLR-4 and the transcription factors Egr-1,
AP-1 (activator protein-1)and NF-x B {nuclear factor « B)
[84]. TLR-4 triggering induces the concomitant activation
of PI3K, which is able to negatively regulate the pro-
duction of inflammatory mediators in dendritic cells and
human monocytes [83,85,86]. This negative regulation of
inflammatory processes by PI3K has also been observed
in mouse resident peritoneal macrophages stimulated
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with LPS. In this model, chronic administration of E2
(17 -oestradiol) to ovariectomized mice increases the
expression of IL1-g, IL-6 and IL-12p40 in resident
peritoneal macrophages in response to LPS ex vivo by
altering the TLR-4 pathway. E2 treatment results in
the inhbition of PI3K activity in LPS-activated macro-
phages, whereas NF-«B p65 transcriptional activity was
concomitantly increased [87]. These results suggest that
PI3K could modulate TLR signalling, having a role in the
gate-keeping system to prevent excessive innate immune
response. This functionis probably mediated by a class TA
PI3K as introduction of a vector producing short hairpin
RNA targeting the p1108 catalytic subumt in the mouse
macrophage cell line Raw264.7 also enhanced the TLR-
mediated response [88].

Activation of MCs and eosinophils by PI3K
MCs and eosinophils are, in addition to neutrophils and
macrophages, essential in fighting against infections
and parasites and could participate in the development
of inflammatory pathologies, such as atherosclerosis,
by releasing histamine-containing granules and immune
mediators. MCs are activated by cross-linking of the IgE-
receptor-induced allergen-IgE complex. This event leads
to the activation of tyrosine kinases that phosphorylate
ITAMs as well as Gab2 [Grb2 {growth-factor-receptor-
bound protein 2}-associated binder2][89], creating dock-
ing sites for class I PI3Ks. PtdIns(3,4,5)P; production in
this context is necessary for Btk (Bruton tyrosine kinase)
and PLCy (phospholipase Cy) activation, causing the
opening of Ca*t channels and granule release [90,91]. It is
now proposed that p1108 and p110y could be recruited in
this pathway. p1108 could be recruited by the docking site
mentioned above and could be responsible fora first wave
of Prdlns(3,4,5)P; production [92], and p110y, recruited
by an autocrine mechanism involving the secretion of
GPCR agouists, such as adenosine, could be necessary to
obtain a full response in MC degranulation [94]. Con-
sistent with these findings, inhibition of PI3K$ [92,94]
or PI3Ky [93,95] iw vévo induces a decrease in the ana-
phylactic allergic response in mice; however, recent stud-
ies using PI3Ky - and PI3K$-1soform-specific inhibitors,
as well as PI3Ky- or PI3K§-deficient mice, have shown
that PI3K3, but not PI3Ky, was involved in the allergen-
induced allergic response m vivo [96]. One explanation
for the discrepancies between the studies could be the
differences in the sensitization protocol. Although Laffar-
gue et al. [93] used intravenous IgE and antigen injection,
Alietal. [92] performed local intradermal administration
of IgE and antigen. We suggest that the dose of antigen
in tissue differs between the two protocols and that
the high dose used in the intradermal protocol masks the
potentiation of the response induced by GPCR agonists.

Moreover, PI3Ky activity appears to be responsible
for the maintenance of eosinophilic inflammation iz wivo

[97], reinforcing the central role of this soform inallergic

pathology.

Control of platelet function by PI3K
Platelets play critical roles in thrombosis by adhering
to and aggregating at sites of vascular injury. These two
mechanisms are controlled by intracellular pathways,
with growing evidence suggesting a major role for PI3K
in these processes. Although all PI3K isoforms are ex-
pressed in platelets, only the PI3K g and PI3Ky appear
to play important roles in platelet activation. Indeed,
p85-deficient mice, which have a large decrease in
pl10cr, pl108 and pl108 expression levels [98-100],
have no defects in platelet aggregation in response to
soluble agonists, such as ADP, TXA; (thromboxane
A2), thrombin or vWF {(von Willebrand factor), suggest-
ing a compensation by PI3Ky [98]. Nevertheless, platelet
aggregation was modified in response to collagen, sug-
gesting a role of class IA PI3Ks in GPVI {glycoprotein
VI) signalling [98]. Consistent with these findings,
pl108-deficient platelets had only a slight decrease in
platelet aggregation in response to low concentration of
CRP (C-reactive protein), without any modification in
response to the other classical stumuli [101].

The absence of a model with a specific deletion of
pl10er or pl10g in a megakaryocyte lineage does not
allow the role played by these two isoforms in platelet
function to be dissected. To investigate the role of PI3K A,
Jackson et al. [102] used a specific p110# inhibitor and
demonstrated that this activity was necessary to sustain
integrin «llbg3 activation and aggregation upon ADP
stimulation and in response to low levels of other soluble
agonists. Moreover, the PI3K# inhibitor prevented the
formation of stable integrin adhesion contacts, leading
to defective platelet thrombus formation. Interestingly,
PI3Ky -deficient mice have a defect in platelet aggregation
in response to ADP and to threshold concentrations of
collagen [103,104]. Studies of the molecular mechanisms
showed a decrease in PKB (protein kinase B)/ Akt phos-
phorylation and «IIbg3 fibrinogen receptor activation
in the absence of PI3Ky downstream of P2Y12 receptor
activation. These events did not modify bleeding time,
but protected mice against thromboembolism induced
by ADP. These studies suggest a role for multiple PI3Ks
in this pathway and place PI3K g and PI3Ky as potential
pharmacological targets in antithrombotic therapy.

TARGETING A PI3K ISOFORM IN
ATHEROSCLEROSIS?

Many drugs used in cardiovascular therapy have anti-
inflammatory properties in addition to their targeting ac-
tions on modifying risk factors, such as hypertension
and hyperlipidaemia [105]. Among them, ACEIs {angio-
tensin-converting enzyme inhibitors), ARBs (angiotensin
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ITtype 1 receptor blockers), calctum channel blockers, the
antiplatelet agent clopidogrel, and PPAR (peroxisome-
proliferator-activated receptor)-ez and PPAR-y activators
appear to be involved in inflammatory pathways, but
the clinical benefits of these effects remain unclear in
cardiovascular diseases. In the same manner, atheropro-
tective action of statins, mainly used for their cholesterol-
lowering effect, could also be attributed to their anti-
inflammatory properties [106-109].

At the present time, great efforts are engaged in
identifying novel and innovative drugs targeting inflam-
matory proteins for the treatment of atherosclerosis.
Potential inflammatory targets are factors involved
in the recruitment of leucocytes, including P-selectin,
E-selectin, L-selectin, adhesion molecules, NF-«B, leu-
cocyte integring, cytokines (IL-1, 1L-2, IL-6 and IL-18),
and chemokines [MCP-1, RANTES, MIF (macrophage
migration inhibitory factor), SDF-1 (stromal-derived
factor-1)] and their receptors. Coagulation, fibrinolytic
and complement activation cascades constitute other pro-
inflammatory mediators that could be targeted for
treating atherosclerosis. Other potentially interesting
targets include the CB; (cannabinoid 2) recepror that
is expressed on macrophages and T-cells within athero-
sclerotic lesions. Treatment with a CB; receptor
agonist blocks atherosclerosis progression, probably by
inhibiting the Thl response and macrophage chemotaxis
[110]. Interestingly, most of the PI3K isoforms are
involved in these inflammatory processes.

Several pharmaceutical compamies have developed
PI3K inhibitors. Since the early 1990s, two pan-PI3K
inhibitors, wortmannin and LY294002, have been
largely used in many studies to analyse PI3K function.
Wortmannin is a fungal metabolite initially isolated from
DPenicillinm wortmanni [111] which inhibits all PI3Ks at
nanomolar concentrations. By contrast, LY294002 is a
synthetic compound [112] active at micromolar levels.
These two compounds do not allow the discrimination
between different PI3K classes, but have beenusefultools
to aid research and development of a new generation
of compounds. Thus a panel of isoform-specific PI3K
inhibitors has started to appear, and their structures have
been recently reviewed by Marone et al. [113]. A series
of compounds (AS-252424, AS-605240 and AS-604850)
produced by Merck-Serono have been described that
selectively inhibit PI3Ky [114-117].

Initial studies have proposed that PI3Ky-selective in-
hibitors possess immunomodulatory potentials, suggest-
ing that PI3Ky 1s a good candidate for drug development
in chronic inflammation and autoimmune diseases
[116]. In mouse models of rheumatoid arthritis, oral
administration of selective PI3Ky inhibitors successfully
prevented the progression of joint inflammation and
neutrophil accumulation [114]. Moreover, &t has been
demonstrated that intraperitoneal administration of a
PI3Ky inhibitor in a mouse model of systemic lupus
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crythematosus led to a reduction in pathogenic CD4%
memory cells, resulting in a blockade of glomerulone-
phuitis and extended lifespan [115].

Recently, the role of PI3Ky in atherosclerosis devel-
opment has been demonstrated i vivo in mice by using
different approaches [118,119]. Intraperitoneal ad minis-
tration of a specific PI3Ky inhibitor (AS-605240;
10 mg/kg of body weight daily) significantly decreased
early atherosclerotic lesions in ApoE~/~ mice, as well as
more advanced plaques in LDLr™/~ mice fed a hypercho-
lesterolaemic diet [119]. These results are in accordance
with those reported by Chang et al. [118] showing
that PI3Ky ~/=/ApoE~/~ double-knockout mice have de-
creased lesion size compared with PI3Ky/*/ApoE~/~.
PI3Ky expression and activity are clevated in both
human and mouse atherosclerotic lesions, especially in
macrophage- and T-cell-rich regions. Moreover, deletion
of the p110y gene abrogates all detectable PKB/Akt ac-
tivation as well as the PI3K-dependent phosphorylation
of the downstream effector molecules FKHR [forkhead
homologue in rhabdosarcoma; a member of the FOXO
(forkhead box O} family of transcription factors], AFX
(another member of the FOXO family of transcription
factors), GSK3 (glycogen synthase kinase 3), p70
S6 kinase, S6 ribosomal protein and PKC# (protein
kinase C#) in atherosclerotic plaque macrophage/foam
cells from ApoE™~ mice [118]. The involvement of
PI3Ky in inflammatory processes of atherogenesis has
been demonstrated in chimaeric mice lacking PI3Ky
exclusively in immune cells with a decrease m the size of
lesions (approx. 50 %) [119]. Analysis of plaque cellular
composition showed that the absence of immune cell
PI3Ky reduces macrophage (30%) and T-cell (50 %)
infiltration within atherosclerotic lesions as well as an
increase in SMC and collagen content, suggesting a bene-
ficial effect on plaque stability [119]. Taken together, these
results clearly demonstrate that PI3Ky has the potential
to modulate inflammatory processes in the vascular wall
responsible for multiple stages of atherosclerosis, such as
fatty streak formation and plaque stability. The relative
contribution of PI3Ky from different immune cells could
be interesting to dissect. The importance of PI3Ky in 'T-
cells and in eosinophils/MCs and the essential role of
these two cell types in the initiation and progression
of the pathology has led us to speculate that PI3Ky from
these two cell types is essential in atherosclerosis.

In addition to its immune functions, PI3Ky has
important functions in cardiovascular system. Previous
studies have demonstrated low levels of PI3Ky in SMCs
and in cardiomyocytes, where it controls vascular smooth
muscle tone [120] and cardiac cell contractility [121,122].
Moreover, TargeGen has designed a new interesting com-
pound, named TG100-115, able to inhibit both PI3Ky
and PI3KS. Studies using this inhibitor have demon-
strated that PI3Ky and PI3KS regulated infarct size
after ischaemia/reperfusion injury [123]. TG100-115 has
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entered clinical trials {(phases I and 11) for acute myocar-
dial infarction [124]. Other PI3K inhibitors targeting all
class I PI3K isoforms are entering phase 1/11 trials in can-
cer treatment (reviewed 1n [113]), but their potential side
effects, especially on metabolism, could be a trade-off for
their efficacy in the treatment of cardiovascular diseases.

CONCLUSIONS

Current therapies used in cardiovascular diseases target
inflammation as secondary part of their action. Advances
in our understanding of the involvement of PI3K, in par-
ticular PI3Ky, ininflammation have led to a muchinterest
in the development of specific inhibitors of each class 1
PI3K isoform. The next decade will see trials of agents
that specifically target inflammation in the treatment of
atherosclerosis. Inhibitors of specific class I PI3K iso-
forms could be one of these potential anti-inflammatory
drugs useful not only in the treatment of atherosclerosis,
but also in other chronic inflammatory diseases.
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ROLE DE LA PHOSPHOINOSITIDE 3-KINASE y DANS LA PAROI ARTERIELLE : UNE CIBLE
THERAPEUTIQUE DANS LE TRAITEMENT DE L'’ATHEROSCLEROSE ET DE SES
COMPLICATIONS ?

Le rble de l'inflammation dans le développement des maladies cardiovasculaires reste un domaine majeur
d’investigation dans la recherche de nouvelles thérapies. En effet, I'inflammation constitue un élément essentiel de
la pathologie de l'athérosclérose mais également de la resténose, complication majeure du traitement par
angioplastie de I'athérosclérose. Les cellules inflammatoires ainsi que les médiateurs immuns sont impliqués dans
toutes les étapes du développement de I'athérosclérose. Elles participent également a la modulation phénotypique
des cellules musculaires lisses (CML) qui vont acquérir un phénotype migratoire et prolifératif aboutissant a
I'hyperplasie intimale, celle-ci constituant le mécanisme majeure de la resténose.

L'isoforme gamma des phosphoinositide 3-kinases (PI3Ky) a fait I'objet d’un intérét croissant ces dernieres
années dans les pathologies inflammatoires. Ces kinases appartiennent a la classe | des PI3K capables de générer
du phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3) impliqués dans la régulation d’un grand nombre de processus
biologiques. La classe | des PI3K est divisée en deux sous-classes, la classe IA (p110a, B et §) classiguement
activée par les tyrosine kinases, et la classe IB (p110y) activée par les récepteurs couplés aux protéines G
hétérotrimériques. La génération de souris invalidées pour la PI3Ky a permis de montrer que les voies de
signalisation impliquant cette kinase modulaient des fonctions immunitaires plagant la PI3Ky comme un bon
candidat dans la recherche de cibles thérapeutiques pour le traitement de pathologies auto-immunes. De plus, des
études récentes ont montré un profil d’expression complexe de la PI13Ky incluant de faibles taux d’expression de
cette kinase dans différents types cellulaires du systéme cardiovasculaire notamment dans les CML. L'ensemble de
ces données a permis de poser I'hypothése d'un réle possible de la PI3Ky dans I'athérogéneése et ses complications.

Ainsi dans une premiére partie, nous nous sommes intéressés au rble de la PI3Ky dans le développement
de l'athérosclérose. L’'administration intrapéritonéale d’un inhibiteur pharmacologique spécifique de la PI3Ky
conduit a une diminution du développement de lésions athéromateuses précoces mais aussi de plaques plus
avancées dans deux modeles murins d’athérosclérose. De plus, a I'aide de souris chiméres dépourvues de la PI3Ky
dans le systéme immunitaire, nous avons démontré le role central de la PI3Ky dans les processus inflammatoires
de la paroi artérielle conduisant au développement de la plaque d’athérome et participant a sa déstabilisation.

La deuxiéme partie de ce travail s’est intéressée aux fonctions de la PI3Ky dans les cellules composant la paroi
artérielle et plus particulierement les CML. Ce travail réalisé in vitro a permis de mettre en évidence |'implication
de la PI3Ky dans la migration des CML stimulées par la chimiokine MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1). De
plus, nous avons montré que la PI3Ky pouvait servir d’amplificateur de la réponse au PDGF par un mécanisme
autocrine/paracrine faisant intervenir le complexe MCP-1/CCR2 (MCP-1 receptor).

L'ensemble des propriétés de la PI3Ky dans la paroi artérielle que nous avons démontré placent cette kinase
comme une cible thérapeutique de choix dans le traitement de I'athérosclérose et de ses complications.

Mots clés: Phosphoinositide 3-kinase y; Athérosclérose; Inflammation; Cellules
musculaires lisses aortiques ; Migration
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