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Résumé

Le but de cette thèse était de déterminer si les récepteurs à l’angiotensine (Ang) U étaient

directement impliqués dans le processus d’activation ou de régulation de l’activité des

métalloprotéinases de la matrice (MMPs) et voir s’ils pouvaient être impliqués directement

dans les processus de remodelage vasculaire. Il est bien décrit que l’infusion d’Ang II altère

la structure et la composition de la paroi artérielle. Ces effets sont largement atténués par le

blocage des récepteurs AT1, indépendamment de la pression artérielle (PA) car il n’y avait

pas de changements dans le groupe traité à l’hydralazine, un vasodilatateur général. Notre

étude suggère que Je blocage des récepteurs AT1 et AT2 avec le Sar-fle, réduit la lumière

vasculaire et l’épaisseur de la média, mais la réduction de ces deux paramètres ne change

en rien au ratio média: lumière. Au niveau mécanique, ces vaisseaux montrent une rigidité

accrue. L’indice de croissance de ces vaisseaux n’indiquait à peu près pas d’augmentation,

signifiant une diminution de la prolifération cellulaire. De plus, puisque ces vaisseaux

avaient un module élastique augmenté par rapport aux autres groupes et comparé à un

même stress, cette relation, indépendante de la géométrie vasculaire, laissait soupçonner

une diminution des composants élastiques ou une augmentation des composants non

élastiques fibrillaires. Nous avons donc étudié les principaux composants de la MEC au

niveau des vaisseaux des animaux traités au Sar-fle afin de voir si des changements à ce

niveau pouvaient expliquer les différences dans la structure et les propriétés mécaniques de

ces vaisseaux. Nous avons observé une diminution significative du collagène de type I et de

l’élastine. Par conséquent, nous avons obtenu une diminution importante du ratio collagène

élastine. Nous avons également observé une augmentation de fibronectine dans ces

vaisseaux. En ce qui concerne l’activité des gélatinases, nous avons observé une

augmentation significative de l’activité de la forme active de la MMP-2 suite au blocage

des récepteurs à l’Ang II. De plus, nous avons évalué les inhibiteurs des MMPs (TllvIPs:

«tissue inhibitors of metalloproteinases ») qui pouvaient se fixer à la MMP-2 et nous avons

déterminé qu’il y avait une inhibition presque complète de la fixation de TIMP-2 à la

MMP-2. Ceci vient confirmer qu’il est possible que l’augmentation de la dégradation du
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collagène et de l’élastine puisse en partie être due à l’augmentation de l’activité de cette

enzyme et puisse participer à l’augmentation de la rigidité vasculaire.

Nous avons également évalué l’expression de certaines intégrines. Nous avons démontré

que l’Ang II augmentait l’expression des sous-unités Œ8, f3i, f33 ainsi que l’ostéopontine, qui

sont toutes significativement réduites par le traitement avec losartan, Sar-Ile ou

hydralazine. De plus, l’Ang II a augmenté l’expression de la sous-unité Œ5 et il est

important de noter que le traitement avec losartan l’a augmenté davantage. À l’opposé,

nous avons démontré que le losartan était le seul traitement qui a augmenté l’expression de

la sous-unité Œj. Ces résultats nous démontrent une fois de plus que les récepteurs AT1 et

AT2 ont des effets différents et que parfois l’un peut arriver à compenser les effets délétères

de l’autre, de manière similaire à ce que l’on a observé au niveau de la structure et la

composition de la MEC.

En conclusion, le blocage des récepteurs AT1 et AT2 par le Sar-fle diminue la liaison de

TIMP-2 à la MMP-2. De plus, le Sar-ile augmente l’activité de la MIVIP-2, ce qui a pour

effet de potentialiser considérablement l’activité de cette dernière. L’augmentation

résultante de l’activité de cette gélatinase peut expliquer, en partie, l’augmentation de la

dégradation du collagène de type I et de l’élastine. La diminution de ces deux composants

de la MEC, accompagnée d’une augmentation du dépôt de fibronectine, et la diminution de

la majorité des intégrines, peut participer, du moins en partie, à l’augmentation de la

rigidité des petits vaisseaux de résistance mésentériques. Ceci explique, du moins en partie,

le remodelage observé dans ce groupe de rats traités avec Sar-ile et l’augmentation de la

rigidité vasculaire résultante, suggérant que la stimulation des deux récepteurs à l’Ang II est

nécessaire pour maintenir les fonctions contractiles des CMLV.

Mots-clés : Angiotensine II, matrice extracellulaire, collagène, élastine, fibronectine,

MMPs, TIMPs, intégrine, remodelage vasculaire, résistance vasculaire.
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Abstract

The aim of this thesis was to determine whether Ang II receptors were involved in the

activation and regulation of MMP activity implicated in vascular remodeling. It lias been

weii established that Ang II infusion induces changes in the structure and composition of

the arterial wall. These effects were attenuated by AT1 receptor blockade, independently of

biood pressure as demonstrated by the lack of effect on remodeling of hydralazine despite

efficacious blood pressure iowering. The concomittant biockade of both Ang II receptors

by Sar-ile reduced the vascular lumen and media thickness, witliout altering medialiumen

ratio, meclianically, vessels were stiffer as indicated by decreased strain for a similar level

of media stress when compared to vessels ftom Mg ll-treated rats. The growth index of

mesenteric resistance arteries was flot increased, indicating that there was a decreased

cellular proliferation. Because vessels from Sar-Ile treated group had an increased elastic

modulus for the same media stress level, we assumed that a decrease in the elastic

components or an increase in the non-elastic fibrillar components had occurred, since this

reiationship is independent of geometry of the vessel. We then evaiuated the ECM

components which could explain the differences observed in the structure and mechanicai

properties of these vessels. In Sar-Jie treated animais, we found significant decreases in

type I coilagen and elastin witli subsequent decreased coilagen : elastin ratio which could

contribute in part to increased in tlie vascular stiffness. We also showed that fibronectin is

increased in Sar-fle treated Mg ll-infused rats. Thereafter, we investigated the regulation

and activation of gelatinases. We showed a significant increase in MMP-2 active form

followed blockade of Ang II receptors wïth Sar-Ile. Moreover, we evaluated the activity of

MMP inhibitors (TIMPs) which couïd affect MMP-2 activity. We determined that there

was a nearly compiete inhibition of TUvTP-2 binding to MMP-2 following Sar-Tie treatment.

Wlien the enzyme inhibitor ratio was considered, the relative MMP-2 activity in the Sar

fie group was increased compared to other groups, which couid explain increased eiastin

and coilagen degradation and partiy, the structurai changes and increased stiffness of the

resistance vessels.
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We also evaluated the expression of integrins involved in the anchoring of ECM

components in order to verify whether the increase in vesse! wall stiffness in animais

treated with Sar-ile was attributable onÏy to modification of ECM components. Ang II

enhanced vascular Œ8, 33 integrins and osteopontin expression, which were significantly

reduced by losartan, Sar-lie and hydralazine. Although Ang II increased vascular Œ5

subunit expression, this was increased further by losartan. Losartan was the only treatment

that induced a subunit expression. These resuits demonstrate that AT1 and AI2 receptors

have countervailing effects on vascular integrin subunit expression, similarly to their effects

on vascular remodeling, structure and ECM composition. Moreover, the decreased o

integrin which is implicated in the binding process (anchoring), showed decreased binding

to the ECM in VSMC, suggestïng that VSMCs may develop a migratory phenotype after

AT1 and AT2 antagonism.

In conclusion, concomittant AI1 and AI2 receptor blockade decreased binding of TIIVIP-2

to MMP-2, and increased MMP-2 activity. The resultant increase in gelatinase activity can

explain, in part, the increased degradation of type I collagen and elastin. These two ECM

components, combined with increased fibronectïn, participate, at least in part, in the

increased stiffness of smail resistance mesenteric vessels. Moreover, the observed decrease

of most of the integrins, particularly affecting a5 integrin, was associated with a decreased

growth index and TIMP-2 in the Sar-lle-treated group. This partially explains the vascular

remodeling and resulting increased wail stiffening observed in animais treated with Sar-ile,

which suggests that both Ang II receptors are necessary to maïntain the contractile

functions of VSMC.

Keywords: Angiotensin II, ECM, coïlagen, elastin, fibronectin, MMPs, TJMPs, integrin,

vascuiar remodeling, vascular stiffness.
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1. Introduction

L’hypertension artérielle (HTA) est une maladie chronique marquée par une élévation de la

pression artérielle (PA) au-delà d’un certain seuil. Selon la définition de l’Organisation

Mondiale de la Santé et celle de la Société Internationale d’Hypertension, un patient est

hypertendu lorsque sa PA systolique est supérieure à 140 mmHg et/ou sa pression

diastolique est supérieure à 90 mmHg [1]. La PA est affectée par deux composantes

hémodynamiques importantes, soit le débit cardiaque et la résistance vasculaire

périphérique. Dans l’HTA, ces paramètres semblent être augmentés. Toutefois,

l’augmentation de la résistance périphérique persiste même après une baisse du débit

cardiaque, ce qui confère à la résistance vasculaire périphérique un rôle déterminant dans le

développement de l’HTA. En effet, la résistance d’un vaisseau à l’écoulement du sang est

donnée par la loi de Poiseuille (Équation 1).

Équation 1: Loi de Poïseuille R =
17 X 1(I? est la résistance, 1 est la longueur du

r1
vaisseau, i est la viscosité sanguine et r est le rayon interne du vaisseau).

Donc, une petite variation du rayon vasculaire entraînera une augmentation significative de

la résistance vasculaire. En effet, dans l’HTA, parmi les anomalies vasculaires rencontrées,

il y a une réduction significative du rayon des petits vaisseaux. La connaissance précise du

calibre vasculaire permettra de mesurer la contribution du lit vasculaire dans la diminution

de la PA précapillaire. Les artères de conductance (dont le diamètre est supérieur à 300 im

tel que l’aorte et autres vaisseaux aussi bien que leurs branches incluant les artères

musculaires de calibre moyen) ou les petites artères (dont le diamètre est compris entre 150

et 300 .tm) contribuent à une baisse de la PA au long de l’arbre vasculaire et par

conséquent à une augmentation de la résistance vasculaire de 10% ou 40%, respectivement

[2].



3

L’augmentation de la PA engendre un remodelage de la structure vasculaire, caractérisé par

un changement des constituants et du calibre de la paroi vasculaire ainsi que par une

altération fonctionnelle des cellules constituant cette paroi, telles que les cellules

endothéliales et musculaires lisses. Subséquemment, ces altérations contribuent au

déséquilibre de la résultante des stimuli vasoconstricteurs/vasodilatateurs et à l’élévation du

tonus vasculaire, ce qui entraîne une élévation persistante de résistance périphérique.

Cependant, un traitement avec des antihypertenseurs, tels que les inhibiteurs de l’enzyme

de conversion de l’Ang II (ffiCA), les antagonistes des récepteurs AT1 de l’Ang II (ARA)

et les bloqueurs des canaux calciques de type L, baissent la PA et régressent le remodelage

vasculaire [3-5]. Le système rénine-angiotensine aldostérone (SRAA) joue un rôle

important dans la régulation de la PA. Les perturbations du SRAA contribuent à la

physiopathologie de l’HTA.

1.1. La paroi artérielle

1.1.1. Morphologie

Les artères peuvent être grossièrement subdivisées en deux groupes, selon leurs structures

élastiques et musculaires. Les artères élastiques ont relativement un grand diamètre et sont

retrouvées en périphérie du coeur. Ce type d’artères est appelé élastique puisqu’elles

contiennent de petites cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). Les artères

musculaires, par contre, contiennent une grande quantité de cellules musculaires et, en

général, elles sont localisées en périphérie. Au niveau microscopique, la paroi artérielle est

constituée de trois couches qui se nomment (de l’intérieur vers l’extérieur) t tunica intima,

tunica media et tunica adventitia (Figure 1). Les propriétés de chaque couche sont discutées

brièvement [6].
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1.1.1.1. Intima

La couche la plus interne consiste en fait en une mono-couche de cellules endothéliales

séparées de la couche sous-endothéliale par une fine membrane basale. C’est l’interface

entre le sang et la paroi du vaisseau. L’intima est très mince et elle ne contribue pas de

manière significative aux propriétés mécaniques de la paroi artérielle. Cependant, elle joue

un rôle important dans les pathologies telles l’athérosclérose et la resténose, puisque

l’épaississement de cette couche pourrait mener à l’occlusion de la lumière [6].

1.1.1.2. Média

La couche au centre de la paroi consiste en un réseau de fibres d’éÏastïne, de collagène et de

CMLV. La média est séparée en plusieurs couches par des lames élastiques fenestrées,

créant une couche fibreuse concentrique dans le but de renforcer la paroi. Le nombre de

lamelles présentes, diminue en direction de la périphérie et sont absentes chez les petites

artères. Les lamelles sont interconnectées par de fibrilles élastiques desquelles donnent de

la force et de l’élasticité à la média. Les CMLV sont présentes dans ce réseau et elles sont

interconnectées avec les fibres d’élastine et de collagène [6].

1.1.1.3. Adventice

La couche la plus externe compose uniquement une petite partie de la paroi artérielle et

consiste principalement en une épaisse collection de fibres de collagène, principalement

sécrétées par les fibroblastes adventitiels. L’adventice contribue à la résistance du vaisseau

et limite sa déformation à de hautes pressions intraluminales [6].

1.1.1.4. Vasa-vasorum

Les vasa vasornm forment un réseau microvasculaire dans la courche adventitielle des

artères de grand calibre, et aussi au niveau des coronaires. Ces petits vaisseaux ne



franchissent la frontière externe de la média (lame limitante élastique externe) que dans

l’aorte thoracique. La média (comme l’intima) de toutes les autres artères est normalement

avasculaire: la nutrition du seul tiers externe y dépend des vasa vasorum, alors que celle des

deux tiers internes dépend de ce qui diffuse depuis la lumière artérielle au travers de

l’intima. fi existe une corrélation entre l’étendue de la néovascularisation par les vasa

vasorum et la sévérité de l’athérosclérose dans les coronaires humaines. De plus,

l’induction d’une hypercholestérolémie chez le porc résulte en une augmentation de la

néovascularjsation des vasa vasorum des coronaires. Une étude utilisant un scanner

microscopique révèle que les microvaisseaux de r ordre sont plus nombreux et

désorganisés. H a été démontré que cette néovascularisation peut jouer un rôle dans le

remodelage athérornateux [7J. L’hypertension artérielle expérimentale conduit également à

un accroissement de la néovascularisation adventitielle et il a été démontré que ce

processus implique la voie HIF-IaJVEGf [8].

Adventice

( Lirnitante élastinue externe
Cellules

musculaires Média

lisses
l. Lirnitante élastique interne

Tissu conjonctif

Endothéliurn

figure 1. Structure des artères.
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1.2. Tension artérielle

La tension artérielle communément appelée pression artérielle (PA) est la pression qui

règne à l’intérieur des artères. Elle est exercée par le sang sur la paroi des artères et elle est

exprimée en millimètres de mercure (mmHg). Le niveau de la PA est contrôlé, entre autres,

par le système nerveux central et il est adapté en permanence à la situation momentanée au

moyen de messages transmis par les voies nerveuses. La PA varie chez l’adulte, elle dépend

de divers facteurs et surtout de la force de projection du sang dans les vaisseaux sanguins,

par le coeur, et du diamètre des vaisseaux; ceux-ci opposant une résistance, par

«frottement », à la circulation du sang.

La PA n’est pas uniforme, elle est donc plus forte dans de gros vaisseaux (tronc, tête, bras et

jambes) et moins importante dans les vaisseaux sanguins ayant une section plus petite

(vaisseaux capillaires). La pression est plus élevée dans les artères que dans les veines. On

distingue 2 phases la première phase correspond à la contraction du coeur (pression

systolique ou maximale), lorsque le coeur se contracte la pression augmente brusquement

dans les artères, c’est le chiffre le plus élevé et il correspond à la pression systolique. fl est

normalement inférieur à 140 mmNg. La deuxième phase coïncide avec la phase de repos du

coeur, durant cette phase, il reste toujours dans les vaisseaux une pression résiduelle

(pression diastolique minimale). Cette pression correspond au chiffre le plus bas et il

correspond à la pression diastolique. Il est en générai compris entre 50 et 90 miriHg. Ainsi

chez un sujet jeune et en santé, on trouvera une PA systolique de 120 mmHg et une

pression diastolique de 80 mmHg. Plusieurs autres facteurs au niveau cardiovasculaire sont

également impliqués dans le contrôle de la pression artérielle. Je vous suggère de consulter

la Figure 2 afin de connaître ces facteurs et constater à quels niveaux ils peuvent agir.
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Figure 2. Facteurs importants impliqués dans le contrôle de la pression artérielle.

1.2.1. Hypertension artérielle

L’HTA essentielle constitue un risque sérieux pour la santé, en raison des complications

graves qu’elle entraîne, telles que l’insuffisance cardiaque congestive, la maladie

coronarienne, l’insuffisance rénale et les accidents vasculaires cérébraux (AVC) {9;lOj. Un

dépistage précoce auprès de la population, l’adhésion à un régime de vie plus sain et le

recours à la pharmacothérapie sont autant de mesures efficaces pour lutter contre cette

maladie. Par contre, les succès obtenus jusqu’ici sont minces par rapport aux défis qui

restent à relever. L’HTA toucherait aujourd’hui près d’un milliard de personnes, ce qui en

fait une des principales causes de mortalité dans le monde, et aucun traitement curatif n’a

Vc4uju lIUULil
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encore été mis au point [9]. Confronté à traiter de façon permanente les personnes qui

souffrent d’HTA, le clinicien a la tâche difficile de choisir le meilleur traitement possible.

Ce choix dépend de nombreux facteurs, liés notamment aux caractéristiques du malade et à

celles des médicaments disponibles sur le marché. Depuis les 10 dernières années, la

pharmacopée antihypertensive s’est complexifiée et de nouvelles classes pharmacologiques

ont fait leur apparition. Durant la même période, la population du Québec n’a cessé de

prendre de l’âge, le taux de vieillissement étant un des plus élevés du monde [11]. À ces

considérations démographiques s’ajoutent d’autres problèmes de santé, comme le diabète

de type 2 et l’obésité, dont les répercussions sur la santé cardiovasculaire des populations

des pays industrialisés se font de plus en plus sentir. Le choix d’un traitement

antihypertenseur est donc devenu un véritable défi. Chez le patient, il faut, d’une part,

abaisser efficacement la tension artérielle et, d’autre part, améliorer les autres facteurs de

risque ou de comorbidité en présence.

Après avoir étudié les valeurs de la tension artérielle dans la population en général,

Pickering a remarqué que leur distribution était virtuellement normale (ou gaussienne) et

ce, en incluant les valeurs mesurées chez les hypertendus [12]. Les sujets hypertendus ne se

démarquent donc pas de façon franche du reste de la population, sinon qu’ils se retrouvent

graduellement et constamment, à une extrémité de la courbe de distribution. Par

conséquent, il serait difficile de définir avec précision une valeur de PA au-delà de laquelle

on dit qu’une personne devient hypertendue. Les différents organismes et sociétés

s’intéressant au problème de l’HTA proposent néanmoins aux cliniciens une définition

diagnostique. Généralement, on dit qu’une personne souffre d’hypertension lorsque la

mesure de sa PA au repos montre des valeurs supérieures ou égales à 90 mmHg, pour la

tension diastolique ou à 140 mmHg, pour la pression systolique et ce, à différentes reprises

durant une période d’au moins six mois [9;13-15]. Cette définition se base sur les résultats

d’études longitudinales démontrant, d’une part, une incidence accrue de complications

cardiovasculaires dans les populations où la PA moyenne s’élève au-delà de l’une ou
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l’autre de ces deux valeurs et, d’autre part, une diminution d’un tel risque lorsque la tension

est abaissée au-dessous de ces mêmes chiffres.

Les catégories de PA chez l’adulte, publiées à la suite du dernier consensus du « National

Heart, Lung, and BÏood Institute» américain, le 7e rapport du «Joint National Commitee

2003 (JNC-7)» [9](Tableau I). Cette classification se base sur la moyenne de deux ou de

trois lectures de la tension artérielle, prise en position assise, lors d’ au moins deux visites

médicales distinctes.

=Z==I=== Valeurs de pression artérielle (mmflg)

Catégorie Systolique Diastolique

Normale < 120 et < 80

Pré-hypertension 120-139 ou 80-89

Hypertension de stade 1 140-159 ou 90-99

Hypertension de stade 2 > 160 ou > 100

Tableau 1. Classification de la tension artérielle chez un adulte de plus de 18 ans [9]

1.2.1.1. Incidence de l’hypertension

Dans les pays occidentaux, la prévalence de l’HTA se situe autour de 20%, et elle est

inextricablement liée à l’âge [9;l0;16]. Au Canada et au Québec, les statistiques montrent

en effet qu’une majorité de gens âgés de plus de 70 ans présentent une pression systolique

supérieure à 140 mmHg ou une pression diastolique supérieure à 90 mmHg [16]. Si l’HTA

touche autant les hommes que les femmes entre l’âge de 55 et 64 ans, sa prévalence

s’accroît de manière inégale entre les deux sexes après cette période. En effet, après l’âge

de 75 ans, environ 75% des femmes souffrent d’HTA contre 66% d’hommes. En Amérique

du Nord, l’hypertension systolique élevée touche environ 8% des personnes dans

l’ensemble de la population. Chez les hypertendus âgés de plus de 60 ans, près des deux

tiers sont atteints de cette forme d’HTA [9;16].
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C
1.3. Remodelage vasculaire

Dans l’HTA, les changements structuraux affectant la paroi vasculaire décrivent des états

intermédiaires entre deux types de remodelage extrême tels que le remodelage

hypertrophique ou hypotrophique, interne ou externe (en fonction de la réduction ou de

l’augmentation de la lumière vasculaire et de la surface de la média) (Figure 2) [17]. Seules

les formes principales de remodelage rencontrées dans les modèles d’HTA expérimentale et

humaine seront présentées dans cette thèse.

Le remodelage vasculaire a été initialement proposé par Baumbach et Heistad [1$] pour

expliquer comment la lumière des artérioles cérébrales pouvait être réduite, sans

augmentation de la surface de section de la paroi. L’originalité de cette approche a été de

dissocier, dans les modifications de la géométrie artériolaire, deux processus souvent

associés: d’une part, un processus hypertrophique (augmentation de la quantité de

matériau, donc de la surface sectionnelle) et, d’autre part, un processus de réarrangement du

matériau en quantité inchangée autour d’un plus petit diamètre interne, donc sans

modification de la surface de section pariétale (Figure 2). Ces anomalies de la géométrie

artériolaire, observées dans des SHR (« spontaneousty hypertensive rats ») particulièrement

vulnérables AVC et aux accidents vasculaires cérébraux (SHR-SP: « SHR-stroke prone »),

se caractérisaient par une diminution des diamètres internes et externes des artérioles, et

une augmentation de l’épaisseur et de la surface de section de la paroi [1$]. Un calcul

permettait d’estimer que l’hypertrophie pariétale (augmentation de la surface de section) ne

contribuait que pour le quart à la réduction de la lumière, et qu’il fallait donc faire

intervenir la réduction du diamètre externe pour expliquer la majeure partie de la réduction

du diamètre interne. Les altérations observées au niveau des vaisseaux, décrites comme

étant un épaississement de la paroi vasculaire, représentent une forme d’adaptation

hypertrophique en réponse à l’élévation de la PA et à d’autres facteurs liés directement ou

indirectement à cette élévation de pression. Cette première forme d’adaptation vasculaire,

appelée remodelage hypertrophique, est caractérisée par une diminution de la lumière
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vasculaire et une augmentation du rapport média: lumière vasculaire ainsi que de la surface

de section de la média [17]. Ce remodelage est observé dans des modèles d’HTA maligne

où le système de l’endothéline-l (ET-1) semble être impliqué [19]. Les mécanismes

responsables de ces remaniements de la paroi vasculaire sont attribuables à la croissance

des CMLV. Celles-ci subissent une hypertrophie et/ou une hyperpiasie, ainsi qu’une

augmentation de l’accumulation de MEC.

La deuxième forme de remodelage observé dans le cas d’une augmentation de la PA où le

SRAA est impliqué, est appelée remodelage vasculaire eutrophique. Celui-ci est caractérisé

par une réduction du diamètre de la lumière vasculaire accompagnée d’une augmentation

du rapport médiaflumière vasculaire, et ceci, sans affecter la surface de section de la média,

ce qui signifie qu’il n’y a pas de croissance nette [3;17]. Un des mécanismes impliqués

dans le remodelage eutrophique, est la mort cellulaire programmée ou apoptose. C’est un

mécanisme compensateur et modulateur suite à une augmentation de la croissance des

CMLV. Le remodelage eutrophique pourrait également résulter d’un réarrangement des

CMLV autour d’une plus petite lumière vasculaire. Un changement de la composition de la

MEC pourrait être impliqué dans ce remodelage vasculaire, que ce soit au niveau des

glycoaminoglycans ou du matériel fibrillaire tels que le collagène, l’élastine, la fibronectine

ou d’autres constituants de la MEC. Les molécules d’adhésion des CMLV telles les

intégrines, agissants comme des récepteurs du collagène, de la fibronectine et de la

laminine, pourraient aussi être altérées, ce qui entraînerait différents réarrangements des

composantes de la paroi vasculaire et, par conséquent, le remodelage vasculaire observé

dans l’HTA. Baumbach et Heistad [18] suggéraient qu’une réorganisation des matériaux de

la paroi autour d’une lumière réduite pourrait représenter, au cours de l’HTA, un

mécanisme important de l’augmentation des résistances périphériques, en plus de

l’hypertrophie pariétale. ils suggéraient ainsi deux mécanismes de réduction de la lumière

artériolaire: un premier mécanisme largement décrit, l’hypertrophie, caractérisée par une

augmentation de la surface de section pariétale et du diamètre externe ; et un second,
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nouveau, le «remodelage », caractérisé par une surface de section pariétale inchangée et

une diminution du diamètre externe (Figure 2). Ces modifications initialement décrites sous

le terme général de «remodelage », correspondent en fait au remodelage « eutrophique

interne » détaillé plus loin (Figure 2). Les conditions et les mécanismes moléculaires qui

engendrent ces deux types de changements dans la structure des vaisseaux associés aux

différents remodelages précipités, ne sont pas bien élucidés. Des études in vivo et in vitro

s’imposent donc pour connaître les modifications ultrastructurales et mécanistiques des

CMLV afin de modifier les stratégies thérapeutiques contre des nouvelles cibles

pharmacologiques ou géniques des CMLV.

Le terme de «remodelage », initialement utilisé pour décrire des modifications

géométriques et structurales des artérioles cérébrales du rat SHR, a été ensuite étendu par

Hypotrophique

Remodelage

Eutrophique Hypertrophique

Interne

N

Externe

Figure 3. Modifications de la lumière artériolaire par le remodelage.
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Mulvany et Heagerty [20;21] aux artérioles périphériques humaines, pour désigner toute

augmentation du rapport épaisseur: rayon des artérioles survenant en l’absence

d’augmentation de la surface de section pariétale. Pour différencier le remodelage de la

vasoconstriction, il était nécessaire d’observer ces modifications en l’absence de tonus

musculaire lisse.

Le concept de remodelage a bénéficié d’une large diffusion pour plusieurs raisons [18]. 11

était implicite à l’hypothèse physiopathologique de 1’HTA énoncée par Folkow [22], selon

laquelle une augmentation de l’épaisseur de la paroi vasculaire peut entraîner une

diminution de la lumière artériolaire et donc une augmentation des résistances

périphériques, même en l’absence de vasoconstriction. Mulvany et Heagerty [20;21]

suggéraient que la seule diminution du diamètre externe, sans augmentation de la masse

pariétale, pourrait réduire la lumière artériolaire et expliquer l’augmentation des résistances

vasculaires observée au cours de Ï’HTA. Ainsi, le remodelage, comme l’hypertrophie, ne

nécessitait pas de faire intervenir une anomalie du couplage excitation-contraction de la

CMLV, pour expliquer l’augmentation des résistances artériolaires. Cela était en accord

avec les résultats de la majorité des études in vitro, qui ne retrouvaient pas d’augmentation

de la réactivité artériolaire chez l’hypertendu [17;20-22]. Ce réarrangement des matériaux

de la paroi autour d’une lumière réduite modifiant les contraintes pariétales auxquelles ces

matériaux sont soumis, permettait d’expliquer des observations apparemment paradoxales,

comme l’augmentation de la distensibilité des artérioles cérébrales chez le SHR-SP malgré

l’augmentation de la masse pariétale [18;20]. Enfin, ce concept introduisait la notion que

l’HTA s’accompagne, non seulement, de modifications quantitatives des matériaux de la

paroi artérielle (augmentation des protéines de la MEC), mais aussi de modifications

qualitatives (nouvelle organisation spatiale des CMLV et de la MEC). Une récente

modification a été proposée par les principaux groupes de recherche sur le remodelage

artériolaire [17], pour tenir compte des diverses possibilités physiopathologiques et

pharmacologiques des modifications structurales. L’utilisation du terme de «remodelage
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devrait ainsi être restreinte aux situations au cours desquelles la lumière artériolaire est

modifiée, dans des conditions de complète relaxation, et indépendamment d’éventuelles

modifications des propriétés élastiques du matériau constituant la paroi [21]. Une

classification en six sections est proposée: selon que la lumière est réduite ou augmentée et

que la section pariétale est augmentée, inchangée ou réduite, [20;23-27] (Figure 2). Au

cours du remodelage «eutrophique» [20;23;26;28], le rapport média: lumière est modifié

sans changement de la quantité ou des caractéristiques du matériau pariétal, tandis que la

quantité de matériau est augmentée au cours du remodelage «hypertrophique» [26].

Lorsque la lumière est réduite, il s’agit de remodelage «interne » (inward remodeling) et

lorsque la lumière est augmentée, il s’agit de remodelage «externe » (outward remodeting)

[20]. La quantification des modifications de la lumière vasculaire peut être établie selon un

«index de remodelage », définissant le pourcentage de modification lié au remodelage

eutrophique, et selon un «indice de croissance» (growth index), définissant le pourcentage

de modification lié à l’augmentation de la section pariétale. Parallèlement, le terme de

«remodelage» vasculaire a été utilisé pour désigner tout phénomène survenant au niveau

de la paroi artérielle qui implique au moins quatre processus cellulaires (croissance,

apoptose et migration cellulaire, production ou dégradation de la MEC) dépendants

d’interactions dynamiques entre les facteurs de croissance produits localement [17]. Ce

type de remodelage peut ainsi s’observer sur tous les sites vasculaires, qu’il s’agisse

d’artérioles ou de gros troncs artériels, non seulement au cours de l’HTA, mais aussi de

l’insuffisance cardiaque, de l’athérosclérose, et de la resténose après angioplastie.

1.3.1. Modifications de la structure et de la géométrie des artères au cours

de 1’HTA

1.3.1.1. Modifications ultrastructurales

La média des artères élastiques contient plusieurs lames élastiques circulaires. Entre

chacune d’elles se trouvent des cellules musculaires lisses, des fibres de collagène, des
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microfibnlles d’élastine et les glycosaminoglycans de la substance fondamentale.

L’ensemble constitue ce que Wolinsld et Glagov dénomment des «unités lamellaires »,

définition qui fut complétée par celle de «feuillet musculoélastique» [29]. Chaque feuillet

est constitué d’un groupe de cellules enveloppées dans un tapis de fibres élastiques très

serrées, orientées suivant le grand axe des CMLV. À l’intérieur de ce réseau élastique dense

se trouve une matrice interstitielle composée de fibrilles de collagène de type III et W et

une lame basale composée de collagène de type W, orientée dans le sens circonférentiel qui

recouvre les cellules et en assure la cohésion.

Au cours du développement, chez l’animal et chez l’homme, le nombre de CMLV

augmente rapidement dans la média, parallèlement à l’augmentation de la PA. Chez les

adultes de nombreuses espèces, le nombre d’unités lamellaires, l’épaisseur de la média et le

rapport collagène: élastine sont caractéristiques de la taille de l’animal et du diamètre de

l’artère [29]. La contrainte circonférentielle, calculée selon l’équation de Lamé (Équation

2) pour chaque unité lamellaire, est relativement constante d’une artère à l’autre et d’une

espèce à l’autre [29].

Équation 2: Équation de Lamé: P x (é contrainte circonférentielle, P =

pression, R = rayon et h = épaisseur) équation cierivee de la loi de Laplace (Équation 3).

Équation 3 : Loi de Laplace : T = P X R (T = tension, P = pression et R = rayon).

L’HTA entraîne une augmentation de l’épaisseur de la média qui permet de normaliser la

contrainte circonférentielle malgré l’augmentation de la pression intraluminale. Au cours de

l’HTA, le nombre d’unités lamellaires reste relativement constant et l’augmentation de

l’épaisseur pariétale est obtenue grâce aux modifications des CMLV et de la MEC. Chez

l’hypertendu comme chez le normotendu, le nombre d’unités lamellaires décroît

graduellement vers la périphérie du système artériel, mais l’espace entre les deux lames
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reste relativement constant (10-15 tm quand le vaisseau est dans un état relâché), quelles

que soient l’artère et l’espèce. Au cours de l’HTA permanente, certains territoires artériels

sont l’objet d’un remodelage «eutrophique interne » et d’autres d’une hypertrophie. Dans

ce dernier cas, l’augmentation de la masse vasculaire peut concerner les artères de toute

taille, des gros troncs artériels aux artérioles et faire intervenir des modifications cellulaires

et de la MEC. U s’agit, soit d’une augmentation de la taille cellulaire (hypertrophie), soit

d’une augmentation du nombre de cellules (hyperplasie) [30]. Dans des modèles d’HTA

expérimentale, où le développement de l’HTA est progressif (HTA de type rénovasculaire

ou de type DOCA-sel (« deoxycorticosterone acetate »), l’hypertrophie ou polyploïdie

prédomine au niveau des artères de gros calibre, et l’hyperplasie au niveau des artérioles

[31]. L’HTA expérimentale entraîne une augmentation du collagène, de l’élastine et des

protéoglycans [29-311 par stimulation de leur production par les CMLV. Les contenus en

élastine et en collagène sont en général augmentés, probablement en raison de

l’hypertrophie de la paroi artérielle qui s’associe, pour le collagène, à une activité de

synthèse accrue [32]. Fait remarquable, les densités en élastine et en collagène, qui

conditionnent les propriétés élastiques du tissu artériel ne sont pas modifiées, et en général,

le rapport collagène : élastine reste le plus souvent inchangé [33].

La MEC ne doit pas être considérée du seul point de vue de ses propriétés quantitatives

élastiques, mais aussi en tenant compte de deux autres de ses propriétés. Souvent, les

modifications quantitatives (contenu, densité) de ses composants (collagène, élastine, etc.)

ne permettent pas d’expliquer les conséquences des modifications structurales sur les

propriétés élastiques, en réponse à une intervention pharmacologique ou pour une situation

physiopathologique particulière. fl est donc nécessaire de faire intervenir, d’une part, les

modifications d’organisation spatiale de chacun de ces composants et d’autre part, des

changements au niveau d’autres protéines constitutives de la MEC, comme la fibronectine

ou la laminine. En effet, la fibronectine peut non seulement lier les CMLV aux protéines de

la MEC, mais aussi contrôler le phénotype des CMLV et moduler ainsi leur action
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mitogène [34]. Des variations quantitatives de la fibronectine pourraient ainsi modifier la

transmission des contraintes au sein de la paroi artérielle, et donc ses propriétés élastiques.

De ce point de vue, la fibronectine pourrait représenter un facteur de remodelage au sens

strict, pouvant redistribuer les constituants de la paroi autour d’une lumière réduite.

1.3.1.2. Modifications géométriques

Quel que soit le territoire artériel, l’HTA se caractérise par une augmentation de l’épaisseur

intima-média, B est important de préciser s’il s’agit d’un remodelage

«eutrophique interne » ou d’une hypertrophie, car cela conditionne les modifications des

propriétés fonctionnelles. Par ailleurs, ces propriétés dépendent du calibre de l’artère

fonction de conduction du sang et d’amortissement de la pulsatilité artérielle pour les

artères de gros calibre; fonction de distribution du débit sanguin et de résistance à

l’écoulement pour les artérioles. L’influence du vieillissement est telle que l’âge est une

variable incontournable lors de la comparaison de l’hypertendu au normotendu.

1.3.1.2.1. Artères de gros et moyen calibre

Les artères de gros calibre, à prédominance élastique et de siège proximal par rapport au

coeur, comme l’aorte thoracique ou abdominale, la carotide commune, subissent, avec le

développement de l’HTA expérimentale, un élargissement progressif de leur diamètre

interne et un épaississement de leur paroi. L’hypertrophie pariétale est, en grande partie, un

mécanisme adaptatif à l’augmentation de la contrainte circonférentielle et, à un moindre

degré, influencée par les modifications neurohumorales et génétique. L’élargissement du

diamètre est lié aux dommages du tissu de soutien, en particulier aux fractures des lames

élastiques qui distendent [35], et à l’élastolyse, liée à la diminution de la synthèse de

l’élastine ou à l’augmentation de sa dégradation enzymatique. Ces fractures sont

essentiellement d’origine mécanique. Selon les lois de la mécanique physique, la

«fatigue » des biomatériaux est proportionnelle au nombre de contraintes cycliques, la plus

importante étant la pression pulsée (PA systolique - PA diastolique) [36]. Ces notions
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confèrent à l’âge et à l’HTA des rôles essentiels, conditionnant pour le premier le nombre

de cycles, et pour le second, l’amplitude des contraintes lors de chaque cycle. Par ailleurs,

les artères de gros calibre et de structure élastique comme la carotide s’élargissent plus

rapidement avec le vieillissement et 1’HTA que les artères de moyen calibre, plus

musculaires, comme l’artère radiale [37].

Chez l’homme, le développement des méthodologies non invasives de mesure du diamètre

d’une artère et de son épaisseur intima-média a permis de définir les caractéristiques

géométriques des artères de gros et moyen calibre dans les conditions physiologiques de

flux, d’innervation, et de tonus musculaire lisse. En effet, de nombreuses descriptions de la

géométrie des gros troncs artériels chez l’animal et chez l’homme ont été effectuées à partir

de prélèvements artériels et de constatations lors d’autopsies, dans des conditions où la

pression de distension artérielle, lors de la fixation, n’était pas normalisée et où le tonus

musculaire lisse artériel était supprimé.

Il est possible d’utiliser des appareils échographiques utilisant l’analyse du signal

radiofréquence pour mesurer les distances entre les interfaces acoustiques «sang-intima»

et «média-adventice » [37-39]. Cette approche non-invasive, permet de calculer le

diamètre interne et l’épaisseur intima-média d’artères superficielles ou profondes, avec une

précision de quelques micromètres et une reproductibilité compatible avec des études

physiopathologiques et pharmacologiques. Ainsi au même âge, le diamètre interne de

l’artère carotide commune et celui de l’aorte thoracique et abdominale sont plus grands

chez l’hypertendu essentiel et permanent chez le sujet normotendu; le diamètre d’artères

plus musculaires distales, comme les artères fémorales communes, humérales et radiales,

reste inchangé [37;39;40]. Quel que soit le territoire artériel, l’épaisseur intima-média est

accrue chez l’hypertendu, comparée à celle du normotendu de même âge. L’augmentation

de l’épaisseur pariétale compense l’augmentation de la pression et permet de normaliser la

contrainte circonférentielle (Équation 2) [37;40], qui est un facteur d’hypertrophie. S’il
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fallait nommer ces modifications géométriques selon la terminologie utilisée pour les

artérioles par Mulvany et cou. [17], on parlerait de remodelage « hypertrophique externe»

pour les artères proximales et d’hypertrophie sans remodelage pour les artères distales.

1.3.1.2.2. Artères de résistance

Mulvany et Aalkkjaer [17] ont défini la notion « d’artère de résistance » à partir d’un

diamètre artériel interne inférieur à 500 tm (petites artères). Mais il semble que des

artérioles de plus petit calibre (inférieur à 100 tm) représentent la majeure partie de la

résistance au débit sanguin. Un diamètre interne inférieur à 150 tm (artérioles) constituerait

ainsi pour Heagerty [20] une limite plus appropriée. D’après la loi de Poiseuille (Équation

1), les deux types d’artères (petites artères et artérioles) contribuent de façon majeure à la

résistance à l’écoulement sanguin. Les profils de pression varient largement d’un lit

vasculaire à l’autre, et il est difficile de caractériser une artère comme étant une artère de

résistance ou de conduction sur la simple valeur de son diamètre interne, dans cet intervalle

de 150 à 500 tm, sans tenir compte du lit vasculaire d’origine. Nous considérons que les

petites artères de résistance sont des vaisseaux ayant un diamètre de lumière situé entre 100

et 300 im [22;41;42] qui sont les plus importants sites de résistance au débit sanguin [43].

Les conditions méthodologiques ont une grande importance lorsqu’il s’agit de comparer la

géométrie artériolaire chez les animaux normotendus et hypertendus, et les modèles utilisés

conditionnent l’interprétation des résultats. Le modèle d’HTA essentielle humaine (c’est-à

dire dont la cause n’est pas retrouvée, et qui représente plus de 95% des hypertensions

artérielles) est certainement l’hypertension génétique, qu’il s’agisse de SHR ou de SHR-SP,

correspondant respectivement à l’HTA légère et à l’HTA sévère compliquée. Chez le SHR

SP, le remodelage « eutrophique interne » est prédominant au niveau des artérioles

cérébrales, avec peu d’hypertrophie [1$;44] (Figure 2). La comparaison des divers modèles

d’HTA permet de conclure que l’hyperplasie prédomine lorsque la masse vasculaire est

augmentée, tandis qu’aucune forme particulière d’hypertrophie ou d’hyperpÏasie n’est
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observée lors du remodelage [17;30]. Chez l’homme, les modifications géométriques des

artérioles du tissu sous-cutané sont de type remodelage «eutrophique interne », car la

lumière artérielle est réduite sans augmentation de la section pariétale. L’étude

uhrastmcturale montre qu’il n’y a ni hypertrophie ni hyperpiasie cellulaire [17;27;45J. En

résumé, à la différence des gros troncs artériels où le remodelage «interne» n’est jamais

observé, les artérioles comportent, selon les modèles d’UTA et les territoires des parts

variables de remodelage « eutrophique interne » et d’hypertrophie.

1.3.1.2.3. Définitions de paramètres physiologiques utilisés pour caractériser le

remodelage des artérioles de résistance.

La tension circonférentielle (E) se calcule comme suit: E=(D-D0)1D0 où D représente le

diamètre de la lumière à un niveau de pression donné et D0 représentre le diamètre de la

lumière original, mesuré à 3 mmHg.

De façon générale, le stress correspond à une force divisée par une surface au carré et son

unité est le N.m2. Le stress radial est un stress qui s’applique parallèlement à la paroi des

vaisseaux. De plus, la pression s’exerçant longitudinalement sur les cellules endothéliales

tapissant la paroi des vaisseaux est la pression sanguine. Dans notre cas, le stress

circonférentiel (a) se calcule comme suit: = (PD)/(2M)] où P représente la pression

intraluminale (dynlcm2), D représente le diamètre de la lumière à un niveau de pression

donné et M est l’épaisseur de la média.

Le module élastique, s’appelle également le module de Young, provenant du nom du

physicien anglais Thomas Young. De manière générale, ce physicien avait remarqué que le

rapport entre la contrainte de traction appliquée à un matériau et la déformation qui en

résulte (un allongement relatiO est constant, tant que cette déformation reste petite et que la

limite d’élasticité du matériau n’est pas atteinte. Cette constante est appelée le module

d’Young ou module d’élasticité longitudinal. La loi d’élasticité provient en fait de la loi de
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Hooke: a= Eoù o est la contrainte, E est le module de Young et eest la déformation. Le

module d’Young est la contrainte mécanique qui engendrerait un allongement de 100 % de

la longueur initiale d’un matériau (il doublerait donc cette longueur), si on pouvait

l’appliquer réellement: dans les faits, le matériau se déforme de façon permanente, ou se

rompt, bien avant que cette valeur soit atteinte. Puisque nous n’utilisons pas de matériau

unique, mais plutôt un tissus biologique qui est constitué de différents matériaux, nous

utilisons l’équation du module élastique de Young pour les tissus biologiques, soit: =

0ej3E où G (la contrainte) représente le stress circonférentieÏ, a0 représente le stress

circonférentiel au diamètre original D0, e est le module de Young. En fait, le module

élatique incrémentiel représente la pente de l’équation non-linéaire de la relation stress

déformabilité et nous donne une mesure de la rigidité du vaisseau. L’équation exponentielle

a été différentiée et I représente une constante reliée au degré d’ aumentation de la courbe

stress-déformabilité du vaisseau et s représente la tension circonférentielle. La relation du

module élastique incrémentiel avec le stress de la média nous donne des informations sur la

constitution de la paroi vasculaire et cette relation est indépendante de la géométrie du

vaisseau et est un excellent indice de la rigidité vasculaire.

fl est important de mentionner qu’ Il existe une relation linéaire entre le stress et le module

de Young (E), plus E (module de Young) est élevé, plus la contrainte doit être élevée pour

créer une déformation donnée. Du fait de la relation linéaire existant dans les corps

élastiques, la déformation est immédiatement obtenue quand on applique un stress.

L’indice de croissance représente le ratio de croissance cellulaire entre les groupes,

comparés au groupe contrôle. Ce module a été calculé comme suit: [(SSh/AVh) —

(SS0/AV0)]/(SS/AV0) où SSh et AVh représentent respectivement la surface de section des

groupes traités et et l’aire du vaisseau du même groupe et SS et AV représentent

respectivement la surface de section du groupe contrôle et l’aire du vaisseau du groupe

contrôle.
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1.3.2. Conséquences fonctionnelles du remodelage artériel au cours de

l’HTA

fi est important de dissocier les artères de gros et moyen calibre des artérioles, car leurs

fonctions sont très différentes : conduction et amortissement de la pulsatilité pour les

premières, distribution et résistance à l’écoulement pour les dernières.

1.3.2.1. Au niveau des artères de gros et moyen calibre

Au cours de l’HTA essentielle, les deux conséquences fonctionnelles majeures du

remodelage artériel, à pression de distension identique, sont: à court et moyen termes, la

préservation des propriétés élastiques de la paroi artérielle et, à long terme, la

potentialisation de l’athérosclérose.

1.3.2.1.1. Préservation des propriétés élastiques de la paroi artérielle

Les propriétés élastiques des gros troncs artériels jouent un rôle fondamental et leur

altération conditionne l’atteinte des organes cibles : coeur, artères de conduction, cerveau et

rein. Au cours de l’HTA, l’augmentation de la rigidité des gros troncs artériels contribue à

l’augmentation de la pression pulsée. Cette hyperpulsabilité est, indépendamment de la PA

moyenne, un facteur de développement de l’hypertrophie ventriculaire gauche et

l’hypertrophie artériolaire (artères de gros calibre et artérioles). L’hypertrophie

ventriculaire gauche est un facteur de risque de morbidité et de mortalité cardiovasculaire

indépendant du niveau de la PA. L’hypertrophie artériolaire est un facteur «structural»

d’augmentation des résistances périphériques, et donc de la PA moyenne (Figure 3).
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Figure 4. Modifications fonctionnelles et structurales des artères de compliance et des

artères de résistance au cours de 1’HTA. PA: pression artérielle; PAM: pression artérielle

moyenne.

Quel est le mécanisme de l’augmentation de rigidité des gros troncs artériels au cours de

l’HTA? Consiste-t-il en une augmentation de la pression de distension ou en des anomalies

structurales de la paroi, ou encore des deux? En effet, l’augmentation de la pression de

distension augmente la rigidité artérielle (ou diminue la distensibilité), en raison du

recrutement successif, avec l’étirement, des fibres de collagène, peu distensibles [32;46;47J.

Par ailleurs, il est couramment admis qu’à pression de distension égale, l’augmentation de

l’épaisseur pariétale est un facteur supplémentaire de rigidité artérielle. En effet, selon les

lois de la physique mécanique, la rigidité d’une artère est proportionnelle à l’épaisseur de sa

paroi et à la rigidité du matériau «homogène équivalent » qui la compose. Utiliser le terme

de matériau « homogène équivalent» permet de tenir compte à la fois de la complexité

architecturale de la paroi artérielle et de la variété des matériaux qui la composent. Comme

t Résistaiiœs artériolafres
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nous l’avions déjà vu, le rapport collagène: élastine (élément peu distensible/élément

distensible) n’est pas diminué au cours de l’HTA, et la densité en collagène n’est que peu

ou pas augmentée. En effet, le module élastique du matériau de la paroi artérielle est

indépendant de la géométrie artérielle et n’est conditionné que par la densité en protéine

fibreuse et non par son contenu. fl n’y a donc pas d’arguments histologiques, en terme de

densité d’élastine et de collagène, en faveur d’une rigidité accrue du matériau «homogène

équivalent»: seule l’augmentation de l’épaisseur intima-média pouffait rendre l’artère plus

rigide. Cependant, l’équivalence «hypertrophie-rigidité» n’a jamais été montrée dans les

conditions physiopathologiques de flux (contraintes de cisaillement) et d’innervation (tonus

musculaire lisse vasculaire) et en s’affranchissant de l’augmentation de la pression de

distension (c’est-à-dire pour une contrainte circonférentielle égale).

Nous savons que l’épaississement intima-média de la paroi des gros troncs artériels, tel

qu’il est observé au cours de l’HTA essentielle, n’est pas un facteur de rigidité artérielle.

C’est l’augmentation de la pression de distension de l’artère qui augmente sa rigidité (ou

diminue sa distensibilité), en raison du recrutement successif, avec l’étirement, des fibres

de collagène, peu distensibles. On suppose donc que surviennent, au cours de

«l’hypertrophie artérielle associée à l’HTA », des modifications qualitatives des

composants pariétaux etlou des modifications architecturales. Celles-ci redistribuent ces

composants dans une configuration permettant de conserver inchangées les propriétés

élastiques du matériau global (la paroi), au même niveau de contrainte circonférentielle.

Pour le démontrer, il a été nécessaire de calculer le module élastique de la paroi artérielle

(ou module de Young, ou module incrémentiel: Einc), qui prend en compte l’épaisseur

intima-média. Celui-ci renseigne sur les propriétés élastiques du matériau constituant la

paroi, la distensibilité et la compliance renseignant sur les propriétés de l’artère en tant

qu’organe creux [37;47]. Ces résultats ont été retrouvés: [18] chez l’homme, au niveau des

deux sites artériels : une artère élastique proximale siège de lésions d’athérosclérose,

l’artère carotide commune [37] et une artère distale musculaire dépourvue de lésions
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d’athérosclérose, l’artère radiale [21;37;39J; chez le SHR, au niveau de la carotide et de

l’aorte [46;47]. Les effets de l’hypertrophie artérielle, associée à l’HTA, sur les propriétés

élastiques des gros troncs artériels s’opposent donc à ceux du vieillissement, connus pour

augmenter la rigidité artérielle [47]. Cela montre bien que le matériau «homogène

équivalent » constituant la paroi de l’artère de l’hypertendu est non seulement plus

abondant, mais aussi plus «élastique ».

Ces résultats ont permis de formuler l’hypothèse d’une autorégulation de la compliance

artérielle au cours de l’HTA essentielle, grâce aux modifications structurales de matériau

constituant la paroi artérielle [47]. Ainsi, chez l’hypertendu, au niveau des artères

proximales élastiques de gros calibre comme la carotide, la compliance est diminuée

proportionnellement à l’augmentation de la pression de distension. Cette diminution de

compliance proximale contribue pour une large part à la réduction de la compliance

systémique. Au niveau des artères distales musculaires comme l’artère radiale, l’absence de

diminution de la compliance permet de diminuer le gradient de compliance entre artères

proximales et distales (par exemple, entre les artères carotides et radiales) et d’atténuer

ainsi les ondes de réflexion, facteur d’augmentation de la pression pulsée (Figure 3). Par

ailleurs, malgré leur faible niveau de compliance, les artères distales peuvent contribuer de

façon modeste, mais significative à la compliance systémique, car elles sont plus

nombreuses et plus longues que les artères proximales. On conçoit ainsi que l’absence de

diminution de la compliance des artères distales permet d’atténuer celle de la compliance

systémique.

Cependant, en cas d’anomalie des systèmes neurohumoraux, conme l’activation du SRAA

dans l’HTA réno-vasculaire, l’association à l’élévation de la PA peut entraîner à long terme

le développement d’anomalies intrinsèques de la paroi artérielle responsables d’une rigidité

accrue, pour une pression de distension égale. De la même façon que l’hypertrophie de la

paroi artérielle est un facteur de développement de l’athérosclérose, l’augmentation de la
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tension pariétale pouffait rendre la paroi plus vulnérable à certains stimuli neurohumoraux

et potentialiser les altérations structurales et fonctionnelles. Ainsi, la distensibilité artérielle

est réduite chez l’hypertendu porteur de l’allèle C du gène codant pour le récepteur AT1 de

I’Ang II, par rapport à son contrôle hypertendu porteur du génotype AA, de même PA et de

même âge, une telle différence n’étant pas retrouvée en l’absence d’HTA [4$].

1.3.2.1.2. Remodelage artériel et dysfonctionnement endothélial

Le dysfonctionnement endothélial affecte la fonction de conduction des gros troncs artériels

en diminuant ou supprimant leurs possibilités de vasodilatation. Les conséquences en sont

majeures au niveau de certaines circulations, comme la circulation coronaire. Les relations

entre le remodelage artériel et le dysfonctionnement endothélial sont difficiles à déterminer,

et peuvent être envisagées en termes de cause et de conséquence, étant donné les nombreux

processus cellulaires impliqués.

1.3.2.2. Au niveau des artérioles

L’ augmentation du rapport média: lumière a plusieurs conséquences fonctionnelles, les

trois premières étant délétères tandis que la quatrième est plutôt compensatrice:

1.3.2.2.1. Augmentation structurale des résistances vasculaires périphériques

Celles-ci s’élèvent de façon inversement proportionnelle à la puissance quatrième du rayon

interne des artérioles. Or, le rayon interne diminue en cas de remodelage «interne ». Par

ailleurs, à l’intérêt du traitement antihypertenseur, l’augmentation à nouveau de la PA est

fonction du degré de correction du rapport média: lumière. Sa normalisation s’accompagne

d’une lente remontée tensionnelle, une remontée rapide étant observée quand le rapport n’a

pas été corrigé [49].
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1.3.2.2.2. Hyperréactivité artérielle aux stimuli

La vasoconstriction observée en réponse aux agents vasopresseurs est potentialisée par la

concentration de la masse musculaire lisse autour d’une plus petite surface luminale,

comme au cours du remodelage «interne », qu’il soit «eutrophique » ou

«hypertrophique» (Figure 2). La force maximale développée par les artérioles

d’hypertendus essentiels en réponse à la noradrénaline est supérieure à celle développée par

les artérioles des sujets normotendus [17;50j, la sensibilité à la noradrénaline n’étant pas

modifiée et la sensibilité au Ca2 étant, au contraire, diminuée. Une exagération de la force

maximale développée a aussi été retrouvée en réponse à l’Ang ii, à la vasopressine et à la

sérotonine [17;50J. Fait intéressant, rapportée à l’unité de volume pariétal, la force

maximale développée par l’artère de l’hypertendu n’est pas augmentée par rapport à celle

du sujet normotendu, confirmant le caractère « structural » de l’hyperréactivité artérielle de

l’hypertendu, et excluant une exagération du couplage excitation-contraction au niveau de

la CMLV qui pourrait, au contraire, être diminué.

1.3.2.2.3. Diminution de la réserve de perfusion des organes cibles

En effet, les résistances vasculaires minimales, calculées dans des conditions de

vasodilatation maximales ischémiques, chez les sujets hypertendus restent élevées par

rapport à celles des sujets normotendus [17].

1.3.2.2.4. Modification de l’autorégulation des débits régionaux

La réduction de la lumière artériolaire dans des conditions de vasodilatation maximale

augmente les résistances vasculaires minimales et déplace vers la droite la courbe

d’autorégulation du débit local. Cela permet à cette circulation locale de s’autorégler pour

des niveaux de pression systémique plus élevés, et de protéger ses microvaisseaux en aval

de la surcharge de pression qu’il y a en amont.
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Au niveau cérébral, une des conséquences inattendues du remodelage «eutrophique interne

» des artérioles des SHR-SP est l’augmentation de la distensibilité artérielle [181, dont les

conséquences sont mal connues; il est difficile de savoir si elles sont favorables ou non.

Cette augmentation de distensibilité pourrait conduire à diminuer la pulsatilité de la

pression, facteur d’hypertrophie et de fibrose à ce niveau, mais elle ne semble pas

conditionner la mortalité des SHR-SP [51].

Ces dernières années, le remodelage artériel vasculaire a émergé comme un concept clé de

la physiopathologie de I’HTA, source de multiples applications pharmacologiques. La

meilleure connaissance des processus cellulaires impliqués a modifié l’approche

thérapeutique en offrant de nouvelles cibles pharmacologiques: récepteurs spécifiques des

ligands endogènes au niveau des CMLV, mais également au niveau des cellules

endothéliales; facteurs prolifératifs des CMLV, récepteurs et enzymes de la MEC.

Un des buts du traitement antihypertenseur est de corriger le remodelage vasculaire,

entendu ici au sens large, pour en prévenir les conséquences non-favorables.

Théoriquement, la correction du remodelage devrait ralentir le développement de

l’athérosclérose au niveau des gros troncs artériels, indépendamment des effets propres des

substances pharmacologiques sur les mécanismes cellulaires de l’athérosclérose, tout en

préservant les propriétés élastiques de la paroi artérielle. Elle devrait aussi diminuer

« structurellement» les résistances périphériques, diminuer l’hyperréactivité des artérioles

aux stimulus, et augmenter la réserve de perfusion des organes cibles.

1.4. Système rénine angiotensine aldostérone

fi existe deux types de production de l’Ang II: une production systémique par le système

rénine-angiotensine aldostérone (SRAA) «rénal » et une production locale par le SRAA

tissulaire. L’enzyme de conversion de l’Ang I (ECA) clive la portion carboxyterminale de

Ang I aboutissant à la formation d’un peptide actif l’Ang II, qui agit par l’intermédiaire de
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ses deux récepteurs, soit AI1 et AT2 (Figure 4). Outre la conversion de l’Ang I en Ang II,

l’ECA dégrade la bradykinine (BK) et d’autres peptides. Ainsi l’activité de l’ECA aboutit à

une augmentation du taux d’Ang li et à une diminution du taux de BK. Cette dernière est

générée par l’action des kallikréines sur leur substrat, le ldninogène, et agit par

l’intermédiaire d’au moins deux sous-types de récepteurs, soit B1 et B2. L’activation du

récepteur B2 module de nombreuses fonctions biologiques [52]. La BK exerce ses effets sur

l’endothélium en activant la conversion de l’acide arachidonique en prostacycline ainsi

qu’en stimulant le relargage de l’endothetium-derived retaxing factor (EDRF) ou du

monoxyde d’azote (NO).

L’ECA est caractérisée par une distribution ubiquitaire et est retrouvée dans de nombreux

tissus ainsi que dans les parois vasculaires. L’ECA est présente d’une façon prédominante

sur les cellules endothéliales vasculaires limitant tous les tissus vasculaires et elle est

exprimée de façon variable le long de l’arbre vasculaire. Des taux élevés de cette enzyme

sont retrouvés dans la microcirculation précapillaire coronaire, alors que ses concentrations

décroissent dans les capillaires et le système veineux [53J. L’ECA a été détectée entre

autres dans le coeur, la médullo- et la corticosurrénale, les reins et les testicules. L’ECA

tissulaire est actuellement reconnue comme un acteur clé dans les maladies

cardiovasculaires et rénales. La dysfonction endothéliale, qui résulte de lésions variées

telles que l’HTA, le diabète et l’hypercholestérolémie, modifie la balance entre

vasodilatation et vasoconstriction, la croissance des CMLV, l’état inflammatoire et oxydatif

de la paroi vasculaire. Cette dysfonction endothéliale est associée à l’activation de l’ECA

tissulaire [54]. Cette rupture d’équilibre résultant de l’augmentation de la formation locale

d’Ang fi et de l’augmentation de la dégradation de la BK favorise le développement des

maladies cardiovasculaires. Les mécanismes moléculaires impliqués dans les interactions

de l’Ang II avec l’endothélium ainsi que les facteurs sécrétés par les CMLV jouent un rôle

déterminant dans le remodelage de la structure vasculaire au cours de l’hypertension et des

lésions vasculaires. Selon les conditions locales et l’expression de l’un ou de l’autre des
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sous-types de récepteurs de Ï’Ang II (AT1 et AT2), la réponse vasculaire peut-être soit une

stimulation de l’hypertrophielhyperplasie vasculaire ou à l’opposé, une inhibition de la

croissance cellulaire. Des études expérimentales et cliniques utilisant des médicaments qui

interfèrent avec le SRAA, tels que les IECA et les ARA, montrent que l’Ang II jouerait un

rôle dans le développement de la dysfonction endothéliale, de l’hypertrophie de la média

vasculaire et du ventricule gauche, du remodelage après infarctus du myocarde et de

l’athérosclérose.

En 1989, l’existence de plus d’un récepteur à l’Ang II a été démontré pour la première fois

[55]. Par la suite, deux ans plus tard, la nomenclature des récepteurs à l’Ang II a établie que

AI1 était le récepteur qui était inhibé par le losartan et que AI2 était le récepteur inhibé par

le PD123 177 [56]. Jusqu’à maintenant, quatre types de récepteur à l’Ang sont connus (AI1,

AT2, AT3 et AI4). Un récepteur AT3, également appelé «non-A11-non-AT2» découvert

dans des cellules de neuroblastome [57], mais son existence est encore controversé. Le

récepteur AI4 a été démontré dans le cerveau humain [57] et dans les reins [58], mais pas

dans les tissus au niveau cardiovasculaire, contrairement aux cellules endothéliales bovines

[59]. De plus, le récepteur AT4 semble être spécifique à 1’Ang W (c’est-à-dire l’Ang (3-8))

plutôt que l’Ang II.

Plusieurs études ont démontré que l’Ang II, en agissant sur ses récepteurs AI1 et AI2,

fonctionne non seulement comme un vasoconstricteur, mais aussi comme un facteur de

croissance cellulaire, voir même un facteur inflammatoire. Le SRAA régule la PA et

l’homéostasie au niveau volume/électrolyte [60]. Le premier précurseur de l’Ang II

biologiquement active est l’angiotensinogène d’origine hépatique, qui est clivé par une

aspartyl protéase, la rénine, afin de former un décapeptide inactif 1’Ang I. L’Ang I est par la

suite processée principalement par la métallopeptidase ACE ce qui donne naissance à

l’octapeptide Ang II. La rénine circulante provient majoritairement de l’appareil

juxtaglomérulaire des reins. La conversion de l’angiotensine I en Ang II peut se produire
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partiellement au niveau des poumons où il y a un niveau très élevé d’ECA endothéliale ou

au niveau tissulaire par l’action de l’ECA vasculaire [61]. La formation de l’Ang li peut

aussi faire suite à l’action successive de la rénine rénale suite à son adsorption dans la paroi

vasculaire où elle peut agir sur l’angiotensinogène, produite en grande partie au niveau de

l’adventice. Or, il y a peu de données montrant la production de l’Ang II par d’autres

enzymes au niveau des parois vasculaires (Figure 4). Toutefois, des études in vitro sur des

CMLV en culture ont révélé que la chaîne enzymatique angiotensinogène-cathepsine-D

ECA est fonctionnelle et produit de l’Ang H tissulaire de façon para, auto ou intracrine

[62].
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Plusieurs études ont rapporté l’existence du SRAA au niveau vasculaire.

L’angiotensinogène, le précurseur de J’Ang I, est produit par les cellules endothéliales, les

CMLV et les cellules adipeuses péri-vasculaires [63]. De plus, il a été démontré que l’Ang

II était également produite par l’action d’autres enzymes telles que la chymase, retrouvée

au niveau des CMLV, des mastocytes et des cellules myocardiques [64]. Des études

récentes ont démontré l’implication de la chymase dans la génération de l’Ang U et le

développement de 1’ HTA. En effet, des souris transgéniques surexprimant la chymase

vasculaire du rat au niveau des CMLV développent l’UTA associée à une hypertrophie

vasculaire [65]. De plus, l’expression de cette enzyme semble être augmentée chez les SHR

comparativement aux rats Wistar Kyoto (WKY) [64].

L’Ang II peut subir un catabolisme par des peptidases générant ainsi de nouveaux peptides

vasoactifs tels que l’heptapeptide, Ang III et l’hexapeptide, Ang W par l’action des

aminopeptidases et peut aussi être dégradée en heptapeptide, Ang-(1-7) par la prolyl

endopeptidase (PEP) et la prolyl carboxypeptidase (PCP) (Figure 4). Ce mécanisme

diminuerait non seulement le taux plasmatique ou tissulaire de l’Ang II et ses effets, mais

favoriserait l’augmentation de peptides reconnus pour contrer les effets de 1’Ang II, tels que

l’Ang-(l-7) et l’Ang W [66]. fi est important de mentionner que le prototooncogène MAS

est aussi un récepteur pour l’Ang-(1-7). De plus, il devient plus évident aujourd’hui qu’il

existe un mécanisme de contre-régulation du SRAA et l’Ang-(1-7) ainsi que le récepteur

MAS semblent jouer un rôle important à ce niveau [67]. Cependant, l’importance de ces

peptides demeure incertaine.

L’Ang III est également nommé comme [des-Asp]-Ang II et a un effet sur la PA dix fois

moins puissante que l’Ang II malgré le fait que son activité stéroïdogénique est équivalente

à celle de l’Ang 11 [68J. L’Ang III est dégradée par l’aminopeptidase N en Ang W,

également connu sous le nom d’Ang (3-8). L’Ang W est également biologiquement active

et aurait ses effets via le récepteur AT4 exclusivement [69].
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C
Originalement, le SRAA a été considéré comme étant un système exclusivement

endocrinien, dans lequel l’Ang II circulant, fonctionnait comme une hormone effectrice

[70]. Cependant, il a été démontré que le SRAA réside au niveau de plusieurs organes et

cellules, comme le coeur, les reins, les poumons, le cerveau, les myocytes cardiaques, les

fibroblastes, les cellules endothéliales et les CMLV, où il est connu pour agir comme

facteur paracrine/autocrine [71]. Malgré cela, toutes les enzymes et les substrats du SRAA

et les récepteurs à l’Ang II sont exprimés dans le myocarde [71].

Plusieurs études ont démontré le rôle important que joue l’Ang II dans le développement de

l’HTA. En effet, l’Ang II est impliquée dans l’hyperréactivité vasculaire dans des modèles

expérimentaux d’HTA et elle est directement associée à l’élévation de la PA chez les

patients ayant une forte activité de la rénine plasmatique. Toutefois, depuis longtemps

l’Ang 11 a été impliquée dans 1’HTA humaine avec un taux de la rénine normai ou à la

baisse, ce qui a été démontré par la diminution de la PA avec les IECA et les ARA. La

production locale de l’Ang II, due à la présence du SRAA au sein de la paroi vasculaire,

joue un rôle très important dans la régulation de l’homéostasie vasculaire et dans le contrôle

de la croissance des CMLV, indépendamment de l’Ang II circulante. Ceci contribuerait au

développement de la pathologie vasculaire associée à l’HTA indépendamment du niveau de

la rénine plasmatique. En fait, les composants de ce système peuvent être produits en forte

concentration par les CMLV chez les SHR [62]. Le traitement des SHR durant le

développement ou après l’établissement de l’HTA avec les IECA ou des ARA, normalise

non seulement la PA, mais régresse également le remodelage vasculaire [72;73].

1.4.1. Modèle d’HTA induite par l’Ang II

L’augmentation de la production de 1’Ang II entraîne une élévation de la PA impliquant

plusieurs mécanismes tels qu’une action directe vasoconstrictrice et trophique au niveau

des CMLV entraînant une rétention sodique rénale et une augmentation de la production de
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l’aldostérone au niveau surrénalien ainsi qu’une activation du système nerveux central et

périphérique. L’infusion de l’Ang II à des rats conduit au développement de l’HTA qui est

considérée comme un modèle d’hypertension rénovasculaire humaine où la concentration

de la rénine est très élevée. Dans ce modèle expérimental d’HTA, une hypertrophie

cardiaque et vasculaire ainsi que des lésions rénales ont été rapportées [74-761. Ces études

ont démontré que ces phénomènes sont seulement partiellement dépendants de l’effet

vasoconstricteur de I’Ang fi. Une hypersensibilité des artères de rats perfusés avec de l’Ang

II ou d’autres agents vasoconstricteurs tels que la vasopressine et la noradrénaline a

également été observée [74].

Ce modèle ainsi que plusieurs autres sont caractérisés par une hypertrophie cardiaque et des

altérations de la fonction endothéliale et rénale, mais seulement certains modèles

développent des lésions tissulaires très sévères telles que l’insuffisance cardiaque, rénale

ainsi que des AVC. En effet, des différences dans l’étiologie de Ï’HTA des patients

Caucasiens de celles des Afro-Américains sont observables; d’où la nécessité de créer des

modèles animaux d’HTA qui ressemblent le plus aux différentes formes d’HTA

chez l’homme. Les études in vivo sur ces modèles expérimentaux permettent de

comprendre les mécanismes du remodelage vasculaire et sa régression par des

antihypertenseurs. Par ailleurs, les études in vitro sur des cellules en culture permettent de

mettre en évidence certains mécanismes moléculaires impliqués dans ce remodelage et

l’identification de certaines voies de transmission des signaux intracellulaires des agents

vasoconstricteurs endogènes impliqués dans l’HTA tel que l’Ang II.

1.4.2. Modèles d’HTA d’animaux transgéniques et d’invalidation

alléliques des gènes du SRAA

Les facteurs génétiques jouent un rôle très important dans le développement de l’HTA.

Bien que les études génétiques réalisées chez l’homme et l’animal permettent d’étudier le

rôle de certains gènes (ou leurs mutations) dans l’HTA, des études biochimiques et
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physiologiques s’avèrent être nécessaires pour caractériser les fonctions biochimiques et

physiologiques. Ceci est rendu possible grâce à la création de souris ou de rats

transgéniques pour un ou plusieurs gènes qui peuvent être exprimés ubiquitairement dans

tout le corps ou dans un organe spécifique (le coeur, les reins ou les vaisseaux). Le SRAA

correspond à un système candidat impliqué dans l’HTA. Des modèles de souris et de rats

exprimant les gènes humains de la rénine et de l’angiotensinogène ont été largement

étudiés. Les rats ou les souris exprimant l’un des deux gènes humains sont normotendus

parce que la rénine humaine est hautement spécifique pour l’angiotensinogène humain.

D’où la nécessité de créer des souris ou des rats doublement transgéniques portant à la fois

les gènes de la rénine et de l’angiotensinogène. Ces animaux développent rapidement (à la

sixième semaine) de l’HTA maligne avec des altérations cardiaques et rénales [77] ainsi

qu’une dysfonction vasodilatatrice endothéliale [78].

Une autre approche utilisée pour étudier les gènes cibles impliqués dans I’HTA est

l’invalidation allélique «knock out» de ces gènes. Les invalidations des gènes de

l’angiotensinogène, de la rénine, de J’ECA ainsi que des récepteurs AI1 et AI2 ont été

réalisées afin de déterminer le rôle de ces derniers dans le contrôle normal de la PA. Les PA

des souris angiotensinogène -I-, rénine -I- ou ACE -I- sont réduits d’environ 25 à 50% par

rapport aux souris sauvages +1+ ou hétérozygotes +1-. Ces souris possèdent des

malformations rénales et un taux de mortalité très élevé [79-8 1]. Donc, les outils de la

biologie moléculaire ont permis à la communauté scientifique de mieux comprendre le rôle

de certains acteurs majeurs du SRAA.

1.4.3. Les récepteurs de J’Ang II

Les effets majeurs de l’Ang II sont médiés par deux sous-types de récepteurs couplés aux

protéines G, le récepteur AT1 et le récepteur AT2 qui sont des glycoprotéines à sept

domaines transmembranaires avec seulement 32 à 34% d’homologie de séquence en acides

aminés. Les récepteurs AT1 sont inhibés sélectivement par les médicaments de la classe des
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«sartans », alors que les récepteurs AI2 sont inhibés par le PD 123177 et le PD 123319, et

les composés similaires à l’Ang II comme le [Sar1fle8]-Ang II (antagoniste non spécifique

des récepteurs AT1 et AI2). Durant les cinq dernières années, notre connaissance de la

structure, de la fonction et de la localisation des récepteurs de l’Ang II a été enrichie par

l’application des méthodes de biologie moléculaire. La détermination de la structure

génique chez le rongeur, des récepteurs ATIA, ATIB, et AT2, leur localisation et régulation,

ainsi que la création de souris invalidées pour le gène de l’angiotensine ont permis une

meilleure compréhension du rôle physiologique de chacun des sous-types des récepteurs de

l’Ang II. Deux des quatre types de récepteurs à l’Ang II connus, les récepteurs AI1 et AI2,

ont été clonés et caractérisés comme étant des récepteurs membranaires glycosylés, couplés

aux protéines G (GPCR) hétérotrimériques, consistant en sept domaines

transmembranaires. La majorité des actions classiques de l’Ang U (vasoconstriction,

stimulation de la sécrétion d’aldostérone, stimulation du système sympathique, migration,

croissance, apoptose et différenciation cellulaire) sont médiées par les récepteurs AI1.

L’avancée majeure dans la compréhension du SRAA a été amorcée par le développement

des ARA actifs per os.

1.4.3.1. Les récepteurs AT1

Le récepteur AT1 est impliqué dans les actions physiologiques classiques de l’Ang II, soit

la régulation de la PA, la balance entre l’eau et les électrolytes, la soif les sécrétions

hormonales et la fonction rénale. Le récepteur AT1 appartient à la superfamille des

récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) qui, typiquement, activent la phospholipase C

(PLC) (par l’intermédiaire de l’hétérotrimère de la protéine Gq) et possède peu d’activité

tyrosine kinase intrinsèque. Le clonage du récepteur AI1 en 1991 [82;83] a permis le

développement de nombreux travaux concernant la structure et la fonction de ce récepteur.

Le récepteur AI1 possède deux isotypes chez les rongeurs, les récepteurs AllA et ATIB.

Chez les rats, ce récepteur est codé par deux gènes différents localisés au niveau des

chromosomes 17 et 2, respectivement [$4]. Ces deux récepteurs montrent une forte
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homologie au niveau des séquences en acides aminés (96%) ou en acides nucléiques (92%)

[82-$4]. II y a peut-être d’autres isotypes de récepteurs, mais avec le séquençage des

génomes, il est peu probable que ce soit le cas, il semble que ces deux isotypes soient les

plus importants, et les seuls qui sont à ce jour identifiés, clonés et caractérisés

pharmacologiquement. Chez l’homme, il n’y a qu’un seul gène du récepteur AT1 qui est

localisé sur le chromosome 3 [84]. Ce gène code pour une protéine de 359 acides aminés,

formant un récepteur à sept domaines transmembranaires. L’activation du récepteur AT1

entraîne son couplage avec les protéines G hétérotrimériques ainsi qu’avec d’autres voies

de signalisation intracellulaires. Plusieurs études ont démontré que l’expression et la densité

des isotypes des récepteurs AT1A etJou AT15 dépendent du type cellulaire. Chez le rat, les

CMLV expriment les deux isotypes avec une prédominance pour le récepteur AT1A [84].

Chez les rongeurs adultes, le récepteur AllA est exprimé dans les CMLV, les cellules

endothéliales, le rein, le foie, les glandes surrénales, les ovaires, le cerveau, les testicules, le

poumon, le coeur et le tissu adipeux [85]. Dans le coeur, les densités les plus élevées des

récepteurs AT1 sont retrouvées au niveau du système de conduction et des ganglions au

niveau vagal ; dans le rein, dans les cellules interstitielles de la médullaire. Dans le système

nerveux central, des densités élevées du récepteur Al1 existent dans différentes zones

encéphaliques suggérant un rôle de neuromédiateur pour l’Ang provenant des neurones

[84]. Le sous-type AT18 est retrouvé dans les glandes surrénales, le cerveau, les testicules,

l’antéhypophyse, les cellules mésangiales et juxtaglomérulaires [84]. Chez l’homme, les

récepteurs Al1 sont présents en quantité élevée dans les CMLV et à des taux plus faibles

dans l’adventice [84]. Des études récentes de ciblage génique et des études

pharmacologiques ont montré que le SRAA est essentiel pour le développement du rein et

du système urinaire des mammifères. L’existence de taux élevés d’ECA et des récepteurs

AT1 et/ou AT2 dans l’adventice des vaisseaux, suggère un rôle paracrine important du

SRAA vasculaire [86].
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fi n’existe pas d’antagoniste spécifique pour différencier les deux sous types de récepteurs

AT1 de l’angiotensine II. Il est, par conséquent, plus difficile d’étudier leurs densités et

leurs fonctions spécifiques. De plus, les deux récepteurs ont la même affinité pour l’Ang U

[87]. Cependant, les techniques d’invalidation des gènes ATÏA et AT18 ont aidé à mieux

comprendre le rôle de chaque récepteur et leur contribution à la régulation de la PA. Le

récepteur ATIA est le plus étudié dans le système cardiovasculaire, principalement au

niveau des CMLV où il semble être prédominant. En effet, la PA des souris AT1A-/-,

possédant une invalidation allélique du gène récepteur ATIA, est significativement plus

basse par rapport aux souris ATIA+/+ ou hétérozygote AT1A +1- [88]. L’infusion d’Ang II

ou un traitement avec le losartan (un ARA) aux souris ATIA-/- entraîne respectivement une

augmentation et une baisse de la PA. Ces études démontrent la contribution redondante des

récepteurs AT1B dans la régulation de la PA en absence de récepteurs ATIA [88]. Dans les

CMLV des souris AT1A-/-, la mobilisation du calcium Ca2 intracellulaire [Ca2] stimulée

par l’Ang U est presque identique à celle observée chez les CMLV des souris sauvages.

Cette mobilisation du [Ca2] est médiée par le récepteur ATIB [89], ce qui suggère que les

récepteurs ATIA et AT1B puissent être couplés aux mêmes voies de signalisation

intracellulaires dans les CMLV.

L’invalidation allélique du gène du récepteur ATIB n’a pas donné beaucoup d’informations

sur l’existence d’une fonction particulière de ce récepteur. En effet, les souris AT18-/- ont

une PA identique à celles des souris sauvages. De plus, elles sont dépourvues de

phénotypes particuliers [90;91]. D’après ces études, la fonction du récepteur ATIB, dans ces

conditions d’invalidation allélique, est prise en charge par le récepteur ATIA. Par contre,

l’invalidation allélique simultanée des gènes des récepteurs AllA et ATIB engendrent une

diminution de la PA accompagnée de certaines anomalies de croissance. Ces souris ont un

poids corporel, rénal et cardiaque significativement plus bas que les souris sauvages. Par

contre, des études histochimiques ont révélé que les anomalies de croissance affectent

uniquement le rein et ses vaisseaux [91]. Paradoxalement, on retrouve une hypertrophie
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vasculaire considérée comme une adaptation probablement pour minimiser le degré de

l’augmentation de la PA et son impact au niveau glomérulaire. Une étude récente effectuée

par Igase et cou, démontre que le blocage des récepteurs AT1 chez le SHR, augmente

l’expression aortique de l’ECA2 ainsi que 1’Ang-(1-7) accompagné de l’inhibition du

remodelage vasculaire [92).

1.4.3.1.1. La régulation des récepteurs AT1

L’expression des récepteurs AT1 est dynamiquement régulée par des mécanismes

cellulaires et moléculaires qui ne sont pas encore entièrement bien compris. La régulation

peut survenir à deux niveaux, soit au niveau transcriptionel et au niveau posttranscriptionel.

L’Ang lui-même diminue l’expression des récepteurs AT1 des différents types cellulaires

comme les CMLV [93], les cellules mésangiales [94], les cellules adrénergiques fasciculées

et réticulées. Dans un récent modèle de lignée de rats transgéniques avec un niveau

d’angiotensinogène diminué au niveau du cerveau, l’expression du récepteur AT1 dans la

majorité des régions à l’intérieur de la barrière hémato-encéphalique était significativement

plus élevée, comparée aux rats contrôles Sprague-Dawley [95]. Clark et col!, ont étudié la

régulation des récepteurs à l’angiotensine dans les cellules CHO, transfectées de manière

stable avec le récepteur ATIA [96]. Le prétraitement à l’Ang-(l-7) a causé une diminution

significative de l’affinité de l’Ang ll[1251] pour le récepteur AT1A et une réduction dans le

nombre total de sites de liaison.

La régulation de l’expression du récepteur AT1 dépend de différents types de stimuli tels

que les gluco- et minéralocorticoïdes, l’insuline , l’insuÏin-tike growth factor I (IGF-1), le

NO, l’epidennaÏ growtlz factor (EGF) [97-99]. L’expression vasculaire du récepteur AT1

est régulée par les taux locaux de noradrénaline; cette dernière régule négativement le

récepteur AT1, au niveau de l’expression de l’ARNm et de la synthèse de la protéine, au

moins en partie par l’activation du récepteur adrénergique de type cx-Ï [100].
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L’expression du récepteur AT1 est également modifiée dans différentes conditions

physiopathologiques : l’hypertension rénovasculaire, l’infarctus du myocarde,

l’hypertrophie ventriculaire, la néphrectomie bilatérale, Ï’ hypercholestérolémie et la

septicémie [101-104]. Le cholestérol associé aux lipoprotéines de faible densité (LDL)

mène à une augmentation importante de l’expression des récepteurs AT1 dans les CMLV en

culture conmie dans les lapins hypercholestérolémiques. La surexpression vasculaire du

récepteur AI1 peut aussi être observée chez les hommes hypercholestérolémiques. Ces

résultats peuvent aider à expliquer pourquoi l’hypercholestérolémie est fréquemment

associée avec l’HTA et pourquoi le blocage du SRAA atténue la progression de

l’athérosclérose [104]. Plus récemment, il a été démontré que la septicémie pouvait causer

une diminution systémique des récepteurs AT1 et que ce serait médié via les cytoldnes pro-

inflammatoires et le NO. Cette diminution des récepteurs AT1 est la principale raison pour

l’atténuation de la réponse de la PA et de la formation d’aldostérone à l’Ang II et donc peut

contribuer aux caractéristiques du choc sceptique.

Ces découvertes peuvent aider à définir la contribution potentielle du SRAA dans la

pathogenèse de diverses maladies.

1.4.3.1.2. Les antagonistes des récepteurs AT1

Un des traitements de l’HTA est l’utilisation des inhibiteurs du SRAA, particulièrement

avec les IECA. Toutefois, cette approche a démontré certains effets secondaires tels que la

toux et exceptionnellement l’oedème angionévrotique. De plus, l’inhibition de l’ECA

entraîne non seulement l’inhibition de la synthèse de Ï’Ang II, mais également celle du

métabolisme de la bradykinine. L’accumulation de la bradykinine dans le larynx est

probablement responsable de la toux sèche qu’occasionne la prise d’inhibiteurs de l’ECA.

En outre, l’existence d’autres voies de synthèse de l’Ang II telles que la cathepsine G, la

chymase et la CAGE (Chymostatin-sensitive Angiotensin-Il Generating Enzyme) a imposé

la nécessité de développer des approches plus sélectives ciblant les récepteurs de l’Ang II
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pour contrôler les effets néfastes de l’Ang H. Le développement des antagonistes hautement

sélectifs des récepteurs AT1 a permis de découvrir et d’identifier les différents isotypes des

récepteurs de I’ Ang H.

Le développement des premiers antagonistes peptidiques des récepteurs AT1, tels que

saralasin, sarilesin et sarmesin a été basé sur la modification de la séquence de l’Ang II. Ces

analogues peptidiques de l’Ang fi présentaient plusieurs inconvénients majeurs dont le

premier était qu’ils étaient rapidement dégradés par le système digestif, donc ils ne

pouvaient pas être administrés oralement. De plus, leur courte durée d’action, leur activité

d’agoniste partiel et leur manque de spécificité faisaient en sorte qu’ils bloquaient les deux

récepteurs AT1 et AT2 ce qui constituait également d’importants inconvénients [1051.

Plusieurs antagonistes non-peptidiques des récepteurs de l’Ang II, notamment les ARA, ont

été développés et possèdent une spécificité pour le récepteur AT1. Toutefois six,

uniquement, ont été approuvés pour le traitement de I’HTA (au Canada): losartan

(Cozaar®), valsartan (Diovan®), irbesartan (Avapro®), candesartan (Atacand®), telmisartan

(Micardis®), et eprosartan (Teveten®) (Tableau 2).

Les antagonistes non-peptidiques des récepteurs AT1 sont subdivisés en antagonistes

surmontables et insurmontables. Les antagonistes surmontables sont compétitifs et

réversibles entraînant un déplacement de la courbe dose-réponse vers la droite sans affecter

l’effet maximal de l’Ang II (losartan, eprosartan et telmisartan). Les antagonistes

insurmontables par contre sont non-compétitifs, irréversibles et induisent une diminution de

l’effet maximal de l’Ang II (le métabolite actif du losartan (EXP3 174), candesartan

cilexetil, valsartan et irbesartan) [106]. Certains antogonistes tels que l’irbesartan, le

valsartan, l’eprosartan et le telmisartan sont administrés sous leurs formes actives, alors

que, le losartan et le candesartan cilexetil sont administrés sous leurs formes inactives. Ces

deux derniers sont ensuite transformés en formes actives au niveau hépatique et de la paroi

intestinale respectivement [106]. La particularité du losartan, L’EXP3 174 possède les
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caractéristiques des antagonistes insurmontables [107]. Le losartan a été le premier

antagoniste des récepteurs AT1 à être utilisé dans le traitement de l’HTA [107], ce qui nous

a incité à l’utiliser au de’but de nos études.

L’effet commun des différents antagonistes des récepteurs AT1 est d’inhiber l’action de

l’Ang II. Toutefois, ils diffèrent par certaines propriétés pharmacocinétiques telles que

l’affinité, la durée de leur action et leur perméabilité tissulaire, ce qui pourrait expliquer

certaines différences dans leur efficacité [106].

Antagonistes Affinité (nmol/L) Demi-vie (heures)

Candesartan cilexil (CV 11974) K 0.6 3-1 1

Eprosartan 1C50 1.4-3.9 5-7

frbesartan 1C50 1.3 11-15

Losartan (EXP3 174) 1C50 20 2 (6-9)

Telmisartan K1 3.7 24

Valsartan 1C50 2.7 9

Tableau 2. Antagonistes des récepteurs AT1 utilisés dans le traitement de l’HTA.

1.4.3.1.2.1. Le tSar’, I]e8)-Angiotensine II

Dans l’objectif de bloquer le SRAA de manière plus sélective au niveau des récepteurs, des

antagonistes peptidiques analogues à l’Ang II ont été développés. Le premier de sa classe a

été la saralasine (Sar1Ala8-angiotensine II), cet analogue peptidique a été introduit en 1971

[10$]. Cependant, outre la saralasine, il y eu plusieurs autres antagonistes, tel que la

sarilesine ou la sarmesine. Ces agents avaient été développés sur une la base d’une même

structure permettant l’administration orale. Néanmoins, mais la faible biodisponibilité et la

courte durée d’action de ces peptides basés sur l’antagonisme des récepteurs de l’Ang U est

très rapidement devenu un désavantage. De plus, ces agents étaient incapables de
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discriminer sélectivement les différents sous-types de récepteurs à l’Ang II et ils bloquaient

non-sélectivement tous les types de récepteurs à l’Ang II (AT1 et AT2). Le remplacement

de l’acide aspartique (Asp) en position 1 par la sarcosine (Sar) résulte en un analogue

possédant une activité agonistique augmentée. De plus, des études sur la structure et

l’activité de 1’Ang II et de ses analogues ont démontré l’importance du résidu

phénylalanine (Phe) en C-terminal et du carboxylate dans l’activité agonistique de ce

peptide. Le remplacement du résidu aromatique Plie à la position 8 avec un résidu

aliphatique, comme l’isoleucine (fle) a résulté en un antagoniste, la sarilesin (Sar’fle8-Ang

II) [109;l 10]. De plus, ces modifications de l’Ang II ont créé une grande différence

conformationnelle entre l’Ang II et le Sar’fle8-Ang II. Bref, ce qui est important de retenir

est que le Sar’fle8-angiotensine II (sarilesin) est un antagoniste peptidique analogue à l’Ang

II. Cet antagoniste possède la propriété de bloquer de manière non-spécifique, les

récepteurs AT1 et AT2. fi existe beaucoup d’autres analogues peptidiques, c’est pourquoi il

ne faut pas le confondre avec la saralasin (Sar1Ala8-angïotensine II), qui possède également

la propriété d’un agoniste partiel. Cet antagoniste possède une très bonne activité

antagonistique [111].

1.4.3.1.3. Les voies de signalisation médiées par le récepteur AT1

Les récepteurs AT1 sont couplés à de multiples voies de transduction du signal aboutissant

à des actions biologiques diverses [112]. L’activation de la phospholipase C (PLC) médiée

par la protéine G aboutit à l’hydrolyse du phosphatidylinositol, la formation d’inositol

triphosphate (1P3) et l’accumulation de diacylglycérol (DAG) (Figure 5). L’1P3 induit une

augmentation du calcium intracellulaire aboutissant à la contraction des cellules

musculaires lisses et à la sécrétion d’aldostérone dans la corticosurrénale. L’activation de la

protéine kinase C (PKC) par le DAG aboutit à la phosphorylation de protéines-clés qui sont

impliquées dans la vasoconstriction, ainsi que dans la croissance cellulaire.

De plus, l’Ang II induit ses actions par l’activation de tyrosine kinases qui à leur tour

phosphorylent de nombreuses cibles en aval, incluant la cascade ras/raf/mitogen-activated
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protein kinase (MAPK) et la transiocation des MAPK dans le noyau (Figure 5). Les voies

de transduction dépendantes de MAPK ont été associées à des phénomènes cellulaires

divers tels que la croissance cellulaire, l’apoptose, la différentiation, la transformation et la

vasoconstriction (Figure 5) [112].

À l’instar des récepteurs aux cytokines, le récepteur AT1 peut activer la voie de

signalisation JAKISTAT impliquant ainsi une transduction du signai de surface dans le

cytoplasme cellulaire et le noyau (Figure 5) [112]. La voie de signalisation JAKISTAT

ainsi que d’autres voies activent l’expression de nombreux proto-oncogènes, incluant c-fos,

c-jun, c-myc, erg-1 et le complexe proto-oncogène/protéine activatrice (Figure 5) [112].

La stimulation de ces gènes par l’Ang II est associée à l’augmentation de l’expression de

facteurs de croissance (PDGF, EGF, TGF-13, IGF-1, bFGF, PAF) [113], d’agents

vasoconstricteurs tels que l’endothéline 1 [114], des molécules d’adhésion (ICAM-1,

VCAM-1, E-sélectine), des intégrines et du TNF-Œ [1 12;1 14]. Ainsi, l’Ang II contrôle la

prolifération, l’adhésion, la migration cellulaire et l’accumulation de la MEC, modifiant par

conséquent la croissance cellulaire cardiaque et vasculaire, la réparation et le remodelage

tissulaire, ainsi que l’athérosclérose.

L’Ang II stimule l’activité de la PLA2 qui est responsable du relargage de l’acide

arachidonique à partir des phospholipides de la membrane cellulaire [1 12;1 14]. Dans les

CMLV et dans les cellules endothéliales, ces effets sont médiés par le récepteur AT1

[1 12;1 15;1 16]. L’acide arachidonique est métabolisé par les cyclo-oxygénases, les lipo

oxygénases, ou les oxygénases du cytochrome P450 ou de différents éicosanoïdes. Il régule

d’importants mécanismes vasculaires et rénaux impliqués dans la régulation de la PA et de

la croissance cellulaire, probablement par l’activation de la voie sensible au potentiel redox

[116].
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Une autre caractéristique intéressante de l’Ang II est sa capacité via le récepteur AT1 à

stimuler la production de radicaux libres dans différents types cellulaires [117]. Touyz et

colt, ont démontré que l’Ang II active la production d’anions superoxydes dépendant de la

voie NAD(P)H, dans les CMLV (Figure 5). Les effets physiologiques de l’Ang II qui

apparaissent au moins en partie médiés par les dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) incluent

son activité vasopressive, l’hypertrophie des CMLV [117], l’induction de l’expression du

récepteur de l’IGF-l [112], la production d’IL-6 [1181 et l’expression endothéliale de

VCAM-Ï qui joue un rôle important dans les interactions intercellulaires et dans

l’athérosclérose [119].
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Figure 6. Schéma des principaux signaux de transduction du récepteur AT1 [120].
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1.4.3.1.4. Les fonctions physiologiques du récepteur AI1

Les actions classiques du récepteur AT1 incluent la vasoconstriction généralisée,

l’augmentation du relargage de la noradrénaline des terminaisons nerveuses sympathiques,

le réenforcement de la vasoconstriction et l’augmentation de la fréquence et de la force de

contraction du coeur, la stimulation de la réabsorbtion des ions sodium à partir des tubules

proximaux, la sécrétion d’aldostérone à partir du cortex adrénergique, la croissance

cellulaire au niveau du ventricule gauche et de la paroi artérielle [121].

L’Ang U constricte les artérioles pré-capillaires et, moindrement, les vénules post

capillaires, en activant les récepteurs AT1 localisés sur les CMLV. Une vasoconstriction

directe et plus forte est ressentie au niveau des reins et beaucoup moindre dans les

vaisseaux du cerveau, des poumons et des muscles squelettiques. Cette action peut être

causée par l’Ang II circulante, mais aussi par l’Ang II tissulaire [122]. L’expression

d’endothéline-l, en réponse à l’Ang U peut également contribuer aux effets

vasoconstricteur de l’Ang 11 [123].

Pour examiner spécifiquement les fonctions génétiques et physiologiques du récepteur AT1,

Ito et coll. [91]ont interrompu l’expression du gène codant pour les récepteurs AT1A et

ATIB dans des cellules souches d’embryons de souris. Les souris -I- sont caractérisées par

une survie normale in utero mais leur survie diminue ex utero. Après la naissance, elles

sont caractérisées par un faible gain en poids corporel, une hypotension marquée et une

morphologie anormale des reins, incluant une maturité retardée au niveau de la croissance

glomérulaire, une hypoplasie de la papille et une hypertrophie artérielle rénale [$8].

fl a été bien établi que l’Ang U était synthétisée dans le cerveau, indépendament des

sources périphériques. En agissant sur les récepeurs AT1 dans l’hypothalamus et le tronc

cérébral, l’Ang li influence plusieurs réponses physiologiques, incluant la PA, la soif,

ingestion de sel, la natriurèse et le relargage de vasopressine [124].
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L’augmentation de l’ingestion de sel et l’augmentation de la sensibilité au sel sont

impliquées dans la pathogénèse de l’HTA et dans le contrôle du régulateur majeur de la PA,

le récepteur AT1. Récemment, Szabo et cou. [125], en utilisant la tomographie à émission

de positron in vivo, ont mesuré la liaison au récepteur AT1 et ont démontré que le récepteur

AT1 rénal est inversement relié à l’activité du SRAA, qui peut produire un mécanisme

compensatoire pour prévenir les fluctuations inappropriées de la PA.

L’Ang II, via le récepteur AT1 exerce de nombreuses actions sur la fonction rénale et la

structure: modulation de la filtration glomérulaire, facilitation de la rétention de sodium au

niveau rénal et régulation de la croissance et la différentiation cellulaire. Les ARA tout

comme des ffiCA ont démontré pouvoir diminuer la progression de dommages

glomérulaires et diminuer la protéinurie chez les patients hypertendus avec insuffisance

rénale chronique [126]. À part l’unique effet hémodynamique au niveau des reins, l’Ang II

a démontré avoir une action directe sur les cellules mésangiales qui expriment les

récepteurs AT1 et jouent un rôle clé dans la progression de la glomérulosclérose [60]. La

glomémiosclérose due à l’Ang II, est à son tour liée de façon très étroite au TGF-f31 [126].

L’Ang II facilite la neurotransmission périphérique noradrénergique en augmentant le

relargage de la norépinéphrine des synapses nerveuses terminales et en augmentant la

réponse vasculaire à la norépinéphrine. L’effet facilitant de l’Ang II sur la

neurotransmission noradrénergique est médié par les récepteurs AI1 localisés au niveau

présynaptique [127J. Inversement, cet effet facilitant peut-être contrebalancé de manière

dose-dépendante par le blocage de ces récepteurs. Les propriétés sympathoinhibitrices

viennent contribuer à l’effet thérapeutique du blocage des récepteurs AI1, particulièrement

dans les conditions où le système nerveux sympathique est activé, comme dans

l’insuffisance cardiaque aigu et l’HTA. Par exemple, dans le cas de lapins avec une

insuffisance cardiaque induite par pacing, l’administration de losartan retarde la
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progression de la dysfonction du ventricule gauche et atténue les anormalités liées aux

terminaisons des nerfs sympathiques cardiaques.

L’Ang II est un mitogène bien caractérisé pour les CMLV et stimule l’accumulation de

MEC directement et indirectement en stimulant la production de facteurs de croissance. fi

existe des évidences qui montrent que le récepteur AT1 peut être impliqué dans le

développement d’hypertrophie et du remodelage cardiaque et la régulation de la production

de MEC par les fibroblastes cardiaques. L’habileté des ARA à prévenir le développement

de l’hypertrophie cardiaque dans les modèles animaux [128], et à promouvoir sa régression

chez les patients hypertendus [129J, a démontré le rôle des récepteurs AT1 dans

l’hypertrophie ventriculaire. L’Ang II augmente l’expression et la production de

fibronectine, de collagène de type I, de tenascine, de glycoaminoglycans, de sulfates de

dermatan et de chondroîtine, ainsi que de protéoglycans, la majorité des constituants de la

MEC composant la paroi des vaisseaux [113]. Les protéoglycans constituant une

composante importante de la MEC jouent de multiples rôles dans le remodelage cardiaque

et rénal, ainsi que dans la modulation de l’activité de diverses cytokines et facteurs de

croissance, sont connus pour être également modulés par le récepteur AT1 [130].

Des données in vitro et in vivo nous donne des évidences pour une interaction entre le

SRAA et la thrombose. L’Ang II stimule la production de l’inhibiteur de l’activateur du

plasminogène (PAl-1) via les récepteurs AI1 [131], sensibilise les plaquettes, favorise la

production de DRO qui séquestrent le NO libre et induit l’expression du facteur tissulaire.

De plus, les ARA peuvent influencer sur la fonction plaquettaire [132] et réduisent

dramatiquement l’expression de PAl-l dans le coeur et l’aorte des SHR [131].

L’antagonisme aiguè des récepteurs AI1 chez les patients souffrant d’insuffisance

cardiaque, est associé avec une amélioration significative des paramètres fibrinolytiques

plasmatiques [132]. Ces découvertes peuvent être très importantes pour une variété

d’applications cliniques.
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À chaque niveau de développement bien défini d’athérosclérose, I’Ang II a une

contribution potentielle pour cette pathophysiologie vasculaire. Dans la formation des

cellules spumeuses, l’Ang II facilite le recrutement des monocytesfmacrophages dans la

paroi des vaisseaux, en stimulant la production de MCP-1 par les CMLV. Le stress oxydant

induit par I’Ang II peut contribuer à augmenter l’oxidation des LDL et la dégradation de

NO. Une perte de NO a plusieurs conséquences biologiques vasculaires, puisque le NO est

largement considéré comme une molécule qui protège les vaisseaux et qui retarde le

développement de l’athérosclérose. L’Ang II augmente les modifications des LDL et

l’expression de ses récepteurs semblables aux lectines (LOX-1) en activant les récepteurs

AT1. Le traitement à l’aide du losartan diminue de façon marquée cette augmentation de

l’expression de LOX-l dans la néointima des aortes de lapins. Récemment, Strawn et coil.

[133] ont démontré des effets du losartan sur le développement de l’athérosclérose chez des

singes cynomolgus nourries avec une diète riche en cholestérol [133]. Le losartan a eu des

effets intéressants en réduisant l’étendue de la formation des dépôts de graisses par environ

50% dans l’aorte. À partir de ces études, il est devenu clair que l’inhibition du SRAA peut

être important, pas seulement pour traiter l’HTA et les dommages aux organes cibles, mais

également pour un grand nombre de syndrômes pathologiques, tels que l’insuffisance

cardiaque, le remodelage cardiaque, la thrombose et l’athérosclérose.

U y a bon nombre d’évidences qui s’accumulent et qui indiquent que l’inflammation de la

paroi vasculaire joue un rôle clé dans la pathogenèse des maladies vasculaires et du

processus athérosclérotique. L’inflammation vasculaire est également présente dans l’HTA,

le diabète mellitus et autres conditions qui sont associés aux dommages vasculaires [134].

L’ atténuation de la réponse inflammatoire vasculaire peut avoir des effets bénéfiques dans

la prévention de complications cardiovasculaires liés à I’HTA [135]. Comme on vient de le

voir, traditionnellement, I’Ang II, joue un rôle central dans la régulation du tonus

vasculaire, la PA et l’homéostasie électrolytique. Fait intéressant, il y a maintenant un

nombre croissant d’évidences qui indiquent que I’Ang II est également capable d’induire
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une réponse inflammatoire dans la paroi vasculaire. L’Ang H induit l’inflammation de par

des mécanismes dépendants et indépendants de la PA [136].

L’inflammation vasculaire induite par l’Ang H est principalement médiée par la stimulation

du récepteur AT1 [137-139]. 11 a été récemment démontré que les ARA sont capables de

prévenir l’induction de l’inflammation périvasculaire par l’Ang H et des changements

morphologiques dans le coeur et les reins [140;141]. On sait qu’au niveau vasculaire, les

voies de signalisation qui participeraient à l’induction de l’inflammation vasculaire par

1’ Ang H impliqueraient les facteurs de transcription NF-icB (« Nuctear transcription Factor

kappa B »), AP-1 (« Activator Protein-] ») et NF-AT (< NucÏear factor of Activated T

ceils »), pourrait impliqué l’action de la petite protéine G Rac et de la tyrosine kinase Src.

De plus, on rapporte que l’Ang II est capable d’induire l’expression de plusieurs médiateurs

inflammatoires au niveau vasculaire tel que des molécules d’adhésion: ICAM- 1, VCAM- 1,

sélectines, intégrines; des chimiokines: MCP-1, IL-8, RANTES, ostéopontine; des

cytokines inflammatoires : IL-6, IL-12, IL-1, TNF-Œ; et des facteurs de croissance: VEGf,

bFGF, TGF-3, PDGF et CTGF [142J. Ceci sans compter l’effet modulateur de I’Ang II sur

la réponse inflammatoire induite par le NO, la BK, la cyclo-oxygénase-2, I’endothéline-l et

les acides epoxyeicosatrienoics [142]. De plus, le potentiel effet protecteur du récepteur

AT2 au niveau de l’inflammation induite pas 1’Ang II nécessite des clarifications.

1.4.3.1.5. Dimérisation des récepteurs AI1

Durant la dernière décennie, plusieurs ont suggéré la formation d’homo- ou hétérodimères

de GPCR dans le cas des récepteurs des opioides, B2 de la BK, D2 de la dopamine et 132-

adrénergiques [143]. En ce qui concerne les récepteurs de l’Ang II, Monnot et coIl. [143]

ont démontré que lors de la co-expression de deux types de récepteurs ATIA mutés et non

fonctionnels (lys’°2 au niveau de la 3e boucle et lys’99 au niveau de la 5e hélice), ils

retrouvent leur pouvoir de liaison avec 1’Ang II. Ces auteurs suggèrent que les récepteurs

AT,A peuvent interagir entre eux et se compléter pour former une entité fonctionnelle
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C
identique à celle de l’état sauvage. Toutefois, ces récepteurs sont dépourvus de pouvoir de

transduction des signaux intracellulaires. Récemment, l’hétérodimérisation des récepteurs

AT1 et B2 de la BK a été rapportée au niveau des CMLV des artères mésentériques et des

lignées cellulaires AlO [144]. Cependant, cette interaction semble être indépendante des

stimulations par l’Ang II ou la BK. En revanche, la stimulation de l’hétérodimère par l’Ang

U augmente l’activation des protéines Gq et G. Ces auteurs suggèrent que la signalisation

médiée par le récepteur AT1 nécessite la présence et l’interaction du récepteur B2 de la BK.

D’autres études ont démontré que l’hétérodimérisation des récepteurs AI1 et AT2 peut

engendrer l’inhibition des signaux médiés par les récepteurs AT1. Cet antagonisme du

récepteur AI1 par le récepteur AI2 est indépendant de l’activation de ces récepteurs [144].

1.4.3.2. Le récepteur AT2

Jusqu’à tout récemment, la majorité des actions biologiques de l’Ang II étaient reconnues

pour être médiées par le récepteur AI1. Depuis les 10 dernières années, notre

compréhension du rôle fonctionnel du récepteur AT2 a été davantage développée. Ce

récepteur apparaît comme agissant comme un modulateur d’un programme biologique

complexe impliqué dans le développement embryonaire, la différentiation cellulaire, la

réparation tissulaire et le programme de mort cellulaire [145]. Le récepteur AI2 est

également une GPCR à 7 domaines transmembranaires et il est constitué de 363 acides

aminés. Le gène qui code pour le récepteur AT2 est localisé sur le chromosome X [145]. 11

est exprimé dans les tissus foetaux, mais son expression diminue après la naissance et

réapparaît chez l’adulte de façon importante dans des conditions physiopathologiques

engendrant le remodelage tissulaire, telles que l’infarctus du myocarde, l’hypertrophie,

l’insuffisance cardiaque et les lésions vasculaires. Cependant, chez l’adulte, certains tissus

sains montrent une expression des récepteurs AI2 tels que les glandes surrénales, le coeur,

l’aorte, les artères mésentériques, le cerveau et l’utérus [145-147]. Au niveau vasculaire, le

récepteur AI2 est exprimé au niveau des cellules endothéliales et des CMLV, et son

expression est induite par l’Ang II, l’insuline et l’IGF-l et -2 [148], mais est inhibée par le
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PDGF-BB au niveau des CMLV. La fonction exacte et les voies de signalisation

intracellulaires médiées par le récepteur AT2 sont encore mal élucidées.

Le récepteur AT2 est exprimé dans les tissus foetaux [149], alors que son expression est

nettement diminuée après la naissance pour être restreinte à quelques organes tels que le

cerveau, les surrénales, le coeur, les reins, le myomètre et les ovaires. L’expression

prédominante des récepteurs AI2 dans les mésenchymes différenciés [150], indique que

l’Ang II pourrait utiliser ces récepteurs pour le processus de développement et de

différenciation. La protéine AI2 est présente dans le coeur, les artères coronaires, et dans

les cardiomyocytes [151). Des études récentes ont montré que dans le rein, la présence

d’ARNm codant pour le récepteur AT2 était essentiellement localisée dans les artères

interlobulaires [151], dans les tubes contournés proximaux, dans les canaux collecteurs, les

artères arquées, dans les artérioles afférentes et dans les vasa recta de la médullaire externe

[152J. Dans le tissu pulmonaire humain, l’ARNm du récepteur AI2 et la protéine

correspondante ont été mis en évidence dans les cellules épithéliales et endothéliales. Bien

que le récepteur AI1 soit le sous-type prédominant dans l’organisme de l’adulte, une

augmentation de l’expression du récepteur AT2 a été observée dans des conditions

pathologiques telles que les lésions vasculaires [153], l’infarctus du myocarde [102],

l’insuffisance cardiaque [154], l’insuffisance rénale [155], l’ischémie cérébrale et des

sections du nerf sciatique ou du nerf optique.

1.4.3.2.1. La régulation des récepteurs AT2

L’expression du gène des récepteurs AI2 est régulée par de multiples facteurs. La majorité

des études qui ont été faites sur la régulation du récepteur AT2 ont été faites sur des cultures

de cellules in vitro. L’Ang II et la norépinéphrine diminuent l’expression du récepteur AT2

dans les cardiomyocytes [156J. Des facteurs de croissance tels l’EGF, le NGF et le PDGF

ainsi que les glucocorticoïdes, diminuent l’expression du récepteur AT2 dans différents

types cellulaires [157]. Le bFGF, l’acide lysophosphatidique et l’ester de phorbol
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suppriment de façon marquée l’expression d’ARNm du récepteur AT2 chez la souris [145].

Les facteurs qui stimulent l’AT2 incluent l’insuline, l’IGF-l, le facteur régulant l’interferon

(IRF-1 et Ï’WF-2) ainsi que l’]L-113 [145].

Des études in vivo sur la régulation du récepteur AT2 sont limitées. fl a été démontré que

l’oestrogène augmentait le niveau de récepteur AT2 dans le myomètre humain [158], tandis

que l’aldostérone diminue l’expression du récepteur AT2 dans la médulla adrénergique

[159]. De récentes investigations ont montré une augmentation des récepteurs AI2 dans les

artères mésentériques de rats, suivant l’infusion d’Ang II et la diminution de manière

dépendante du NO dans la glande surrénale d’un modèle de septicémie.

fi est établi que le nombre de facteurs extracellulaires, particulièrement des facteurs de

croissance et des hormones, peuvent influencer l’expression des récepteurs AT2.

1.4.3.2.2. Les mécanismes de signalisation du récepteur AT2

Les voies de signalisation du récepteur AI2 sont diverses et peu de ces voies ont été bien

caractérisées [112]. Dans certains cas ces récepteurs sont couplés aux protéines G. Une

voie de transduction dans les neurones (probablement dans d’autres tissus) implique

l’activation d’une phosphatase sérine/thréonine PP2A qui aboutit à l’activation du canal

potassium à rectification tardive (courant potassique sortant dans les cellules neuronales).

Ceci résulte en une hyperpolarisation des membranes plasmiques qui supprime les activités

cellulaires stimulées par la dépolarisation.

Une deuxième voie de signalisation implique l’activation des phosphotyrosines

phosphatases (PTPases) qui sont importantes dans la prévention ou l’inhibition rapide de la

croissance cellulaire inappropriée ou non contrôlée dans les tissus normaux. Le récepteur

AT2 active MAPK phosphatase-1 (MKP-1) et inactive les MAPK ERK1/2, induisant une

déphosphorylation de Bd-2 et une régulation à la hausse de Bax.
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Les études in vivo ont montré que 1’Ang II active la PLA2 via son récepteur AT2 [160]. Le

relargage de l’acide arachidonique qui en résulte pourrait contribuer à l’activation du

système de transport Na/HCO3 (NBC) qui régule le pH intracellulaire [161]. Le récepteur

AI2 semble jouer aussi un rôle important dans la régulation de l’acidose intracellulaire

résultant d’une lésion cellulaire. Dans le myocarde ischémique, l’échangeur N&JH (NHE)

est régulé positivement par le récepteur AI1 alors que Na1HCO3 est régulé positivement

par le récepteur AT2 [161]. Les ARA interfèrent avec les mécanismes de récupération de

l’acidose myocardique induite par I’ischémie par la mise en jeu de mécanismes

d’alcalinisation médiés par Na/HCO3, dépendant du récepteur AI2, au détriment d’autres

mécanismes médiés par NHEÏ. Ceci pourrait éviter la surcharge en calcium (par la

stimulation de NCX1) dans la zone ischémique.

Une autre voie de transduction du signal du récepteur AT2 implique les céramides [124],

qui peuvent induire l’apoptose par l’activation des kinases de stress ou des caspases telle

que la caspase 3, et peuvent servir comme des médiateurs potentiels, de voies de

signalisation dépendant du récepteur AI2 et de NF-icB [162]. L’activation du système

BKJNO/cGMP par le récepteur AT2 a été observée dans les cellules endothéliales [163], le

coeur [1631, rein [164] et dans l’aorte de SHR-SP recevant une perfusion d’Ang II [165].

Des études récentes ont confirmé le rôle des récepteurs AT2 dans le relargage de la BK et

de NO [166]. À la vue de ces études, il semble que les récepteurs AI2 stimulent la

production de NO, qui aboutit à une augmentation de la formation du second messager

cGMP. Ce dernier médie à son tour de nombreuses actions biologiques du NO telles que la

vasodilatation, la natriurèse ou l’inhibition de la prolifération par l’activation de protéines

kinases dépendant du cGMP.

L’expression d’une protéine activatrice d’un homéodomaine en doigt de zinc (Zfhep) qui

est impliquée dans la régulation de la différenciation cellulaire, est induite par l’activation

du récepteur AT2 dans les cellules vasculaires et neuronales [167].
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1.4.3.2.3. Le récepteur AT2 et la régulation de la PA

Le rôle du récepteur AT2 dans la régulation de la PA a été mis en évidence par les études

d’invalidation des gènes des récepteurs de Ï’Ang II. Un traitement des souris ATIA-/-,

ATIB-/- avec des IECA induit une augmentation de la PA. Ce phénomène paradoxal

pourrait être expliqué par l’implication du récepteur AT2 dans la régulation de la PA [91].

En revanche, la PA des souris ayant subi une invalidation allélique du récepteur AT2 est

normale ou légèrement élevée par rapport aux souris sauvages [168; 169]. Toutefois, ces

souris montrent une hypersensibilité à Ï’Ang II. Ces études suggèrent que le récepteur AT2

joue un rôle important dans la régulation de la PA [169-171]. Or, l’hypersensibilité à 1’Ang

II des souris AT2-/- est due, en partie, à une augmentation de l’expression des récepteurs

AT1 au niveau des CMLV [172]. Les études de Tsutsumi et cou. [173]ont démontré en

détail le mécanisme moléculaire vasodilatateur médié par le récepteur AT2 au niveau des

CMLV. Barber et cou. [174]ont démontré que chez les SHR, 1’Ang II induit une

vasodilatation des artères mésentériques après un blocage des récepteurs AT1 avec le

losartan. Cette vasodilatation est inhibée par un traitement avec un antagoniste des

récepteurs AT2, le PD123319. Ce phénomène n’est pas observé chez les jeunes SHR, où le

récepteur AT2 contribue à la contraction des artères mésentériques induite par l’Ang II,

autant que les récepteurs AT1 [146].

1.4.3.3. Le SRAA et la croissance dans tes lésions vasculaires

L’hyperplasie myo-intimale survient dans diverses conditions pathologiques induisant une

lésion endothéliale. Un important pré-requis pour le développement de Ï’hyperpÏasie myo

intimale est la destruction de la couche endothéliale. Après la lésion de la paroi artérielle et

l’abrasion de l’endothélium, les plaquettes activées et les cellules endothéliales lésées

libèrent différents stimuli pour les cellules musculaires lisses. Les facteurs de croissance

des cellules musculaires lisses vasculaires incluent l’Ang II, l’endothéline, le FGF et le

PDGF. Les inhibiteurs incluent le TGF-f31, la prostacycline 12 (PGI2) et l’endothetiurn

derived retaxing factor (EDRF), comprenant le NO, les acides eicosatriénoïques et
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l’anandamide. Ces facteurs de croissance initient le processus d’activation des CMLV, leur

réplication, leur migration et leur prolifération aboutissant à l’hyperpÏasie intimaÏe. La

contribution de l’Ang II au processus de formation de la néointima après lésion vasculaire a

été suggérée dans des études montrant que les IECA permettraient la diminution de

l’hyperplasie myo-intimale après abrasion endothéliale [175]. Le traitement par les ARA

réduit de façon significative la formation de la néointima.

Alors que les récepteurs AT1 stimulent la prolifération cellulaire, les récepteurs AT2

inhibent la prolifération et la croissance cellulaire et induisent la différentiation cellulaire

[145]. L’effet anti-prolifératif des récepteurs AT2 a d’abord été observé dans des cultures de

cellules endothéliales provenant d’ artères coronaires. Les effets antiprolifératifs induits par

les récepteurs AI2 ont été observés dans d’autres types cellulaires, tels que les cellules NG

108-15 [176], les cellules PCÏ2W [177], les cellules R3T3 [178], les cellules mésangiales

rénales [179] ainsi que dans des modèles in vivo étudiant la croissance des cellules de la

microcirculation [180]. Une étude menée par Fischer et coll. a évalué l’effet sur les cellules

endothéliales des deux types de récepteurs de l’Ang II quant à l’expression des composants

de la MEC, tels que la thrombospondine-I et la fibronectine. Les résultats suggèrent que le

récepteur AT2 médie l’inhibition de la prolifération ainsi que le remodelage de la MEC en

augmentant l’expression de la thrombospondine I dans les cellules endothéliales [130].

1.5. Composition de la matrice extracellulaire

1.5.1. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est constituée de collagènes, glycoprotéines,

protéoglycans et glycoaminoglycans [181]. C’est un réseau fibrillaire hautement organisé,

qui sert comme substratum pour l’adhésion et la migration des cellules. La MEC constitue

également une barrière qui protège l’intégrité tissulaire, empêche la migration cellulaire et

régule moléculairement la diffusion et le transfert de stimuli. De plus, la MEC forme un
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microenvironnement cellulaire dynamique qui joue un important rôle dans la détermination

du phénotype cellulaire [182]. Elle médie l’information aux cellules, à partir des cellules

directement de par ses composants, en emmagasinant et en modulant la fonction des

facteurs de croissance et des cytoldnes inflammatoires ainsi que d’autres facteurs de

régulation incluant la maturation moléculaire d’enzymes et leurs inhibiteurs.

fi existe deux catégories de MEC distinctes et fonctionnelles qui sont spécialisées, soit le

tissu interstitiel conjonctif et la membrane basale. Un bon exemple est celui de la fibrine du

caillot sanguin, qui représente une forme temporaire de tissus conjonctifs durant la phase de

réparation tissulaire, sa formation étant initiée par le clivage du fibrinogène en fibrine

induite par le clivage par la thrombine.

1.5.2. Matrice interstitielle

La matrice interstitielle entoure et est formée par des cellules qui produisent le tissu

conjonctif tels que les fibroblastes, les ostéoclastes, les chondrocytes et les macrophages.

Elle consiste en un réseau de protéines fibreuses incluses dans une substance de

glycoaminoglycanlprotéoglycan amorphe [181J. La composition et l’architecture

moléculaire de la matrice différent substantiellement selon le tissu, comme par exemple, les

os, le cartilage, les tendons, les ligaments, le derme, la paroi des vaisseaux sanguins et le

corps des organes du parenchyme.

Le collagène est le composant le plus abondant de la MEC interstitiel dans tous les tissus

[181;183]. Les collagènes fibrillaires (types I, II, III, V et VI) sont les molécules les plus

importantes pour conférer une résistance mécanique. fis sont synthétisés et sécrétés comme

procollagènes avec un très grand propeptide globulaire amino- et carboxy-terminaÏ qui sont

clivés protéolytiquement afin de devenir une molécule de collagène mature. Ces molécules

à triples hélices, composées de trois chaînes cx avec une série de séquences triples Gly-X-Y,

sont hautement résistantes à la protéolyse. Dans les tissus, des molécules de collagène de 2
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nm d’épaisseur s’assemblent pour former des fibrilles de 20 à 200 nm de diamètre. Des

doubles liaisons covalentes viennent stabiliser ces fibrilles et peuvent s’associer

latéralement pour former des fibres. Le collagène de type I est le principal composant des

fibrilles de collagène dans plusieurs tissus tels les os, la peau, les tendons et autres tissus

fibreux. C’est un hétérodimère de deux chaînes Œ1(I) et une Œ2(I). Le collagène de type II,

est le principal composant du cartilage et est formé par un hétérodimère c1(II)3. Le

collagène de type III [Œ1(III)3] et le collagène de type V [Œ1(V), Œ2(V), x3(V)j forment

des fibrilles hétérotypiques avec le collagène de type I dans les tissus conjonctifs mous.

Dans les os, le collagène de type I est accompagné par les collagènes types V et le XI

[txl(XI), Œ2(V), Œ3(XI)]. Le collagène de type XI forme également des fibrilles

hétérotypiques avec le collagène de type II.

Les collagènes non fibrillaires forment un groupe hétérogène [l$1;l$3]. Les fibrilles de

collagènes peuvent être associées avec des triples hélices interrompues (collagène fACff,

type IX, XII, XIV, XVI et XIX). Le collagène de type VI forme des microfibrilles dans la

majorité des tissus conjonctifs. Le réseau de collagènes est retrouvé dans le cartilage

hypertrophique (type X), la matrice sous-endothéliale (type VIII) et la membrane basale

(type W). Les longues chaînes de collagène (type VII) sont des composantes d’ancrage des

fibrilles, ce qui a pour effet de stabiliser l’attachement de la membrane basale à

l’épithélium sous-jacent. De plus, certains collagènes ont des domaines transmembranaires

(type XIII et XVII), la multiplexine «multiple triple-hetix domain and interruptions », les

collagènes de type XV et XVffl et autres protéines contenant des domaines à triples hélices

ont été caractérisés [183].

L’élastine est un autre composant de grande importance de la MEC. Elle est la protéine

principale des fibres élastiques des artères, des veines, du poumon, de la peau, etc.

L’élastine est synthétisée au cours de la deuxième moitié de la grossesse et de la croissance

de l’enfant. Elle représente 40% du poids sec de l’aorte et confère la propriété d’élasticité
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aux organes qui la contiennent. La délétion des deux copies du gène de l’élastine chez la

souris conduit à la mort des animaux peu après leur naissance.

Plusieurs maladies génétiques conduisent à la formation de fibres élastiques altérées le

syndrome de Williams, la sténose supravalvulaire aortique, le cutis laxa, le syndrome de

Marfan, le syndrome de Menkes, le pseudoxanthorna elasticum, pour ne nommer que

celles-ci; le syndrome de Williams étant du à la délétion d’une copie de plusieurs gènes

dont celui de l’élastine, la sténose supravalvulaire aortique et le cutis laxa (forme

autosomale dominante), à une mutation dans le même gène. Les fibres élastiques s’altèrent

également au cours du vieillissement et des maladies acquises que sont l’artériosclérose,

l’athérosclérose et les anévrismes. Chez les patients atteints du syndrome de Williams, les

malformations cardiovasculaires les plus fréquentes sont la sténose supravalvulaire aortique

et l’épaississement plus ou moins diffus des artères avec rétrécissement de la lumière

artérielle. L’altération des fibres élastiques liée au défaut du gène de l’élastine pourrait être

corrigée en stimulant l’expression de la copie saine du gène. Tout l’art de cette thérapie

serait de stimuler cette synthèse de façon optimale dans le temps (au cours du

développement in utero et au cours de la croissance de l’enfant) et dans les organes

concernés. De nombreux programmes de recherche analysent actuellement les mécanismes

moléculaires de formation des fibres élastiques.

Les fibres élastiques sont responsables des propriétés élastiques des tissus comme les

poumons, le derme et les vaisseaux sanguins [184]. L’élastine est le principal composant

des fibres élastiques. C’est une protéine hydrophobe et hautement associée (cross-linked)

qui est très résistante aux traitements physiques et à la majorité des protéinases. Les fibres

élastiques interagissent avec des microfibrilles contenant de la fibrilline, d’autres

glycoprotéines et des protéoglycans [185]. Les propriétés mécaniques passives des artères

est principalement conféré par les fibres élastiques et les fibres de collagène, les CMLV

étant reconnus comme l’élément actif [186]. Les fibres élastiques sont des constituants de la
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MEC constitués d’élastine assemblée, de microfibrilles et de d’autres protéines associées

[187], qui donnent l’habileté aux vaisseaux d’être élastique, tandis que le collagène est une

protéine plus rigide, qui limite davantage la distension des vaisseaux.

Les grosses artères (artères élastiques, artères de conductance) ont un haut degré d’élasticité

puisque l’élastine est le principal composant de la paroi de ces vaisseaux [188]. Cette

propriété est essentielle pour la fonction cardiovasculaire. En tempérant les variations de

pression durant le cycle cardiaque, cela permet un débit sanguin relativement constant et

une irrigation suffisante des divers organes [189]. En contrepartie, dans les artères de

résistance, l’élastine est un composant mineur et le collagène compte pour la plus grande

proportion de la MEC. L’élastine est restreinte à une limitante élastique interne (LEI) et à

un réseau de fibres élastiques à travers la média et l’adventice [190]. Le fait que dans les

artères de résistance, l’élastine est difficile à trouver a mené à la conclusion que cette

protéine n’a pas un rôle majeur dans les propriétés mécaniques de ces vaisseaux. Cette

présomption n’a été basé que sur le fait que l’élastine est difficile à quantifier à l’aide des

mêmes méthodes qui sont utilisés pour les artères de conductance, basé sur des traitements

chimiques très puissants, qui demandent une grande quantité de tissu [191].

Plusieurs glycoprotéines sont présentes dans la MEC interstitielle. La fibronectine et la

vitronectine sont deux glycoprotéines structurales de la MEC et sont également présentes

dans le plasma sanguin, et jouent un rôle dans l’attachement des cellules à la MEC [192].

Les fibronectines sont des glycoprotéines à haut poids moléculaire (235-270 kDa) qui

forment des dimères liés par un pont disulfure ainsi qu’une structure fibrillaire. L’épissage

alternatif d’un seul gène peut générer différentes formes de fibronectine. Elles sont

composées de trois types de répétitions et autres domaines fonctionnels. Les fibronectines

interagissent avec les intégrines à la surface des cellules, principalement via le motif RGD.

Elles lient également différents composants de la matrice tels les collagènes, la fibrine et les

protéoglycans. Durant le développement, la fibronectine est essentielle à l’adhésion des
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cellules embryonnaires pour leur migration de par une matrice riche en fibronectine [193].

Au-delà de la transformation, une diminution de la synthèse et une augmentation de sa

dégradation protéolytique, diminue l’expression à la surface des cellules et dans la MEC

[192].

Les protéoglycans (PGs) et les glycoaminoglycans (GAG) constituent la substance amorphe

de la MEC interstitielle. Les PGs contiennent une chaîne centrale polypeptidique dans

laquelle les résidus sérine et thréonine ont une chaîne GAG lié (O-tinked) de sulfate

d’héparan, de kératan, de dermatan ou de chondroïtïne [194]. Le métabolisme des PGs est

plus rapide que celui des collagènes, avec des demi-vies tissulaires de quelques jours à

plusieurs semaines. Les PGs forment une charpente structurante et agissent sur

l’organisation de la matrice. Comme molécules hydrophiles, elles sont importantes pour

retenir l’eau et maintenir un volume tissulaire. De plus, les PGs peuvent jouer un rôle dans

la modulation d’une variété de processus biologiques incluant la croissance, l’adhésion et

l’invasion cellulaire [195]. fi existe plusieurs facteurs de croissance qui sont associés à la

MEC, tels le FGF et les membres de la famille du VEGF peuvent lier le sulfate d’héparan

des PGs [196]. De petits PGs riches en leucine, tels la déconne et la fibromoduline lient les

composants de la MEC et participent dans la régulation de la fibrillogénèse du collagène et

l’organisation de la matrice [197]. ils lient également le TGF-13 et peuvent donc moduler les

effets biologiques de ce facteur de croissance [198].

1.5.3. Membrane basale

Les membranes basales (MB) sont des feuilles de MEC spécialisées qui séparent les

couches de cellules épithéliales et endothéliales du stroma collagéneux [192;199]. La MB

est produite et assemblée en coopération avec les cellules situées sur chaque côté d’elle.

Les principaux composants de la MB incluent le collagène de type IV, la laminine,

l’entacine/nidogène et les PGs sulfate d’héparan et de chondroïtine. Les PGs sont présents

dans toutes les structures de la MB où ils peuvent fonctionner de façon charge-dépendante
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comme un tamis moléculaire. fls immobilisent les facteurs de croissance comme le FGF-2

et le VBGF, qui peuvent se lier au perlecan, le principal sulfate d’héparan de la MB [200).

D’ autres composants, comme SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine), la

fibuline et les collagènes de types XV et XVIII ont également été trouvés en association

avec la MB. La fibronectine est abondante dans les MBs à la période foetale.

Le collagène de type W est une protéine trimérique (—540 kDa) composée de trois chaînes

parallèles Œ(W), qui forment une structure en triple hélice partielle avec de nombreuses

interruptions [199]. Six différentes chaînes ont été clonées (Œ1(W) à Œ6(W)). Les chaînes

Œl(W) et Œ2(W) sont retrouvées dans la majorité des MBs, tandis que l’expression des

chaînes Œ3-6(W) est plus restreinte [201;202]. Le trimère le plus commun est

Ï’Œl(W)2Œ2(W). Les trimères de collagène de type W peuvent s’assembler en un réseau

tridimensionnel par trois types d’interactions [199;202]. Quatre molécules peuvent se lier

l’une à l’autre au niveau du domaine N-terminal riche en cystéine (7S) pour former un

tétramère, qui est joint à un réseau par une interaction dimérique entre les domaines C-

terminal non collagéneux (NC1). Des associations latérales additionnelles de molécules de

collagène aident à la formation de réseaux tridimensionnels irréguliers, qui sont stabilisés

par des ponts disulfures et des liens covalents.

Les laminines sont un groupe de grosses glycoprotéines hétérodimériques (-—400-900 kDa)

formées de trois chaînes polypeptidiques distinctes: Œ, f3 et ‘y [203]. Au moins 12

différentes isoformes hétérodimériques de laminine, assemblées à partir de cinq chaînes x,

trois chaînes f3 et trois chaînes ‘y ont été caractérisées avec différentes distributions

tissulaires et différentes fonctions [204]. Comme le collagène de type IV, les laminines

s’assemblent elles-mêmes par une interaction calcium-dépendante impliquant le domaine

terminal de trois chaînes afin de former un réseau polymérique in vitro [199;202].
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Les réseaux de collagène de type W et laminine sont connectés à travers une diversité

d’interactions. Par exemple, le nidogène est une glycoprotéine sulfatée (150 kDa) qui fait le

pont entre ces molécules [204]. fi contient un site de liaison pour le motif de répétition pour

l’EGF de la laminine de chaîne y en C-terminal, qui est localisée près du centre du trimère

de laminine et un site de liaison en N terminal pour le collagène de type W. De plus, le

perlecan contient des sites de liaison aussi bien pour le collagène de type IV et la laminine

[205]. Le domaine NC1 des collagènes types XV et XVIII peut se lier au perlecan et au

complexe laminine/nidogène [206].

La majorité des informations requises pour l’assemblage de molécules de la MEC de

structure compliquée, incluant les fibrilles de collagène, le collagène de type W et les

réseaux de laminine, apparaît être intrinsèque aux molécules. Malgré tout, ces composants

peuvent être induits à un auto-assemblage in vitro dans des systèmes sans cellules pour

former des structures qui ressemblent à celles retrouvées in vivo [202]. Par contre, les

intégrines de surface et les composants du cytosquelette peuvent contrôler la fibrillogenèse

de la fibronectine [207], et dans les tissus, l’assemblage des constituants de la MB peut être

régulé par des interactions cellulaires.

1.5.4. Interaction de la MEC et les CMLV

Le remodelage vasculaire affecte non seulement les cellules de la paroi vasculaire, mais

entraîne également des changements très importants dans la composition de la MEC.

Comme nous venons de le voir, la MEC est un réseau constitué de plusieurs protéines

comme l’élastine, les collagènes de types I, III, W, V, VI, la fibronectine, la

thrombospondine, la ténacine, l’ostéopontine, la laminine et la vimentine [182]. La MEC

est aussi un véritable réservoir de facteurs de croissance et de cytokines qui sont

responsables de la modulation de la croissance cellulaire (par exemple, les héparines fixent

le PDGF AA, le FGf, l’EGF et les IL-l, -2, -3 et -6 ; la fibronectine lie les différents TGF

F et les collagènes de type I et VI lient les PDGF AA/BB/AB, les IL-2 et -4, ainsi que le
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TNF Œ et f3) [182]. Des variations dans la composition de cette matrice sont impliquées

dans le développement de l’HTA. En effet, la production de fibronectine semble être plus

importante chez les SHR que chez les rats WKY âgés de 12 mois [208]. Une augmentation

de la production du collagène par rapport à l’élastine a été observée au niveau des petites

artères mésentériques de jeunes SHR (10 semaines) et adultes (20 semaines)

comparativement aux rats WKY des mêmes âges [4;5]. L’augmentation du ratio collagène:

élastine a été corrigée par certains agents antihypertenseurs tels que les ifiCA et les ARA,

suggérant que l’Ang II joue un rôle dans le dépôt du collagène dans l’HTA [4;5J. Le ratio

collagène: élastine est un bon indice du degré d’élasticité du vaisseau, puisqu’il nous

renseigne sur la quantité relative d’un composant fibrillaire/composant élastique. Une

augmentation de la production de la fibronectine a été également observée au niveau des

CMLV des rats infusés avec l’Ang 11 [2091. Cette augmentation semble être médiée par le

récepteur AT1 de façon dépendante de la PKC et des tyrosines kinases [210].

1.5.5. Remodelage de la MEC

La coordination de la dégradation de la MEC est impliquée dans des processus

physiologiques de remodelage tissulaire variés tels que la morphogenèse et la croissance

tissulaire, l’angiogenèse, l’implantation du trophoblaste, le remodelage osseux, la

cicatrisation et la réduction de la taille de l’utérus post-partum et de la glande mammaire

post-lactation [211]. La déficience ou l’excès de protéolyse sont associés avec un bon

nombre de conditions pathologiques comme l’arthrite, la périodontite, l’ulcération

chronique et la sclérodermie [211]. Pendant l’invasion tumorale, les cellules néoplasiques

utilisent des mécanismes protéolytiques et invasifs de façon contrôlée, mais anormalement

régulée pour permettre l’attachement cellulaire, localiser la dégradation de la MEC et la

migration à travers la barrière digérée.

Le remodelage de la MEC différentiée de plusieurs organes et des régions subépithéliales

ou subendothéliales ou de la membrane basale est dépendant de l’action concertée de
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plusieurs protéinases de différentes familles de protéinases. Les protéinases sont classifiées

soit en exopeptidases ou en endopeptidases, selon le site de clivage terminal ou interne de

la protéine cible [2121. Les endopeptidases sont divisées en les classes majeures soit sérine,

cyctéine, aspartique et métalloprotéinase basé selon les séquences d’acide aminé et des

cofacteurs déterminant leur mécanisme ou leur activité catalytique. La superfamille des

metzincines est distinguée par un motif hautement conservé, contenant trois résidus

histidines qui lient un atome de zinc au niveau de leur site catalytique et ont également un

résidu méthionine qui est située en dessous de site actif contenant l’atome de zinc. La

famille des metzincins est subdivisée en quatre familles, les serralysines, astacines,

ADAMs/adamalysines et les métalloprotéinases de la matrice (MMP5). Les MMPs forment

donc une des quatre sous-familles au-delà des metzincins, duquel est l’une des principales

de la superfamille des métalloprotéinases.MMPs.

1.6. Les métalloprotéinases de la matrice

La famille des MMPs consiste actuellement en 26 enzymes distinctes, mais apparentées

structuralement, des vertébrés et 21 sont des homologues caractérisés chez l’hoimne, avec

en conm-iun, une spécificité partielle pour certains substrats (Tableau 3) [212]. Ce sont des

endopeptidases neutres dépendantes du zinc, desquels l’activation requiert le clivage du

pro-peptide en N-terminal (Figure 6). La principale fonction des MMPs est de remodeler et

dégrader les différentes protéines de la MEC et les protéoglycans. Cependant, des études

récentes suggèrent différents rôles pour ces enzymes. Par exemple, les MMPs peuvent

cliver et donc moduler l’assemblage et l’activité membranaire ou la MEC liée aux

précurseurs des cytokines, chimiokines, facteurs de croissance, récepteurs d’hormones,

protéines liant les facteurs de croissance et les inhibiteurs de protéinases [211;212J.

L’activité des MMPs est régulée par divers mécanismes au niveau de la transcription des

gènes, la stabilité des ARNm, la sécrétion et la liaison de l’enzyme, l’activation des
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zymogènes et l’inhibition par des inhibiteurs endogènes pour permettre une protéolyse

précise durant le remodelage tissulaire normal (Figure 7) [212]. L’activité dé-régulée des

MlvIPs est caractéristique d’un bon nombre de conditions pathologiques telles que

l’ulcération chronique, la périodontite, les maladies cardiovasculaires et les cancers.

Les MMPs peuvent être divisés en sous-groupes, en se basant sur des critères structuraux et

fonctionnels (Figure 6). Elles sont autant des protéines solubles ou des protéines

membranaires ancrées à la membrane cellulaire par un domaine transmembranaire de type I

ou de type II ou par un ancrage de type glycosyl-phosphatidyl inositol (GPI). Les MMPs

solubles sécrétées ont été classifiées dans plusieurs sous-goupes comme les collagénases,

qui peuvent dégrader les collagènes fibrillaires, les gélatinases, qui ont une haute activité

contre la gélatine et le collagène de type W ainsi que les stromelysines, les matrilysines et

autres MMPs, qui peuvent dégrader une variété de composants de la MEC. Les MMPs qui

sont ancrées à la membrane forment le groupe des MMPs ancrées à la membrane (MT

MMPs).
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Figure 7. Structure et sous-groupes des MMPs. [213]

1.6.1. Collagénases

Les collagénases-1, -2 et -3 (MMP-1, MMP-$ et MMP-13, respectivement) sont les

principales protéinases neutres sécrétées, qui peuvent initier la dégradation d’hélices

natives du collagène fibrillaire [214]. Le domaine hémopexin de ces MMPs est essentiel
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pour une liaison spécifique et le clivage de ce substrat [215]. Ces trois collagénases peuvent

cliver le site spécifique (G1y775-fle/Leu776) situé à chaque chaîne Œ de la molécule de

collagène trimérique. Les fragments résultants ¾ N-terminal et ¼ C-terminal sont

spontanéments dénaturés à 37 °C en gélatine, lequel peut être dégradé davantage par

d’autres protéinases. Trois collagénases ont des activités en chevauchement sur les

collagènes fibrillaires de type I, li et ifi, mais leurs préférences pour les substrats sont

différentes. La MMP-l montre la plus haute efficacité catalytique contre le collagène de

type ifi, relativement au collagène de type I, tandis que la MMP-$ a la préférence inverse et

la MMP-13 préfère cliver le collagène de type II. La MMP-13 montre également une plus

haute activité gélatinase et a une spécificité plus vaste pour les substrats que les MMPs-l et

-8. Les MT-MMPs [216] et la MMP-2 [217J sont également capable de dégrader les

collagènes fibrillaire en fragments ¾ et ¼.

La MMP-l fut la première MMP à être découverte sur la base de son activité dans la queue

du têtard en métamorphose [21$]. Elle a également été la première MMP à être purifiée de

façon homogène [219] et à être clonée sous forme d’ADNc [2201. Les fibroblastes de

plusieurs origines, les chondrocytes, les ostéoblastes, les cellules endothéliales, les

kératinocytes, les hépatocytes, les macrophages et monocytes, les éosinophiles et les

cellules tumorales sécrètent la MMP-l in vitro [214]. La MMP-$ est synthétisée par les

cellules leucocytaires polymorphonuclées durant leur maturation dans la moelle osseuse,

emmagasinée dans les granules intracellulaires et relarguée en réponse à des stimuli

externes [221]. En plus, les chondrocytes, les fibroblastes synoviaux, les fibroblastes

gingivaux, les cellules épithéliales bronchiques, les cellules du mélanome, expriment la

MMP-8 [222]. La MMP-13 est exprimée durant le développement foetal des os, le

remodelage post-natal des os et la réparation cicatricielle des gencives [223]. De plus,

l’expression de la MMP-13 a été associée à des conditions pathologiques comme

l’inflammation sévère chronique et l’invasion de tumeurs malignes [224].
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1.6.2. Gélatinases

La MMP-2 (gélatinase A ou gélatinase de 72 kDa) et la MMP-9 (gélatinase B ou gélatinase

de 92 kDa) diffèrent des autres MMPs en contenant trois suites de répétitions qui sont

homologues à la répétition de type II du domaine liant le collagène et la fibronectine [225].

Ces domaines sont requis pour les gélatinases, afin qu’elles puissent se lier et cliver le

collagène [226] et l’élastine [227] (Tableau 3). Le domaine hémopexine n’effecte pas la

liaison de la MMP-2 au collagène [22$], mais comme pour les collagénases, il est crucial

pour le clivage initial de la triple hélice du collagène de type I. La région charnière de la

MMP-9 contient un site additionnel inséré «cotÏagène-tike » de type V [229].

Contrairement à d’autres MMPs, les pro-enzymes des MMP-2 et -9 peuvent lier les TE\4P-

2 et-l [230].

Un large spectre de cellules normales et transformées d’origines fibroblastique,

endothéliale et épithéliale expriment constitutivement la MMP-2 [225;23 l-234]. Durant le

développement, elle est largement exprimée par les cellules stromales [235]. L’expression

de la IvIMP-9 est plus restreinte et est souvent très faible dans les tissus normaux, mais elle

peut être induite lorsque le remodelage tissulaire survient durant le développement, la

cicatrisation et l’invasion de métastases tumorales. La MMP-9 est sécrétée par les

macrophages alvéolaires, les leucocytes polymorphonucléés, les kératinocytes et les

trophoblastes invasifs ainsi que par plusieurs lignées de cellules transformées, mais pas par

les cellules fibroblastiques [233;236]. In vitro, les deux gélatinases peuvent dégrader une

variété de protéines, mais les substrats in vivo sont largement inconnus [211]. Basé sur leur

habilité à dégrader le collagène de type W et la laminine, les principaux composants de la

membrane basale et la corrélation entre le niveau d’expression et l’activité de la MMP-2 et

le potentiel invasif de certaines cellules cancéreuses, les gélatinases et spécialement la

MMP-2 a été suggérée pour dégrader les composants de la membrane basale in vivo [192].

Les deux gélatinases peuvent également dégrader efficacement le collagène partiellement

dénaturé de tous les genres génétiques, suivant le clivage initial par les collagénases [237].
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La MMP-2, mais pas la MMP-9 clive sélectivement la chaîne y2 de la laminine 5 et

promouvoie la migration cellulaire dans un modèle de cellules épithéliales mammaires

[23$]. fl a été suggéré que la MMP-9 affecte l’angiogenèse en relarguant le VEGF lié à la

MEC [239]. L’inhibiteur des protéinases (OEl-PI) est un substrat in vivo pour la MMP-9

dans les cloques de la peau [240]. Finalement, il a été démontré que les gélatinases (MMP

2 et -9) [241], comme d’autres MMPs (MMP-3 et -7) [242;243], sont impliquées dans le

clivage du pro-HB-EGF en HB-EGF actif, pouvant ainsi transactiver le récepteur à l’EGF

et participer aux effets médiés par la stimulation à l’Ang II.

Enzyme MMP- Substrat de la MEC Autres substrats

Gélatinases

Gélatinase A 2 Collagènes (I, II, ifi, W, V, cx1-PI, Œ2-macroglobulïne, Œ1-

VII, X, XI), gélatine, élastine, antichymotrypsine, IL-1f3,
tenascine, fibronectine, proTNF-Œ, IGFBP-3, IGFBP
vitronectine, laminine, 5, substance P, amyloïde
entactine, SPARC, aggrécane, sérique A, TGF-f3 latent, MCP
« link protein », galectine-3, 3, FGFRY, « big »
versicane, déconne, protéine enthothéline- 1, plasminogène
de base de la myéline

Gé]atinase B 9 Collagènes (W, V, XI, XIV), Œ2-macroglobuline, ovostatine,
gélatine, élastine, Œ1-PI, IL-113, proTNF-Œ,
vitronectine, laminine, substance P, caséine,
galectine-3, SPARC, transférine, carboxyméthylée,
aggrécane, « link protein » angiotensine-I et II,
versicane, déconne, protéine plasminogène, pro-TGF-132,
de base de la myéline IL-2Ru, libération du VEGF

(substrat inconnu)

Tableau 3. Différents substrats des gélatinases A et B.
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1.6.3. Stromélysines, matrilysines et autres MMPs

Les stromélysines incluent la stromelysine-1, -2 et -3 (MMP-3, MMP-1O et la MMP-l 1,

respectivement). Les matrilysines-1 et -2 (MMP-7 et MMP-26, respectivement) et la

métalloélastase (MMP-12) sont d’autres MMPs qui ont une vaste spécificité pour les

substrats. Les matrilysines sont les plus petites MMPs (--28 kDa) qui ne contiennent pas le

domaine homologue à l’hémopexine présent sur les autres MJvIPs. La structure et les

domaines des stromelysines ressemblent à celles des collagénases. Cependant, ils sont

incapables de dégrader le collagène fibrillaire. La stromelysine-3 est inactive contre

plusieurs composants de la MEC, malgré cela, elle peut cliver les inhibiteurs de protéases

Œ2-macroglobuline et tïl-PI [244J ainsi que la protéine liant l’insuline (IGF-BPs) [245 J.

Elles diffèrent également de la majorité des MMPs sécrétées en ayant une séquence de

reconnaissance des proprotéines convertases entre les domaines pro- et catalytique.

Quelques MMPs plus récemment caractérisées incluant la CA-MMP (MMP-23) et

l’epilysine (MMP-28) contiennent également des insertions avec une séquence similaire

[212;246].

1.6.4. Les MMPs de type membranaire

La découverte que les membranes plasmiques provenant de cellules tumorales variées

contenant des activateurs de proMMP-2 sensibles aux inhibiteurs des MIvIPs ont

premièrement suggéré l’existence de MMPs liées à la membrane [247]. Sato et cou. [248]

ont cloné l’ADNc de la MT1-MMP (MMP-14), codant pour une protéine transmembranaire

de type I de 63 kDa qui peut activer la proMMP-2 et permettre l’invasion cellulaire.

Jusqu’à présent, six ADNc de MT-MMPs ont été clonés. Le produit de la traduction de ces

gènes ont été nommés MT-MMPs-2, -3, -4, -5 et -6, et CA-MMP (MMP-14, -15, -16, -17, -

24, -25 et -23, respectivement) [212;246;249]. Les MT-MMPs ont récemment gagné une

attention considérable, en partie parce qu’il a été démontré qu’il y avait plusieurs

anormalités associées à l’invalidation de ce gène chez la souris, en opposition des

phénotypes des souris déficientes en MMPs sécrétoires [250]. La MTÏ-MMP est également
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plus active pour dégrader la MEC et promouvoir l’invasion cellulaire dans les modèles

expérimentaux que les formes solubles ou les MMPs sécrétoires, souligant l’importance de

la localisation à la surface et la régulation cellulaire de ces enzymes [251].

La MvIP-23 diffère de toutes les autres MIvIPs caractérisées en ayant un domaine unique

riche en cystéine, riche en proline et un domaine similaire au récepteur de type II de l’IL-l,

au lieu d’un domaine homologue à l’hémopexine [212;246]. Elle contient également un

pro-domaine atypique en N-terminal qui ne contient plus la séquence conservée

«commutation de cystéine », mais contient une région potentielle transmembranaire. Un

seul clivage protéolytique entre les pro-domaines et le domaine catalytique par la furine,

active la pro-enzyme et la relargue du même coup sous une forme soluble activée [252].

1.6.5. Activation des zymogènes des MMPs

Toutes les MMPs sont synthétisées comme zymogènes latents contenant un pro-domaine

(pro-peptide) globulaire —10 kDa au niveau amino-terminal qui s’insère dans le site actif de

l’enzyme et maintient sa latence [253]. Un lien cystéine-zinc lie le résidu cystéine du pro-

domaine à l’atome de zinc au site catalytique, prévenant l’accès d’une molécule d’eau, qui

est nécessaire à la catalyse [254]. La séquence qui entoure le résidu cystéine du pro

domaine, (K)PRCGVINPD(V), et la séquence qui lie l’atome de zinc dans le domaine

catalytique, HEXGHXXGXXH, sont les deux séquences les mieux conservées dans les

MMPs [212]. L’activation des pro-MMP5 solubles peut être fait in vitro par des détergents,

des agents chaotropiques, des agents oxydants, des produits contenant du mercure, des

réactifs sulfhydryl, un pH acide, qui expose le pro-domaine cystéine à un changement

conformationel et cause la dissociation du lien cystéine-zinc (appelé: «cystein switch » ou

commutation de la cystéine) [255J. De plus, le clivage du pro-domaine par une variété de

sérine, cystéine et métalloprotéinases mène à un changement de conformation «dépliage»

et l’exposition de la partie résiduelle du pro-peptide et la dissociation du lien cystéine-zinc.

Le clivage initial survient habituellement dans la partie flexible exposée des boucles x1-cxII



73

qui est suivie par une série de clivage auto-catalytiques menant à la génération de l’enzyme

sous sa forme active mature.

Dans la majorité des cas, l’activation protéolytique des pro-MMPs se produit au niveau

extracellulaire. Puisque plusieurs enzymes solubles peuvent activer la majorité des MMPs

sécrétées, in vivo leur disponibilité peut être aussi important que le type d’enzyme qui peut

les activer [256]. Le manque d’activation de plusieurs MMPs (MMP-3, MMP-9, MMP-12

et MMP-13) dans les macrophages des souris déficientes en uPA, suggère un important rôle

de l’activateur du plasminogène à la surface cellulaire sur l’activation de quelques MMPs

sécrétées in vivo [257].

La caractérisation de l’activation constitutive intracellulaire de la pro-stromelysine-3

(MMP- 11) par la furine, une endopeptidase associée au Goïgi, décrit un nouveau

mécanisme d’activation des MMPs [258]. Une séquence RXRXKR est présente dans le

pro-domaine et a montré permettre le clivage, ce qui a été démontré par mutagénèse

dirigée, par délétion de mutants et la commutation de cette région pour la MMP- 1, où elle

cause également l’activation intracellulaire de cette MMP. Toutes les MT-MMPs

contiennent une séquence similaire de reconnaissance (RXKIRR) au niveau de l’extrémité

C-terminal du pro-domaine, et ces MMPs apparaissent comme étant activées durant leur

transport à la surface cellulaire. En effet, co-exprimée avec la furine intracellulaire, la

furine active la MT1-MMP tronquée qui n’a pas de domaine cytplasmique

transmembranaire. Un inhibiteur irréversible de la furine, le mutant Pittsburgh de J’Œl-PI

prévient cette activation [259]. La MT1-MMP soluble peut également être activée par la

plasmine. Cependant, le clivage initial par la plasmine survient après la séquence RRK qui,

après le traitement (processing), mène seulement partiellement au même N-terminal que la

MT1-MMP activée de type sauvage [260]. En plus, l’ajout extracellulaire d’inhibiteurs de

sérine proteinases n’apparaît avoir aucun effet sur l’activité de la MT1-MMP. De plus, le

traitement de cellules fibroblastiques ou de fibrosarcome humains tout comme plusieurs
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cellules de mélanome avec l’inhibiteur sythétique de la furine Dec-RVKR-CH2C1 inhibe le

traitement de la pleine longeur de la MT1-MMP et l’activation de la MMP-2 [261] Yana et

Weïss décrivent des voies dépendantes et indépendantes de la furine pour le traitement de

la MT1-MMP, qui ont été affectées par l’attachement de l’enzyme à la membrane [262J. fis

ont également identifiés des motifs basiques comme substrats potentiels des pro-protéines

convertases dans le pro-domaine de la MT1-MMP. La MT3-MMP est également activée

par la furine dans le réseau du trans-Golgi des cellules MDCK [263]. Cependant, la

régulation potentiellement cellule spécifique de l’activation des MT-MMPs par différentes

pro-protéines convertases semblables à la furine durant certains événements qui ne sont pas

bien caractérisés concernant les voies d’acheminement du réticulum endoplasmique à la

surface cellulaire est encore mal compris. De plus, Cao et cou., [264] se sont questionnés

sur la réelle nécessité de ce clivage protéolytique et l’enlèvement du pro-domaine. En fait,

ils ont suggéré que le pro-domaine est requis pour la liaison de TIMP-2 au domaine

catalytique ainsi que pour l’activité catalytique de la MT1-MMP [264]. Une explication

possible pour la nécessité du pro-domaine peut être sa fonction de chaperone qui est

essentielle pour le repliement et l’acheminement de l’enzyme [264]. Cette fonction est

dépendante de la séquence conservée Y42GYL45 dans le domaine du pro-peptide [265]. Le

niveau d’activité catalytique de la MMP obtenue par le changement conformationel sans

l’enlèvement du pro-domaine n’est présentement pas clair [266].

Toutes les évidences acquises jusqu’à ce jour indiquent que les principaux facteurs qui

agissent sur le remodelage vasculaire, l’hémodynamie, le dommage vasculaire,

l’inflammation et le stress oxydant, régulent aussi l’expression et l’activation des MMPs.

De plus, il est important de mettre l’emphase sur la distinction entre la régulation de

l’expression des gènes des MMPs et la régulation de l’activité enzymatique de ces

dernières. Celui-ci est un détail qui n’est que très peu clairement mentionné dans la

majorité des études qui portent sur l’implication des MMPs dans le remodelage vasculaire

et pourtant l’activité des MMPs est davantage relié aux effets biologiques des enzymes.
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L’élévation de la pression transmurale ex vivo dans les artères de porc, induit la dégradation

de la MEC par les gélatinases MMP-2 et -9 [267], suggérant que les MMPs sont impliquées

dans le remodelage vasculaire associé à l’HTA. Des changements hémodynamiques sont

connus pour être d’importants régulateurs des MIvIP-2 et -9 dans les greffes de veines

saphènes au niveau des carotides chez le porc [268]. fl a également été suggéré que le NO

pouvait avoir un rôle à jouer dans la modulation de l’expression des MMPs [269]. In vitro,

le transfert du gène de la NOS endothéliale dans les CMLV a démontré diminuer

l’expression des MMP-2 et -9. Cependant, il est devenu évident que les effets biologiques

du NO peuvent être modifiés en présence des DRO et endommager les vaisseaux par des

cellules inflammatoires infiltrantes [270]. De plus, la production simultanée de NO et

d’ions superoxyde génère des peroxynitrites, qui ont été démontrés pour activer les MMPs

latentes [271] et dégrader TTMP-1 [272]. En conséquence, dans les conditions normales de

production de NO dans les vaisseaux intègres, ce phénomène peut aider à garder

l’expression et l’activité des MMPs en équilibre avec les inhibiteurs endogènes. En

contrepartie, dans les vaisseaux endommagés, la production de réactions secondaires avec

le NO peut perturber la balance MMP/TIMP en faveur d’une dégradation de la MEC.

D’autres dérivés réactifs comme Je peroxyde d’hydrogène, qui peut être généré à partir de

l’action de dismutases, peut également moduler l’activité des MMPs [271J. Les cellules

inflammatoires sont d’importantes sources de MMPs et d’autres protéases, comme les

cathepsines, qui dégradent la matrice vasculaire. Finalement, les macrophages activés

peuvent aussi sécréter des cytokines qui augmentent l’expression des MMPs dans les

cellules vasculaires [273;274].
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MMP Espèce Type de cellules Lxcatisation Stimulus

MMP-l (collagénase Homme CMLV In vitro TNF-a et IL-l

interstitielle) Homme Cellule spumeuse, Surexpression dans le coude TNF-Œ et IL-1

CMLV d’une plaque de la carotide

Homme CMLV, CE Plaque carotide

Homme Macrophage In vitro

Homme Macrophage Plaque carotide

Homme CE Aorte, veine ombilicale LDL-ox

Homme Macrophage Carotide Dégranulation de
mastocyte

Lapin Cellule spumeuse Lésion expérimentale

Lapin Macrophage LéSiofl expérimentale Hypercholestérolémie

Rat Macrophage Lésion expérimentale Hypercholestérolémie

MMP-2 (gélatinase 72 Homme CMLV In Vitro

kDa, gélatinase A)
Homme Cellule spumeuse, Carotide normale

CMLV

Homme Macrophage In vitro

Homme Niveau plasmatique, syndrome
coronarien aigué

Homme CMLV Anévrisme aortic abdominal

Homme Anévrisme cérébral

Homme, CMLV In vitro Thrombine

Lapin
Porc Veine sapheine greffée dans Haut débit

carotide

Porc Carotide Pression transmurale
élevée

Lapin Cellule spumeuse Lésion expérimentale

Lapin Cellule spumeuse In vitro DRO

Lapin Cellule spumeuse Lésion expérimentale Hypercholestérolémie

Lapin Carotide Angioplastie et bas
débit

Rat Carotide Angioplastie

Rat Macrophage Lésion expérimentale Hypercholestérolémie

MMP-3 (stromelysine- Homme CMLV In vitro TNf-tr et IL-l

1) Homme Cellule spumeuse Surexpression dans le coude TNf-tr et IL-l

d’une plaque de la carotide

Homme Macrophage Carotide Dégranulation de
mastocyte

Lapin Cellule spumeuse Lésion expérimentale de l’aorte

Lapin Macrophage Lésion expérimentale Kypercholestérolémie

Rat Macrophage Lésion expérimentale Hypercholestrolémie

Souris Macrophage In vitro Plasmine

MMP-7 (matrilysine) Homme Cellule spumeuse Carotide

Rat Macrophage Lésion expérimentale Hypercholestérolémie

MMP-9 (gélatinase 92 Homme CMLV In vitro TNF-tr et IL-l

kDa, gélatinase B) Homme Cellule spumeuse, Surexpression dans le coude TNF-u et IL-l

CMLV d’une plaque de la carotide

Homme Macrophage, Athérectomie coronaire d’un

CMLV patient souffrant d’angine
instable

Homme Macrophage In vitro LDL-ox

Homme Monocyte In Vitro LDL-ox

(PBMC)



MMP-Î2
(métalloélastase)

MMP- 13 (cotlagénase-3
interstitielle)

Homme

Homme

Porc

Porc

Lapin
Lapin
Lapin
Lapin
Rat
Rat

Souris
Souris
Souris

Homme,
recombiant

Souris
Homme
Souris

CMLV

CMLV

Cellule spumeuse
Cellule spumeuse
Cellule spumeuse

Macrophage

Macrophage

Macrophage
Macrophage

Macrophage
Macrophage
Macrophage

Niveau plasmatique, syndrome
caronarien aigué

Anévrisme aortic abdominal

Veine sapheine greffée dans
carotide

Carotide

In vitro
In vitro

Lésion expérimentale
Lésion expérimentale

Carotide
Lésion expérimenlale

Carotide
Aorte

In vitro
In vitro

In vitro
Carotide
In vitro

Débit élevé

Pression transmurale
élevée
DRO
DRO

Hypercholestérolémie
Mgioplastie

Hypercholestérolémie
Cessation de débit

Hypercholestérolémie
Plasmine

Plasmine

Plasmine

MMP-l4 (MT1-MMP) Homme Macrophage, Carotide TNF-u. lL-l3,
CMLV LDL-ox

Homme CE In vitro TNF-cc, IL-1cc. lL-1,
LDL-ox

Homme Anévrisme cérébral
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Tableau 4: Expression Vasculaire des MMPs [275].

1.6.6. Les inhibiteurs endogènes des MMPs

Les inhibiteurs endogènes comme les inhibiteurs tissulaires des metalloprotéinases et l’Œ2-

macroglobuline (Œ2M) sérique peuvent inhiber les MMPs activées in vivo. L’ x2M est un

inhibiteur sérique abondant de plusieurs protéinases [276]. En plus, les thrombospondines

peuvent inhiber l’activation des MMP-2 et -9 et induisent leur élimination par une

endocytose médiée par un récepteur séquestrant [277]. De nouvelles évidences sur la

régulation de la protéolyse à la surface des cellules ont été démontrées par la caractérisation

de la glycoprotéine membranaire ancrée GPI RECK (revision-inducing cysteine-rich

protein with kazal mottfs), qui a montré une diminution de la régulation des MTÏ-MMP,

MMP-2 et MMP-9 ainsi que de l’angiogenèse tumorale et la formation de métastases [278].

Les inhibiteurs spécifiques, les TE\kPs, sont considérés comme étant des régulateurs clés

des MMPs, localement dans les tissus. La famille des TIMPs consiste chez l’homme, de

quatre TIMPs: TIIvIP-1, -2, -3 et -4, qui partagent 30 à 50% d’identité au niveau de leur
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séquence (Tableau 5) [279-281]. ils sont composés de domaines N- et C-terminal, qui sont

tous deux stabilisés par trois ponts disulfure entre six résidues cystéines conservés

[254;282J. L’élimination du domaine C-terminal n’a que des effets mineurs sur l’inhibition

des MMPs par les domaines N-terminaux des TIMPs [283;284]. Ce plus grand domaine N-

terminal se plie en forme de cylindre-[3, similaire à certaines protéines liant l’ADN et se

liant aux oligonucléotides/oligosacharides {254;282]. Un étirement augmenté du segment

N-terminal, important pour l’inhibition des MMPs, se lie au corps du cylindre par deux

ponts disulfure. Le plus petit domaine C-terminal contient des motifs parallèles de boucle

en épingle à cheveux-f3 torsadées et une f3-boucle-13. Les hélices-u des domaines N- et C-

terminaux forment un centre en hélice de la protéine et le dernier résidu C-terminal acide

forme une queue flexible à la surface du TIMP [282].

Inhibiteur Taille Glycosyl- Solubilité Liaison aux Inhibition de la L’expression du
ation Pro-MMPs MT1-MMP/ gène est augmenté

activation de la par
pro-MMP-2

TIMP-1 28 kDa Oui Soluble Pro-MMP-9 Non / non TGF-3; FGF-2;
(184 aa) EGF; TNF-Œ;

PDGF; IL-l. -6;
PMA: acide
rétinoïque;
progestérone;
oncostatine M

TIMP-2 21 kDa Non Soluble Pro-MMP-2 Oui / oui AMPc; LPS; acide
(194 aa) rétinoïque;

progestérone
Oui Lié à la Pro-MMP-2 Oui I non TGF-3; PMA

MEC Pro-MMP-9
Non Soluble Pro-MMP-2 Oui / non ?

TIMP-3 21-24 kDa
(188 aa)

T1MP-4 22 kDa

_______

(195 aa)

Tableau 5. Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs).
(Henriet et coIl., 1999, [285])

Modifié à partir de

Toutes les TIMPs peuvent inhiber la majorité des MVIPs par une liaison non-covalente à

leur site actif dans un ratio stoïchiométrique de 1:1 [286]. Les MT-MMPs sont des

exceptions, puisque TIMP-l est un faible inhibiteur des Mil-, MT2-, MT3- et MT5-MMP

{2$7;2$8]. En contrepartie, les MT4- et MT6-MMP sont efficacement inhibées par TEVIP-l
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[289;290]. Contrairement à d’autres MMPs, TIIvIP-3 est un bon inhibiteur des

«adamaiysin-retated metatioproteinases » (ADAMs) [291]. Les TIMPs ont également

différentes habiletés à former des complexes avec des pro-gélatinases par des interactions

entre leur domaines carboxy-terminal et les domaines carboxy-terminal des pro-gélatinases

similaire à l’hémopexine (Tableau 5) [230;292].

Les TIMPs sont reconnus comme étant principalement régulés au niveau de l’expression

des gènes. Une variété de cellules en culture expriment TIMP-2, tandis que plusieurs

facteurs de croissance et cytokines ainsi que des composés chimiques augmentent

l’expression de TIMP-1 (Tableau 5) [286]. L’expression de TIMP-3 est induite dans des

cellules en culture par la stimulation à l’aide de l’EGF et le TGF-f3 contenu dans le sérum.

Contrairement à d’autres TIMPs, TIMP-3 est insoluble et se lie à la MEC autant in vitro

qu’in vivo. De manière générale, les TIMPs sont très stables. Malgré tout, ils peuvent être

inactivés par protéolyse par des sérine protéinases comme la trypsine et l’élastase

[293;294]. Plus récemment, Maquoi et coll., [295] ont démontré que l’internaÏisation par un

mécanisme dépendant de la MT1-MMP et une subséquente dégradation, diminuait TIMP-2

dans des cellules tumorales en culture.

Dues à leur habileté à inhiber la dégradation protéolytique requise pour l’invasion

cellulaire, les TUVIPs ont été identifiés comme des régulateurs négatifs de processus comme

l’angiogenèse et l’invasion par le cancer [286]. De plus, TIMP-1 et TTMP-2 inhibent la

migration des cellules endothéliales et des CMLV [296;297]. TIMP-2 réduit l’invasion de

cellules de mélanome, la croissance des tumeurs et l’angiogenèse in-vivo [298]. TTMP-2

peut se fixer sur le site actif de MT 1 -MMP et sur le domaine PEX de MMP-2 pour former

un complexe tri-moléculaire. Si cela se produit à proximité d’une autre molécule de Mil

MMP, la modification protéolytique du pro-fragment initie l’activation de MMP-2 (Figure

7). Cette protéine est donc à la fois inhibitrice et activatrice de la MMP-2. Les effets

contradictoires du TIMP-2 reliés à la croissance tumorale et à l’apoptose ne peuvent
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qu’ajouter au paradoxe du TUVIP-2, reflétant ainsi notre manque de compréhension actuelle

du système des MMPs et de leurs inhibiteurs [299]. MMP-2 peut ainsi se dissocier de la

surface cellulaire et participer à la dégradation de la MEC, prérequis indispensable à

l’infiltration des cellules endothéliales. La livraison de TIMP-3, médiée par des adénovirus,

inhibe l’invasion de cellules de mélanome [300] et la surexpression de TTMP-4 inhibe

l’invasion in-vitro de cellules de cancer du sein et la croissance des tumeurs, ainsi que la

formation de métastases in-vivo. D’autres parts, TEvIP-1, -2 et -3 stimulent la croissance de

plusieurs types cellulaires [285]. TIMP-2 peut supprimer la signalisation mitogénique

médiée par l’EGF [301], et TIMP-3 peut induire l’apoptose de cellules normales et

malignes [300;302]. Des données récentes proposent l’implication des TIMPs dans des

processus invasifs comme l’invasion placentaire [285].



Figure 8. Mécanismes de régulation de l’activité des MMPs. Les MMPs sont inhibées par
la formation d’un complexe équimolaire avec les TIMPs (A) ou par des inhibiteurs
synthétiques pseudo-peptidiques ou non-peptidiques qui entrent en compétition au niveau
du site catalytique avec le substrat naturel (B). Les MMPs sont aussi sécrétées sous forme
de pro-enzyme et doivent être activées par clivage protéolytique du pro-domaine. Ce
clivage se produit soit dans le milieu extracellulaire par l’action d’une autre MMP ou de la
plasmine (C), soit à la surface cellulaire comme c’est le cas pour la pro-MMP2 (violet) qui
est activée par la MT1-MMP (bleu) à laquelle elle se lie après avoir formé un complexe
avec le TJMP-2 (rouge) (D) [213].
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1.6.7. Les MMPs et le remodelage vasculaire

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux existants (processus

d’angiogenèse) est requise pour le développement des tissus et le processus de réparation et

la croissance des tumeurs solides. Les MMPs contribuent à l’angiogenèse au moins de trois

façons. Elles peuvent permettre la migration de cellules endothéliales à partir des tissus

environnants en détruisant la barrière formée par la MEC. Elles peuvent favoriser ce

processus par la libération de facteurs angiogéniques séquestrés ou elles peuvent défier ce

processus en générant des produits de dégradation anti-angiogéniques. De plus, la balance

entre les MMPs et leurs inhibiteurs doit être restaurée durant la maturation de vaisseaux

sanguins nouvellement formés pour favoriser l’assemblage de la membrane basale et la

différentiation ainsi que la quiescence des cellules endothéliales [3031.

La fibrine insoluble est une des barrières que les cellules endothéliales angiogéniques

doivent pénétrer durant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Les MMPs produites

par les cellules endothéliales sont requises pour le processus de néovascularisation de la

fibrine à survenir en culture et in vivo, tandis que de façon surprenante, le système

fibrinolytique pÏasminogène/activateur du plasminogène n’est pas requis [251]. De plus, la

puissante fibrinolysine péricellulaire, MT1-MMP permet également à des cellules non

invasives de pénétrer les gels de fibrine et former des structures tubulaires. L’invasion et la

tubulogenèse surviennent également en absence de MMP-2, mais sont bloquées par des

inhibiteurs naturels ou synthétiques des MMPs et échouent à s’initier si une forme délétée

transmembranaire de la MT1-MMP est exprimée au lieu de la forme associée à la

membrane complète. C’est pourquoi les MMPs associées à la membrane jouent un rôle

critique au niveau de l’angiogenèse, entre autres, de par leur activité fibrinolytique

péricellulaire. Sans aucun doute, ils jouent également un rôle similaire pour permettre aux

cellules endothéliales de traverser la barrière de MEC.
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Durant le développement précoce de cancers solides, une commutation angiogénique

« angiogenic switch» initie la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, avant

l’émergence de tumeurs invasives [304]. Une possibilité est qu’une variété de stimuli induit

l’expression de gènes pro-angiogéniques qui activent par la suite cette commutation.

fi a été démontré que l’intégrine Œf33, qui reconnaît le motif RGD de la vitronectine et

autres molécules de la MEC, est hautement exprimée sur les cellules endothéliales

angiogéniques et des anticorps ainsi que des peptides qui bloquent sa fonction, inhibe

l’angiogenèse dans plusieurs modèles et systèmes [305]. De plus, le peu de souris

déficientes en qui survivent à terme, meurent rapidement avec de nombreuses

anormalités vasculaires dans certains tissus. La liaison RGD-indépendante de la MMP-2 à

l’intégrine Œvf33 peut influencer l’angiogenèse en facilitant l’invasion vasculaire [3061.

Cependant, les souris déficientes en MMP-2 n’ont pas montré de phénotype angiogénique,

mais il a été démontré que ces souris démontraient moins d’angiogenèse induite par les

tumeurs par rapport aux contrôles de type sauvage [307]. Parce que les sites RGD sont

inaccessibles sur le collagène natif et qu’ils ne sont pas masqués suite au clivage dépendant

des MMPs, la dégradation du collagène peut ne pas seulement enlever une barrière

physique à l’invasion de cellules endothéliales, mais aussi favoriser la croissance médiée

par l’intégrine ŒV133 des cellules endothéliales et la migration de part la MEC dégradée. En

faveur de cette hypothèse, la région hémopexine recombinante de la MMP-2 prévient la

MMP-2 active de s’associer à l’intégrine Œv133 et inhibe l’angiogenèse en culture [308] et in

vivo [309]. Un composé organique qui bloque la possibilté de l’intégrine Œ33 à lier la

MMP-2 (mais pas la vitronectine) est également un puissant inhibiteur d’angiogenèse et de

croissance tumorale in vivo [310]. Parce que ce composé n’apparaît pas altérer directement

l’activation ou l’activité de la MMP-2, l’intégrine x33 peut influencer en partie

l’angiogenèse en concentrant la MMP-2 à la surface cellulaire. Cependant, d’autres

données indiquent que I’intégrine Œ33 favorise la maturation de la MMP-2 en une forme

active suivant l’activation intermédiaire médiée par la MT1-MMP [311].
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Les MMPs peuvent également réguler à la baisse l’angiogenèse en générant des peptides

anti-angiogéniques. L’angiostatine est un produit de dégradation en N terminal du

plasminogène qui peut être générée par les MMPs-2, 3, 7, 9 et 12 [31 2;3 13]; l’endostatine

et la tumstatine sont des fragments protéiques anti-angïogénique provenant de portions C

terminal des collagènes XVIII et W, respectivement [314]; et le domaine hémopexine libre

de la MMP-9 par lui-même peut agir comme un inhibiteur de l’angiogenèse [308], En plus,

par le clivage du récepteur 1 du FGF, la MIvIP-2 génère une protéine circulante associée à

la matrice qui module les puissants effets angiogéniques du FGF, en altérant sa

disponibilité [315]. La perte du récepteur au FGF peut également réguler à la baisse la

réponse au FGF de ces cellules qui ont perdu leurs récepteurs. Cependant, à ce jour,

l’importance des MMPs dans la modulation à la baisse de l’angiogenèse est peu clair, par

contre, ils sont clairement d’importants régulateurs de l’angiogenèse.

1.7. Les intégrines

Un des facteurs essentiels de l’organisation et de la cohésion tissulaire est représenté par les

interactions entre les CMLV et la MEC. Ces interactions sont principalement médiées par

des récepteurs transmembranaires hétéro-dimériques, les intégrines. Chaque hétérodimère

est constitué d’une chaîne x et d’une chaîne 1 (Figure 8). 11 y a au moins 17 sous-unités a et

8 sous-unités 13 différentes (Figure 9). Donc, plusieurs combinaisons de sous-unités x et 13

sont possibles, mais seulement quelques-une sont fonctionnelles. Les sous-unités Œ et 13

possèdent une extrémité N-terminale extracellulaire responsable de l’interaction avec le

ligand et un domaine transmembranaire et un domaine cytosolique qui interagit avec les

cytosquelettes et les protéines de signalisation intracellulaires [182;316j. L’extrémité N

terminale de la sous-unité cx possède 3 à 4 sites de liaison des cations divalents (Ca2, Mg2

et Mn2j. Ces ions modulent l’interaction du ligand avec l’intégrine. Les intégrines

interagissent avec des séquences spécifiques des composantes de la MEC telles que la
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séquence Arg-Gly-Asp (RGD) retrouvée dans la laminine, le collagène de type I,

l’ostéopontine et la fibronectine; et la séquence Leu-Asp-VaÏ (LDV) retrouvée également

dans la fibronectine et qui se fixe préférentiellement à l’intégrine Œ5f3i [182]. La sous-untié

f3 de l’intégrine est le site ciblé par plusieurs protéines cytosoliques aussi bien structurales

que de signalisation. La chaîne Œ, responsable de la spécificité de la liaison avec son ligand,

peut indifféremment se combiner avec plusieurs familles de chaînes f3. En outre, un

hétérodimère peut se lier avec différents ligands. De manière simplifiée, il est possible de

différencier les intégrines impliquées dans les contacts cellule/cellule et celles impliquées

dans les liaisons avec les protéines de la membrane basale.

Pour se lier à leur ligand, il est nécessaire que les deux sous-unités de l’intégrine soient

associées selon des conformations très précises. Compte tenu de leur position

transmembranaire, les intégrines jouent à la fois un rôle dans la transduction du signal de

l’intérieur vers l’extérieur (« inside-out ») par exemple, lors de l’activation cellulaire par

des cytokines et dans les modifications des composants extracellulaires qui vont induire des

changements phénotypiques des cellules (« outside-in »). il faut souligner la complexité des

mécanismes mis en jeu au cours de ces deux phénomènes. Ces mécanismes font non

seulement appel à la coopération des intégrines entre elles et avec des protéines liées à

l’activation du cytosquelette (phosphorylation des tyrosines impliquées dans les points

d’adhésion focaux), mais aussi à la coopération avec la structure tridimensionnelle des

protéines de la MEC [317]. Les intégrines sont donc bien le lien entre la structure cellulaire,

constituée du cytosquelette, et la MEC. Ces deux zones sont le siège de plusieurs

remaniements affectés par les agents neuro-humoraux au niveau vasculaire. Les intégrines

jouent un rôle crucial dans la transduction des signaux tels que la pression, l’étirement et la

déformation de la MEC, vers les CMLV.
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Figure 9. Structure hétérodimérique des intégrines.

L’activation des intégrines entraîne leur assemblage ainsi que le recrutement des protéines

du cytosquelette à des zones spécialisées appelées zones d’adhésion focale . De plus, cette

activation entraîne une augmentation de {Ca2] et la phosphorylation d’une kinase

étroitement liée à la zone d’adhésion focale, appelée FAK [318]. La FAK activée interagit

avec plusieurs protéines, telles que la Src kinase, la paxilline, la LIIVI kinase (« paxitiin LIM

domain-associated serine tïireonine kinase ») et la Grb2 pour activer d’autres protéines

telles que la 130Cas la P13 Kinase et la Ras. Ces cascades enzymatiques aboutissent

subséquemment à l’activation des MAPK [318;319]. La stimulation des CMLV avec l’Ang

II entraîne une augmentation de la phosphorylation de la FAK, la paxilline, la LIM kinase

et, par conséquent, une augmentation de la formation des zones d’adhésion focale [319].
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Figure 10. Les différents hétérodimères d’intégrines et leurs substrats.

Une relation étroite existe entre les différents constituants protéiques de la MEC, les

intégrines et l’Ang II. En effet, chez les SHR, les CMLV surexpriment l’intégrine a33 et

j3’ [51. Parmi les ligands de l’intégrine il y a l’ostéopontine et ta tenascine [320].

Ces composants de la MEC semblent être surexprimés au niveau des CMLV des artères

mésentériques des rats infusés avec l’Ang II et au niveau des petits vaisseaux de SHR

[321].

Il est vraisemblable que la composition de la MEC contrôle la croissance et la

différenciation des CMLV. Hedin et coil. [322] ont observé que les CMLV mises en culture

sur une matrice contenant de la fibronectine, contrairement à des CMLV mises en culture

sur une matrice de larninine, acquièrent un phénotype prolifératif marqué par une

augmentation de la formation de zones focales. De plus, une augmentation de

l’incorporation de la thymidine tritiée a été observée au niveau des CMLV mises en culture

sur une matrice de fibronectine suite à un stress d’étirement cyclique. Par contre, ce

stimulus n’a aucun effet sur le phénotype de ces cellules mises en culture sur d’autres
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composantes de la MEC telles que la laminine, l’élastine ou le collagène de type 11 [323].

L’inhibition du dépôt de fibronectine et, par conséquent, de l’assemblage de la fibronectine

sous forme de fibres, par le peptide ffl1-C, entraîne l’inhibition de la prolifération des

CMLV de l’artère ombilicale humaine sans induire leur apoptose [324]. L’assemblage de la

fibronectine est sous le contrôle de certaines formes d’intégrines, et par conséquent, ces

dernières modulent la composition et la maturation de la MEC [325]. Ces données

démontrent l’interaction critique qui existe entre les constituants de la MEC et les CMLV.

Ligands Intégrines

Collagènes a131, 3tt

Laminine Œif3i, Œ232,Œ31, a6131, Œ6f34

Fibronectine x3f3i, 43i,of3i, aspi

Vitronectine cx31, at3i, Œv133

Tenascine x831, a9131

Thrombospondine Œv133

Tableau 6. Protéines d’adhésion et intégrines dans le muscle lisse vasculaire.

Les interactions entre les intégrines et certains récepteurs des facteurs de croissance par

lesquels l’Ang II semble induire ses effets trophiques sur les CMLV ont également été

rapportées. Contrairement à la laminine, les CMLV prolifèrent quand elles sont stimulées

par l’Ang II et mises en culture sur une matrice de collagène ou de fibronectine. Ce

phénomène est associé à une induction de l’expression des chaînes de PDGF de type A et a

son effet autocrine sur les CMLV stimulées par l’Ang II [326]. Donc, l’effet autocrine du

PDGF sur les CMLV stimulées par l’Ang II est facilité par la fibronectine et par le

collagène. De plus, l’inhibition de l’intégrine xf33 par le peptide RGD engendre

l’inhibition de la migration des CMLV induite par le PDGF. Ceci est dû à l’inhibition de la

Ca2/calmoduline kinase II [327]. L’activation de l’intégrine Œv133 entraîne une
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augmentation de [Ca2], en stimulant l’influx du Ca2 du milieu extracellulaire sans activer

la PLC. De plus, l’activation de l’intégrine Œ5131 induit également l’augmentation de [Ca2j

suite à l’ouverture des canaux calciques de type L voltage dépendants au niveau des CMLV

[328J.

Les études précitées suggèrent l’implication des intégrines dans la contraction des CMLV

induite par l’Ang II. En effet, le peptide RGD inhibe la vasoconstriction des anneaux

aortiques de rats induite par l’Ang II et par la noradrénaline [329]. De plus, ce peptide

induit une relaxation soutenue des artères du muscle squelettique de rat de façon

indépendante de l’endothélium [330]. Cette vasodilatation est médiée par l’intégrine ŒV133

localisée au niveau des CMLV, puisqu’un pré-traitement des vaisseaux avec un anticorps

dirigé contre la sous unité r33 inhibe la vasodilatation induite par le peptide RGD [330]. Ce

peptide a également permis de démontrer l’existence d’une vasoconstriction des mêmes

artères par l’intégrine Œ5f31 qui est dépendante d’un facteur endothélial, vraisemblablement

l’endothéline-l [331].

La présence de l’intégrine Œv133, exprimée par les cellules en migration, a été mise en

évidence dans des artères normales et athéroscléreuses. L’intégrine Œv133 possède deux

ligands préférentiels, la vitronectine et l’ostéopontine. La vitronectine, faiblement exprimée

dans le média normal, est très présente dans les plaques. L’ostéopontine est exprimée très

précocement après l’activation des CMLV [332]. De plus, l’ostéopontine étant une protéine

soluble, agirait comme facteur occupant des intégrines de type RGD, enfin de réguler à la

baisse les liens qu’elles feraient avec les autres composants fibrillaires de la MEC.

L’augmentation de l’isoforme EIIJA de la fibronectine et de son récepteur, lintégrine Œ5131

spécifique du CMLV dans l’aorte abdominale du SHR, pourrait être la traduction d’un plus

grand nombre d’attachements entre les cellules et la matrice et d’une réorganisation des

fibres de collagène. Au plan mécanique, un grand nombre d’attachements entre les
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différents composants dune même structure lui confère une plus grande rigidité et une

meilleure résistance aux sollicitations mécaniques. Par ailleurs, la fibronectine est associée

à un processus de dédifférenciation cellulaire qui a également été retrouvé chez le SHR.

Elle pourrait ainsi participer à l’adaptation des propriétés mécaniques artérielles du SHR par

une augmentation du nombre d’attachements cellules-matrice et par des modifications

phénotypiques des CMLV [20$].

La microscopie électronique au niveau de l’aorte abdominale a permis d’observer une

augmentation des connections des CMLV avec les lames élastiques au niveau des hémi

desmosomes de la membrane plasmique [333]. Ces résultats montrent que le réseau

d’élastine joue un rôle majeur dans l’adaptation mécanique de la paroi artérielle chez le

SHR, non seulement par son contenu total au sein de la média, mais aussi par l’étendue de

ses connections aux CMLV. Sur un plan strictement mécanique, l’augmentation des

interactions cellule-matrice au sein de la média pourrait augmenter la résistance de la paroi

en augmentant le seuil de contrainte maximale admissible. Des mécanismes conduisant à

une nouvelle organisation des différentes zones d’adhésion focales pourraient contribuer à

redistribuer les efforts au sein de la média et alléger le réseau de collagène d’une partie de

sa charge [334].

Le remodelage de la paroi vasculaire résulte d’une série de changements dynamiques,

fonctionnels et morphologiques qui surviennent durant le développement normal et dans la

progression de plusieurs maladies vasculaires. Comme le remodelage nécessite le

réarrangement de composants cellulaires et extracellulaires de la paroi vasculaire, les

intégrines, des molécules qui permettent l’adhésion de ces composants, ont été impliquées

dans plusieurs processus. Ces processus peuvent être divisés 1- le dépôt, la rupture et les

modifications structurales de la MEC, 2- la prolifération, l’apoptose, le changement de

forme physique et des changements dans le phénotype des cellules vasculaires et 3- des

changements dans les interactions entre les cellules et les composants de la MEC de la
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paroi vasculaire. Cependant, il est important de reconnaître en premier lieu que les

intégrines font partie d’un processus élaboré, impliquant un grand nombre de cytoldnes,

l’action de forces mécaniques et une signalisation intracellulaire.

Afin d’adresser le processus impliqué dans le dépôt, la dégradation et les modifications

structurales de la MEC, il faut d’abord reconnaître que toutes les cellules vasculaires

participent à différents degrés, à la production, le recyclage et la formation de la matrice, ce

qui donne un certain support aux composantes du vaisseau. II existe de fortes évidences qui

indiquent que les vaisseaux sanguins remodèlent leur matrice en ajustant les propriétés

mécaniques et cela en réponse à une lésion vasculaire, des hormones, des cytokines et des

changements hémodynamiques.

Les intégrines paraissent être impliquées dans la perception des forces mécaniques et

transforment ces signaux en une réponse cellulaire adaptative, qui incluse le remodelage de

la MEC [335]. Dans cette optique, aussi tôt qu’en 1976, Leung et coll. [336]ont démontré

que les CMLV poussaient sur des feuillets élastiques et étaient stimulées par des

déformations cycliques qui augmentaient leur synthèse de collagène de type I et de type III.

Donc les intégrines sont les meilleurs candidats pour être les mécanotransducteurs, capables

de détecter des changements comme les stress et les déformations.

Les cellules de la paroi des vaisseaux sanguins contrôlent leur milieu extracellulaire, non

seulement en produisant des protéines de la MEC, mais également par une production

balancée de MMPs, de désintégrines et d’inhibiteurs de MMPs [337]. Ensemble, ces

facteurs coordonnent la composition et la structure de la MEC de la paroi des vaisseaux. En

plus de leur rôle comme stimulant de la production de MEC, les intégrines participent

également dans le contrôle de la production de plusieurs MMPs. Le collagène de type VIII

associé aux intégrines Œ1f31 et Œ2f32 stimulent l’expression et l’activité des MMP-2 et -9

dans les CMLV de la néointima [33$], tandis que l’ostéopontine et la ténascine-C ont le
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C
même effet lorsque liés à l’intégrine Œvt33 [339;340]. L’intention apparaît être le

remodelage conformationel de la MEC et la dégradation de la matrice dans le but de

favoriser la migration des cellules dans différentes régions de la paroi du vaisseau. Fait

intéressant, le collagène de type VIII, l’ostéopontine et la ténascine-C sont des protéines de

la MEC dont l’expression augmente après une lésion vasculaire, et tous ces composants ont

été liés à la formation de néointima et leur capacité à induire ou être coexprimé avec les

MIvIPs dans les CMLV.

Les intégrines Œvf33, Œ1f31 et Œ2r31 semblent jouer un rôle critique dans la régulation de la

formation de la néointima, lorsque liés par des ligands spécifiques qui sont exprimés après

une lésion vasculaire. Cependant, certaines questions demeurent toujours. Comment les

intégrines reconnaissent-elles les différents ligands, et comment la liaison d’une même

intégrine peut générer une réponse cellulaire différente?

Une partie des réponses peut dépendre des caractéristiques structurales des ligands se liant

aux intégrines et à l’état d’activation des intégrines hétérodimériques, qui est reconnu pour

modifier l’affinité des intégrines à leurs ligands [341;342J. Une autre possibilité est que

différentes réponses cellulaires à une liaison d’une même intégrine peuvent en partie être

médiées par différentes sous-unités des isoformes des intégrines qui ont des domaines

cytoplasmiques variés, qui initient des voies de signalisation intracellulaire alternatives

suite à l’activation de l’intégrine [343;344] ou initient des interactions entre les intégrines et

des composantes de signalisation des récepteurs de facteurs de croissance pour interagir

avec d’autres ligands.

En plus de réguler la synthèse, les intégrines ont été impliquées dans le réarrangement

conformationel et structural des protéines de la MEC. Les protéines de la MEC qui sont

synthétisées et sécrétées par les cellules de la paroi vasculaire ont besoin d’être organisées

de manière ordonnée afin de performer au niveau de leur rôle pour supporter la structure.
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De récentes évidences suggèrent que les intégrines, peuvent être, en partie responsable de

ce processus. Par exemple, des expériences menées sur des fibroblastes cutanés humains

ont montré que les molécules de fibronectine solubles sont converties en matrice fibrillaire

dans un processus qui requiert la participation des intégrines [345]. Les molécules de

fibronectine solubles se lient à l’intégrine Œ5131 dans un contexte cellulaire complexe qui

court le long des amas d’actine formant le cytosquelette. Une fois liée à l’intégrine a5f3i, la

fibronectine peut être activement transioquée le long des fibres de stress. Les forces

générées au niveau du cytosquelette par les filaments d’actine peuvent donc initier la

fibrillogenèse de la fibronectine dans un processus qui requiert également que la cellule soit

ancrée à l’intégrine Œvf33 au niveau du complexe d’adhésion focal [345].

Au niveau cellulaire, le remodelage de la paroi vasculaire implique des changements dans

la configuration de la cellule, la prolifération, l’apoptose et le phénotype cellulaire. Par

exemple, durant la formation de néotintima, comme dans le cas de la resténose post

angioplastie, les CMLV de la média sont transformées d’un phénotype contractile à un

phénotype synthétique, prolifératif [346]. Cette transformation est, en partie, modulée par

l’intégrine u5f31 [347] et permet aux CMLV de synthétiser des MMPs. De manière

intéressante, les intégrines Œ1131, Œ2f31 et Œvf33 sont régulées à la hausse durant la

transformation phénotypique [342;347;348] et comme je viens de le mentionner, la

production de MMPs spécifiques a été directement reliée à ces intégrines. La modification

et la dégradation enzymatique de la MEC par les MMPs permet aux CMLV de migrer à

travers l’intima des vaisseaux. De plus, l’intégrine ŒVf33 est également un récepteur pour la

MMP-2 dans les cellules endothéliales et aide dans l’activation de l’enzyme, menant à la

migration des cellules [3 lO;349]. C’est pourquoi un traitement avec un anticorps anti-Œv133

est reconnu pour réduire la formation de la néointima après une lésion au niveau de

l’endothélium en réduisant la production et l’activation des MMPs [350].
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Durant la formation de la néointima, les intégrines peuvent également être responsables de

l’arrêt du processus de migration. Une nouvelle molécule de la MEC contenant le motif

RGD qui permet la liaison à certaines intégrines, DANCE (« deveïopmental arteries and

neural ci-est epidermat growth factor-like »), a été trouvée pour être exprimée dans des

vaisseaux avec lésion par ballon en même temps que la prolifération des CMLV diminuait,

ce qui suggère que ce peptide, suite à sa liaison avec des intégrines, peut être un signal

d’arrêt pour la migration des CMLV dans l’intima [351]. Néanmoins, les intégrines

pouvant médier ce processus n’ont pas encore été identifiées.

La régulation des intéractions cellules-MEC au niveau de la formation du complexe

d’adhésion focal est critique pour le remodelage de la MEC et l’architecture de la cellule

[352]. Les deux types de signalisation, « inside-out » et « outside-in » prennent part dans la

régulation de ces interactions. Par exemple, l’implication d’intégrines spécifiques par les

protéines de la MEC permet l’association d’intégrines et la formation d’une adhésion focale

[353]. D’autre part, les changements des composants du cytosquelette modifient la

distribution et l’affinité des intégrines hétérodimériques [353]. fl y a de plus en plus

d’évidences qui indiquent que la présence de cations spécifiques sur la MEC est une autre

variable qui influence l’affinité d’une intégrine pour son ligand [342;354;355]. fl y a une

observation qui montre l’augmentation de la synthèse d’ADN par les CMLV en réponse au

stretch est dépendante du substrat sur lequel les cellules sont ensemencées. Ceci met

l’emphase sur la dépendance du remodelage par rapport aux interactions intégrines-MEC

[356]. fi est possible que ces changements dans l’expression des intégrines, la distribution

et leur affinité soient nécessaires pour guider l’association des intégrines aux composants

de la MEC qui sont spontanément modifiées par les cellules de la paroi vasculaire. Si c’est

le cas, un changement dans l’expression ou l’affinité des intégrines peut affecter

l’implication de cellules avec leurs ligands, ce qui favorise aussi bien les changements

cellulaires ou les modifications spécifiques des molécules de la MEC. Pour supporter cette

idée, il y a des évidences qui indiquent que les CMLV favorisent le rétrécissement
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vasculaire suite à une lésion et la contraction de gel, in vitro, par la contraction les protéines

de la MEC. Les deux phénomènes sont dépendants de l’augmentation de l’expression

d’intégrines qui à leur tour contractent et réorganisent la MEC. Les intégrines responsables

de ces effets sont Œit3j et Œ2f31 pour le collagène et Œ5t31 pour la fibronectine [357-360]. De

plus, l’expression de la forme active et constitutive de l’intégrine f33 dans les cellules CHO

augmente significativement les interactions entre la fibrine et l’intégrine Œvf33 et permet la

rétraction de la fibrine [361]. Comme l’expression de l’intégrine Œvf33 est augmentée dans

les tissus vasculaires après une lésion et plusieurs facteurs qui activent cette intégrine sont

présents dans le tissu vasculaire lésé, il a été suggéré que l’activation de l’intégrine Œvf33

peut être impliquée dans les événements de remodelage de la MEC qui suit la lésion

vasculaire. Par conséquent, un changement dans l’expression et l’affinité de l’intégrine

viendrait changer les interactions cellules-MEC qui peuvent participer dans le remodelage

de la paroi vasculaire en réponse à divers stimuli incluant la lésion elle-même. En plus de

l’implication des composants de la MEC, l’HTA a été également associée à une altération

de l’expression des intégrines. Par conséquent, les artères des SHR ont montré une

augmentation des intégrines ovf33 et x5f31 de manière âge-dépendante [208]. Dans cette

optique, Bishop et coll. ont rapporté que l’inhibition sélective les intégrines Œvf33 réduisait

la pathologie vasculaire dans un modèle de resténose après angioplastie chez le lapin [362].

Il est par conséquent évident que la clé pour la compréhension du rôle des intégrines dans

les maladies vasculaires est profondément reliée à ces molécules qui régulent l’adhésion et

la fonction des cellules vasculaires normales.

1.8. But et objectifs de l’étude

L’Ang II est un puissant agent vasoactif et un facteur favorisant la croissance des CMLV. II

existe peu d’informations sur la contribution in vivo des effets sur le remodelage

vasculaires de l’Ang U sur l’activation des récepteurs AT1 et AT2. Par conséquent, nous

avons investigué les effets médiés par le blocage des récepteurs AT1 à l’aide du losartan et
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des deux récepteurs AT1 et AT2 à l’aide du Sar-fle, dans un modèle de rats hypertendus

infusés à l’Ang II. De plus, lorsque j’ai débuté les travaux de cette thèse, et encore

aujourd’hui, on constate qu’il y a peu d’études qui ont été effectuées sur l’implication

directe des MMPs au niveau des mécanismes de remodelage vasculaire dans l’HTA. La

majorité des connaissances sur les mécanismes de remodelage des vaisseaux étaient

connues grâce à la caractérisation des MrvIPs au niveau du développement des plaques

athérosclérotiques. De plus, le rôle du récepteur AT2 au niveau du remodelage vasculaire

demeure toujours controversé, même après notre étude. Cependant, nous sommes

convaincus que nous avons apporté des arguments essentiels quant à la compréhension du

rôle protecteur que ce récepteur peut jouer, lorsqu’il n’est pas bloqué, c’est-à-dire lors de

l’utilisation d’un ARA.

Les objectifs de la première étude (Chapitre II, article 1)

1. Déterminer si l’activation du récepteur AT1 participait à l’activation ou la

régulation de l’activité des gélatinases.

2. Caractériser morphologiquement et mécaniquement le remodelage vasculaire a

niveau des vaisseaux de résistance au niveau mésentérique à l’aide du

myographe pressurisé, dans notre modèle de rats infusés à J’Ang II.

3. Caractériser les composants de la MEC, dans le but de déterminer si les

changements dans la composition de la MEC sont responsables des changements

dans la structure et dans le comportement mécanique des vaisseaux de résistance

au niveau mésentérique.

4. Caractériser le rôle des récepteurs AT1 et AT2 sur le dépôt de la MEC.

5. Déterminer si la régulation de l’activité des gélatinases est en hausse, afin

d’expliquer les modifications de la composition de la MEC et des changements

dans la structure et dans le comportement mécanique des vaisseaux de résistance

au niveau mésentérique.
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6. Caractériser le rôle des récepteurs AT1 et AT2 sur la régulation de l’activité des

gélatinases.

Les objectifs de la deuxième étude (Chapitre III, article 2):

1. Déterminer les différences dans la régulation de l’expression des intégrines OEl,

Œ5, Œg, f3i et E3 ainsi que l’expression de l’ostéopontine, suite à l’antagonisme du

récepteur AT1 et à l’antagonisme simultané des récepteurs AT1 et AT2.

2. Déterminer si le niveau d’expression des intégrines affecte le remodelage

vasculaire dans notre modèle de rats infusés à l’Ang II. Puis déterminer si

l’antagonisme du récepteur AT1 et l’antagonisme simultané des récepteurs AT1

et AI2, affectent l’expression des intégrines et s’il existe une corrélation entre

cette expression et le remodelage des vaisseaux de résistance au niveau

mésentérique.



CHAPITRE II : Article 1

Contribution personnelle dans cette étude:

• La mise au point des expériences et les quantifications pour cette étude

• La rédaction de l’article

• Les réponses aux commentaires des experts qui ont évalué cet article
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Abstract

We investigated the role of AT1 and AT2 receptors, matrix metalloproteinases (MMPs),

and extracellular matrix (ECM) components involved in vascular remodeling of resistance

arteries induced by angiotensin (Ang) II. Sprague-Dawley rats received Ang 11(120

ngfkg/min s.c.) ± the AI1 antagonist losartan (lomgfkg/day p.o.), the A11/AT2 antagonist

Sar’-11e8-Ang II (Sar-fle, 10 p.g/kg/min s.c.), or hydralazine (25 mgIkglday p.o.) for 7 days.

Structure and mechanical properties of small mesenteric arteries were evaluated on a

pressurized myograph. Ang II increased growth index (+21%), which was partially

decreased by losartan (-11%), and abrogated by Sar-fle. Hydralazine markedly increased

growth index (+32%) despite systolic blood pressure (BP) lowering, suggesting a BP

independent effect of Ang II on vascular growth. Elastic modulus was increased by Sar-fle

compared to Ang II and control. Vascular type I collagen was reduced (P<0.05) whereas

fibronectin increased significantly with Sar-fle. Vascular TJMP-2 binding to MMP-2 was

abrogated by Sar-fle but MMP-2 activity was significantly increased compared to losartan,

Ang II and controls. Thus, AT1 blockade exerted anti-growth effects and reduced stiffness

of small resistance arteries by decreasing non-elastic fibrillar components (collagen and

fibronectin). Concomitant AT1/AT2 blockade prevented growth, reduced collagen type I

and elastin deposition but increased vascular stiffness, fibronectin and MMP-2 activity.

These resuits demonstrate opposing roles of AI1 receptors that increase fibronectin and

vascular stiffness, and AI2 receptors that decrease both and MMP-2, and increase elastin.

Changes in vascular wall mechanics, ECM deposition and MMP activity are thus

modulated differentially by Ang II receptors.

Keywords: Collagen, elastin, TIMPs, extracellular matrix, hypertension, renin-angiotensin

system.
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Introduction

Angiotensin (Ang) 11, a potent vasoconstrictor of small resistance arteries, induces

hypertrophy and hyperpiasia of vascular smooth muscle celis (VSMC) mainly via AT,

receptors, and has been implicated in the development and maintenance of hypertension.’

Most of the biological effects of Ang 11 are mediated through AI1 receptors. AT2 receptor

ftnction is less well defined. Despïte low AT2 receptor expression in aduit tissues, their

abundance is increased after blood vessel injury,2 and can equal or exceed that of AT, in

pathophysiological conditions.3 The functional significance of AT2 receptors remains

uncertain. However, a recent study demonstrated that intra-brachial infusion of the AT2

receptor antagonist PD123319 had significant systemic effects on mean arterial pressure

during both placebo and therapy with the AI, receptor antagonist telmisartan without

affecting forearm blood flow, suggesting the presence of functionally effective AT2

receptors.4 AdditïonaÏÏy, the AI, receptor antagonist candesartan unmasked the

vasodilatory response to Ang 11 suggesting that AT2 receptor blockade is responsible for

increased forearm vascular resïstance.5

In experimental models of hypertension, AT1 receptor antagonism with losartan decreased

systolic blood pressure (SBP) also potentially through stimulation of AT2 receptors, the

latter by increased cïrculating Ang 11.6 Vascular AT2 receptors stimulate vasodilator

cascades including bradykinin and NO.’ While the growth-promoting effects of Ang II

appear to be mediated primarily via AT, receptors,’ anti-proliferative effects have been

attributed to AT2 receptors.7 AT2 receptors have also been implicated in pathological

conditions associated with cardiovascular remodeling such as neointimal formation,

diabetes and hypertension.6’ 8 Thus, the participation of Ang 11 in vascular responses after

injury appears to involve both AI, and AI2 receptors.’

Vascular fibrosis involves changes in extracellular matrix (ECM) components, which

include structural (collagen, elastin) and adhesion proteins (laminin, fibronectin). Collagen
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has been reported to be increased in resistance arteries of SHR and of essential hypertensive

patients.9 Ang II, endothelin-1 and mineralocorticoids appear to play a central role in this

process. lndeed, Ang II stimulates human VSMCs production of collagen I and fibronectin

via AT, receptors, and may do so as well via AT2 receptors.’°

Vascular remodeling entails degradatïon and reorganization of the ECM scaffolding, which

may explain the recent interest in matrix metalloproteinases (MMPs) participating in these

processes. Several MMPs in the vasculature, such as collagenases and gelatinases, have

been implicated in atherosclerosis, restenosis and hypertension.’1 Changes in MMP activity

or in the balance with their natural inhibitors, tissue inhibitors of metalloproteinases

(TIMPs), may contribute to resistance artery remodeling by modulating the composition of

ECM.

We hypothesized that vascular remodeling in Ang ll-induced hypertension can be mediated

by both AT, and AI2 receptors by altering MMP and TIMP activity which could affect

ECM content and vascular mechanics. We therefore evaluated the effects of AT, and AT7

receptor blockade on vascular mechanics, ECM components, MMPs and TIMPs involved

in vascular remodeling of resistance arteries of Ang ll-infused rats.

Methods

Animal Experiments

The study protocol was approved by the Animal Care Committee of the Clinical Research

frstitute of Montreal and performed following recommendations of the Canadian Council

of Animal Care. Male Sprague Dawley rats (Charles Rivers, St-Constant, QC, Canada;

n=8/group) were housed under controlled conditions and infused with Iie5—Ang 11 (120

ng/kg/min, Calbiochem, La Jolla, CA) via osmotic minipumps (Alzet Corp., Cupertino,

CA).’2 Losartan (10 mg/kg/day) and hydralazine (25 mgfkg/day) were given in the drinking
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water, while tSar’, fle8]-Ang II (Sar-Jie, an AT1/AT2 antagonist) was infused via osmotic

mini-pumps (10 tg/kg/min), ail administered for 7 days. Prior to the end of study, SBP was

measured by die tail-cuff method as previously described’2 and rats were then killed

humanely.

Preparation and Mounting of Small Arteries

Third order branches of superior mesenteric arteries were dissected and placed in cold

physiologic sait solution (PSS) containing (mmoÏfL): NaCÏ 120, NaHCO3 25, KC1 4.7,

KH2PO4 1.18, MgSO4 1.2, CaC12 2.5, EDTA 0.026, and glucose 5.5. Vessels were mounted

on a pressurized myograph and equilibrated for 1 hour in PSS containing 10 mmol/1 EGTA

(bubbled with 95% air - 5% C02, pH 7.4) at 37°C. Only vessels that responded with >70%

vasoconstriction to extraluminal application of 0.9% KC1 + 10 !imol/L norepinephrine were

used. Pressure-lumen diameter relationship was assessed as intravascular pressure was

increased step-wise from 3 to 140 mmHg, and media thickness and lumen diameter were

measured at each pressure level.’2

Vascular measurements and mechanics

Media cross-sectional area (CSA) was obtained hy subtraction of internai CSA from

extemal CSA using external and lumen diarneters.’2 Growth index was calculated as

(CSAhNessel Areah - CSANessel area)/CSANesse1 area, where CSA and CSAh are

media CSA of normotensive and hypertensive vessels, respectively. Additionally,

mechanical propertïes of blood vessels (circumferential strain, circurnferential stress. and

incrernental elaslic modulus) were calculated as previously descrihed.’2

Western Blot Analysis of Vascular AI1 and AI2 Receptors

Protein was extracted ftom frozen aortas by homogenization and western analysis of AI1

and AT2 receptors were done as previously described.’3
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Collagen and Elastin determination

Pressurized mesenteric arteries fixed in Russe! fixative were embedded in paraffin, whereas

aortas were frozen in O.C.T. (Optimal Cutting Temperature) compound were used for

collagen and e!astin histochemistry. for coliagen type I quantification, 10 tm sections were

stained with Sinus red F3BA (0.1% pH 2.0 in saturated picric acid solution, Sigma

Chemicals, St. Louis, MO) and analyzed by cross-poiarized microscopy as previously

described.’4 Images were analyzed by Northern Eclipse 5.0 (EMPD( Imaging mc,

Mississauga, ON, Canada). Elastin was stained with Verhoeff van Giesson,’5 whereas

fibronectin immunohistochemistry (Chemicon, Temecula, CA) was performed on paraffin

embedded sections and examined under light microscopy. Sections were counterstained

with hematoxylin while negative controls were incubated with non-immune rabbit IgG in

place of primary antibody.

Zymography and reverse zymography

Protein was extracted from frozen aortas by homogenization.’6 Briefly, homogenates were

resuspended in lysis buffer (Hepes 0.05 molfL pH 7.4, NaC1 0.15 mollL, Nonidet P40 1%

(Roche Molecular Biochemicals, Lavai, QC, Canada), MgC12 lmmolIL, CaCi2 lmmoilL

and 1 tablet of CompleteTM mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche Molecuiar

Biochemicals), centrifuged (15 000 g) and protein concentration was determined with the

Bio-Rad Dc protein assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Latent and activated

gelatinases were detected with SDS-PAGE gelatin zymography.17 Afier gel staining, MMP

2 and MMP-9 were identified based on gelatin lysis at 62 kDa and $2 kDa for activated

MMP-2 and MMP-9, respectively. Gelatinolytic hands were quantïfied using ImageQuant

software 5.0 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Reverse zymography was performed

as described hy Oliver et al.’8 Briefly, geiatinase inhibitory activity was detected by

incubating standard geiatin zymograms in which purified gelatinase A (0.16 j.ig/ml) was

added. Gels were incubated with 2.5% triton X-100 and thereafter at 37 °C for 1$ h in an
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activity buffer (50 mmol/L Tris-HC1, pH 8, containing 5 mmolfL CaCI2, 0.2 molfL NaCI,

0.02% NaN3, 0.02% w/v BRu-35). Gels were stained and destained as described above.

Stained hands represented gelatinase inhibitory activity corresponding to TIIvIP binding and

thus inhibiting MMP-2 activity.18

Statistical Analysis

Data are presented as mean ± SEM. Morphological data and band optical density were

analyzed by one-way ANOVA followed by a Student—Newman—Keuls test while

mechanical parameters were compared by repeated-measures one-way ANOVA. A value of

P<0.05 was consïdered statistically significant.

Resuits

Physiological characteristics

SBP was significantly increased (P<0.001) by Ang II infusion compared to controls (Table

1). This increase was significantly blunted by losartan, hydralazine and Sar-Be. Body

weight did not differ among groups. Ang II and Sar-lie resulted in increased heart weight

relative to tibia length compared to controls, whereas losartan and hydralazine prevented

this increase (Table 1). Aortic CSA and M/L ratio were similar in all groups (Table 1).

Vascular mechanics

Lumen diameter of small arteries measured at increasing intraluminal pressures was

significantly smaller in ail treated groups compared to controls (P<0.001, Figure lA).

Hydralazine and Sar-fle significantly decreased lumen dïameter when compared to Ang II

(P<0.05 and P<0.00l, respectively, Figure lA) while media thickness was significantly

decreased by losartan, hydralazine and Sar-fle (P<0.00l vs. controls and Ang II, Figure
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C
lB). Media-to-lumen ratio was similar in ail groups except after losartan which

signfficantly decreased it (P<0.05 vs. Ang II, Figure 1C). Ang II increased the growth

index (+21%), which was decreased by losartan (-11%) and Sar-fle (-1%) but further

increased by hydralazine (+32%).

Resistance arteries from Ang II-treated rats showed reduced strain (P<0.00 1 vs. controls)

which was partially restored by losartan, but significantly decreased by Sar-ile (Figure 1D).

The leftward shift of the stress-strain curve in vessels from Ang ll-treated rats suggested

vessel stiffening, which was partially decreased by losartan but increased by hydralazine

and Sar-ile (Figure 1D). However, incremental elastic modulus was unaffected by Ang II

and losartan. In contrast, elastic modulus was greater in hydraiazine and in Sar-fle

compared to controls (P<0.001). Incremental elastic modulus as a function of media stress,

which evaluates the stiffness of wall components independently of vessel geometry, was

similar in ail groups (Figure 1F).

Western Blot Analysis of Vascular Ail and AT2 Receptors

Ang II had a tendency to decrease vascular AT1 receptor expression whereas receptor

expression increased significantly after AT1 antagonism by losartan (P<0.05, Figure 2). No

changes were observed with Sar-lie treatment while hydralazine significantly reduced AT1

receptor expression (P<0.05 vs. losartan, Figure 2). No changes were observed in AT2

receptor expression among the groups (data flot shown).

Vascular wall ECM content

Mesenteric arteries of Ang II-infused rats exhibited a trend to increase type I collagen

compared to controls, whereas Sar-fle significantly decreased it (P<0.0l vs. Ang II, P<0.05

vs. control and losartan, Table 2). Ang II reduced elastin content compared to controis

(P<0.01), a change prevented by losartan (P<0.05 vs. Ang II) and unaffected by Sas-fie
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(P<0.001 vs. control, P<0.0i vs. losartan). Hydralazine induced a trend to a reduction in

elastin to similar levels as in the Ang II group, demonstrating that this effect was

independent of BP. The collagen-to-elastin ratio was significantly increased by Ang II

compared to other groups whule a marked increase in fibronectin content was found in the

Sar-ile treated group compared to other groups (Figure 3). li aorta, type I coilagen was

significantly increased by Ang II (P<0.05 vs. control), and significantly lowered by losartan

(P<0.01 vs. Ang II) and Sar-Be (P<0.05 vs. Ang II), but unakered by hydralazine,

suggesting an AT1-dependent, BP-independent effect. Similariy, fibronectin was increased

by Ang II (P<0.05 vs. control), and significantly reduced by losartan (P<0.05 vs. Ang fi)

but not by Sar-fle (P<0.001 vs. control, P<OE01 vs. losartan) (Table 2).

Gelatinase activity

Gelatin zymographic analysis revealed several bands representing lytic activity in aorta.

Sar-fle induced a significant increase in 62 kDa lytic hand, which corresponds to the active

form of constitutive MMP-2, compared to controls (Figure 4). The active form of MIVW-9,

which is an inducibie MMP, was undetectable. Nevertheiess, there was a significant

increase in ail other forms of MIvIP-9 with Sar-Ile, including dimerized MMP-9 (data flot

shown). Ail lytic bands were inhibited in presence of EDTA (data flot shown). Ang fi

significantly increased TIMP-2 expression in aorta (P<0.05 vs. control). Whereas losartan

significantly reduced TIMP-2 expression (P<0.05 vs Ang II). Sar-fle and hydralazine

increased it to a greater extent than losartan compared to controls (data not shown). In

mesenteric arteries, TIMP-2 increase was induced only by Ang II, while expression levels

remained very low in ail other groups (Figure 5). MMP inhibitor activity by reverse

zymography was only investigated on aorta because of limited mesenteric vesse!

availability. No significant differences were found in TIMP- 1 levels between groups

because of high variability, although a trend to increase in TJMP-1 binding to MMP-2 was

observed with Ang II. Sar-fle abrogated TIIvIP-2 binding to MMP-2 (F<0.01 vs. Ang II,
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Figure 6) while it significantly stimulated MMP-2 activity as determined by MMP-2/TIMP-

2 ratio (P<0.001, Figure 7).

Discussion

It has been proposed that AI1 and AI2 receptors have countervailing effects on BP

regulation. Thus, it might be expected that simultaneous blockade of AI1 and AT2

receptors would resuit in reduced effects relative to selective blockade of AT1 receptors.

The present study demonstrates that concomitant blockade of AI1 and AI2 by Sar-fle

altered ECM deposition and mechanical properties of mesenteric resistance arteries, which

partïcipate in the vascular structural changes occurring after Ang II infusion, differentially

from selective blockade of AT1 receptors. Ang II-induced alterations in mechanical

properties of mesenteric resistance arteries are determined, at least in part, by changes in

the structure and the composition of the vascular wall, that may be attenuated by AT1

antagonism, independently of BP reduction.12 The present study suggests a role of AT2

receptors in the regulation of ECM deposition in the media of resistance arteries following

Ang fi infusion, as blockade of AI2 receptors lead to increased stiffness of the vascular

wall.

Vascular remodeling in hypertension involves two processes: 1) media remodeling through

growth, regression, contraction or relaxation and apoptosis of VSMC, and 2) ECM

expansion or contraction. Growth of resistance artery wall induced by Ang 11 (+21%) was

partially reduced by losartan (-11%), confirming previous findings that Ang II-induced

vascular growth is mediated by the AT1 receptor in aorta and mesenteric arteries.19 Growth

index was enhanced by hydralazine (+32%), which in addition to its vasodilator properties,

has been suggested to have trophic effects mediated by HIE-la induction of MAP kinase

pathways.2° Sar-ile abrogated growth (-1%), which can be explained mainly by blockade of

the AT1 receptor that exerts growth-promoting effects and inhibition of the AT2 anti-
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proliferative effects.21’ 22 Most studies, conducted in normotensive rats, have demonstrated

that AT2 stimulation was associated with vasodilation and inhibition of ceil growth.7

Previous in vivo studies have revealed controversial resuits conceming the role of AT2 on

VSMC growth in different rat models of experimental hypertension. While it has been

reported that the AT2 receptor mediated aortic and coronary artery hypertrophy and

‘)374
differentiation, = we have reported that AT1 induced vascular hypertrophy in different

vascular beds in chronic Ang ll=infused Wistar rats, and that this remodeling was

unaffected by AT2 blockade.25 However, Cao et al.26 demonstrated that both AT1 and AT2

receptors mediated mesenteric vascular hypertrophy and V$MC proliferation. It has also

been suggested that AT2 receptors may contribute to aortic SMC hypertrophy in SHR.27

Thus, absence of stimulation of both Ang II receptor subtypes by blockade by Sar-fle may

explain the robust inhibition of growth found in the present study. The exact role of AT2

receptors in the regulation of VSMC growth and differentiation in hypertension evidently

requïres further clarification. One-week Ang li infusion caused eutrophic remodeling of

resistance arteries as demonstrated by increased MIL ratio with no change in CSA, as we

had previously reported.28 In other types of experimental models of hypertension such as

SHR, eutrophic or hypertrophic remodeling may be found in different experiments.29

Aortas from Sar-fle treated rats exhibited eutrophic remodeling as shown by reduced lumen

diameter with no change in net growth and media CSA. As for mesenteric resistance

vessels, we found inward eutrophic remodeling as evidenced by decreased lumen diameter

and media thickness, with no change in media CSA.3° This remodeling may be the resuit of

rearrangement of cellular and non-cellular components, or combination of growth and

apoptosis, or a persistent contracted state of SMCs with a resultant absence of change in the

total amount of wall material.3’

Associated with structural changes, significant alteration in resistance artery wall

mechanics may be found. One of the two novel findings of this study was that the vessel

wall of the Sar-Iie-group was stiffer, as demonstrated by the leftward shifi of the stress-
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strain relationship (Figure 1D). Incremental elastic modulus, which evaluates stiffness of

wall components independent]y of vessel geometry, was increased by Ang II, exacerbated

by hydralazine, and increased to a greater extent by simultaneous blockade of AT1 and AT2

receptors by Sar-ile (Figure lE). Increased stiffness was prevented by losartan, suggesting

that this effect was mediated by AI1 receptors. The paradoxical increase in vascular

stiffness after Sar-Ile, together with the losartan data, suggests that this effect was the resuit

of blockade of AI2 receptors. This indicates that AI2 receptors have a beneficial effect on

vascular stiffness. Increased wall stiffness was mediated by BP-independent mechanisms in

Ang ll-infused rats as shown by the greater stiffness found after combined blockade of both

Ang II receptor subtypes with Sar-lie and under hydralazine treatment.

We observed a tendency toa decrease in AI1 receptor expression after Ang U-infusion as

previously shown.32 AT1 antagonism by losartan increased AI1 expression significantly,

effect that was independent ofBP since hydralazïne also significantly reduced AT1 receptor

expression. It is noteworthy that no changes were observed in AI2 receptor expression.

The second novel finding of this study was the characterization of ECM changes. Jncreased

wall stiffness depends on the balance between more distensible wall components, such as

elastin and VSMCs, and less distensible and stiffer elements, such as collagen and

fibronectin.33 Our resuits demonstrated a decrease in media type I coïlagen of smaÏÏ

resistance arteries by combined AT1/AT2 blockade with Sar-fle (Table 2). Although Ang II,

through both AI1 and AI2, has been shown to stimulate collagen production,34 there

only a trend to increase collagen, most probably due to the short period of treatment with

Ang II (7 days, Table 2). This cari be explained by the different cellular content of these

vessels. While the aorta contains more VSMCs than resistance vessels, it contains more

fibroblasts which could be affected differently by Ang II. In 3-week Ang II-infused Wistar

rats treated with PD123319, BP was elevated whereas fibrosis and vascular hypertrophy

were reduced compared to Ang II infusion alone.23 Collagen deposition in response to Ang
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II, usually associated with fibronectin deposition, causes in most but flot ail instances

increased vessel wall stiffness.35 After 1 week Ang II infusion, significant increase in aortic

media fibronectin was observed, which was restored by blockade of AT1 receptors but

increased by Sar-ile and hydralazine treatments, demonstrating a BP-independent effect

(Table 2). Moreover, ïncreased fibronectin content induced by Sar-fle may be attributed to

absence of an inhibitory effect by the blocked AT2 receptors on fibronectin deposition.

Blastin in mesenteric arteries was significantly decreased in Ang II and Sar-fle groups but

was restored by losartan treatment, suggesting that AT2 receptors increase elastin

deposition (Table 2).

A possible mediator in the effects of AT2 on vascular remodeling could be the vascular

kallikrein-kinin system36 and its role during AT1 receptor blockade. Bradykinin is known to

be vasorelaxant and anti-proliferative through NO production.37 However, during AT1

receptor blockade, no increase in bradyldnin occurs since its degradation by ACE is flot

inhibited. However, since AT2 stimulation has been shown to increase bradykinin locally at

the cellular level,38 this could potentially explain the deleterious effects of AT2 receptor

blockade as is the case when we administered Sar-fle, as suggested by Aartsen et al.39

The ECM organization under normal and pathological conditions resuits from a balance

between synthesis and degradation of extracellular proteins, process in which MMPs play a

major role.4° The majority of MMPs are normally expressed at low levels, but their

expression is stimulated in hypertension.41 Significant increases in MMP-2 activity were

found with Sar-Ile whereas TIMP-2 binding activity was inhibited (Figure 4 and 6,

respectively). This explains in part the decrease in vascular type I collagen and elastin, and

subsequent decrease in the collagenlelastin ratio. These changes in ECM can be associated

with modulation of celI-fibrillar ECM attachment sites and potentiaÏly influence the effect

of BCM protein deposition on vascular compliance.33 We demonstrated that regulation of

ECM deposition was mediated partly by AT2 receptors, since blockade of this receptor
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(together with AT1) by Sas-fie reduced TTMP-2 binding (Figure 6). Contrary to our resuits,

Rizzoni et aï. demonstrated that subcutaneous arteries from hypertensive patients treated

with eitlier the AT1 antagonist candesartan or the ACE inhibitor enalapril, had decreased

MMP-9 activity and collagen content with candesartan treatment only.42 These findings

suggest a role of AT1 receptor blockade in modulation of collagen and MMP activity in

human resistance vessels, whereas we found no increase in MMP-9 activïty in the losartan

treated group.

Both losartan and hydralazine reduced the Ang ll-induced BP rise. Sar-fie-treated animals,

however, had higher SBP than losartan but signïficantly lower than Ang II, which could be

explained by the absence of beneficial effects mediated by AT2. A very limited number of

studies have been done in humans in who it lias been demonstrated that hemodynamic

changes occur afler AT2 blockade whicli support our findings.4’ We found a significant

increase in SBP when botli AT1 and AT2 receptors were blocked, suggesting that tlie BP

lowering effect of losartan can be mediated in part via unblocked AI2 receptors stimulated

by tlie increased circulating Ang II present in this experimental paradigm. Moreover,

Barber et al. also demonstrated that the AI2 receptor blockade offset the effect of

candesartan wliereas its stimulation with CGP421 12 reinforced the BP lowering effect of

tlie angiotensin receptof blocker. Finally, Gigante et al. found that in salt-restrïcted rats, the

AI2 blocker PD123319 offset the BP-lowering effect of Ïosartan, suggesting that AI2

receptors contrïbute to the hypotensive effects of the AT1 antagonist.6

There are limitations to this study. Tlie use of a selective AT2 receptor antagonist alone and

in combination to losartan would have been informative, but because of limited availability

and prohibitive high cost, this could not be performed and was replaced by the use of Sar

11e. MMP activity determination was only conducted on aorta and flot mesenteric arteries

because of limited mesenteric artery availability. Mesenteric arteries are representative of
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resistance vessels and our data from aortic tissue cannot be directly extrapolated to other

segments of the vasculature.

In conclusion, the present study showed that blockade of both AT1 and AT2 receptors in

Ang ll-infused rats was associated with severe changes in structure, mechanics and

composition of small mesenteric resistance arteries. In contrast Ang ll-induced changes

were prevented in large part by the AT1 receptor blocker losartan, and were independent of

BP reduction. These resuits underline the vascular protective foie pÏayed by AT2 receptors.

Increases in stiffness in response to Ang II may be expiained in part by the greater

collagenlelastin ratio, although enhanced expression of fibronectin may play a more

important role. Decreases in collagen and elastin content may be a consequence of

upregulation of MMP-2 activity as well as a reduction in T]MP-2 binding to MMP-2,

resulting in an increased activity of the proteinase when both AT1 and AI2 receptors are

blocked.

Perspectives

These resuits demonstrate the dïfferential importance of AI1 and AT2 receptors for the

maintenance of vascular structural integrity. AT1 and AI2 receptors play opposing roies on

ECM deposition: AT1 receptors enhance fibronectin deposition and vascular stiffness, AI2

receptors reduce stiffness and fibronectin, and increase elastin in resistance arteries.

Differential regulation of ECM and vascular stiffness by AT1 and AT2 receptors may

explain in part the different effects found on cardiovascular risk reduction after treatment

with angiotensin-converting enzyme inhibitors and angiotensin receptor biockers in various

cardiovascular conditions.
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Table 1 Physiological and vascular morphological parameters

Control Ang II Ang II + Ang II ÷ Ang II +

Los Sar-Ile Hyd

SBP(mmHg) 113 ±2 177 ±7* 139 ±4 l54±7 134±7”

HW/TL(g/mm) 31.1±0.3 35.1 ± 1.2* 32.0± Ï.1 36.7± 1.4* 32.9± 1.4

Aorta CSA (.tm2) 1.6 ± 0.2 1.5 ± 0.3 1.6 ± 0.2 2.1 ± 0.1 1.6 ± 0.1

Aorta M/L ratio (%) 8.5 ± 0.3 8.4 ± 1.0 8.8 ± 0.7 10.7 ± 0.9 9.0 ± 0.9

*13<0.001 vs. Control; tP<O.01 vs. Control; P<O.O1 vs. Ang II; P<O.O5 vs. Control;

P<0.00Ï vs. Ang H. HW, heart weight; TL, tibia length; CSA, cross sectional area; M/L,

media-to-lumen.
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figure 1: Mechanical properties of mesenteric resistance arteries. (A) Lumen

diameter, (B) media thickness, (C) Mediallumen ratio at different intraluminal pressures

and (D) Media stress-strain relationship. (E) Incremental elastic modulus plotted against

media stress. Control (solid circle), Ang II (open circle), losartan (solid triangle), Sar-Jie

Ang II (open triangle), hydralazine (solid square). Resuits are means ± SEM. tP<O.001

vs. Control; P<O.001 vs. Ang II; + P<OE05 vs. Ang II.
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Figure 2: Vascular AT1 expression. Top panels : Representative immunoblots of AT1

receptor and 3-actin expression. Bottom panel: Resufts are means ± SEM. Los, losartan

and Hyd, hydralazine. *p<O.05 vs. Ang II + Los.
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Figure 3: Immunohistochemical staining of fibronectin in mesenteric arteries.
Representative images of fibronectin immunostaining in (A) control, (B) Ang II (C)
losartan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative control. Brown represents fibronectin
staining whereas nuclei appear blue.
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Figure 4: MMP-2 activity in aorta. Top panel: Representative gel of a gelatin zymogram

of MMP-2 activity. Bottom panel: Results are means ± SEM. *p<o.05 vs. Control.
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Representative images of TIMP-2 immunostaining (A) control, (B) Ang II, (C) losartan,
(D) Sar-Ile or (E) Hydralazine. (F) Negative control. Brown represents TIMP-2 staining
whereas nuclei appear blue.
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Abstract

Angiotensin (Ang) II plays an important role in vascular remodeling through effects that

involve in part interactions of vascular smooth muscle cells (VSMC) with extracellular

matrix (ECM) via integrins, which belong to a family of transmembrane receptors. We

hypothesized that Ang II regulates expression of vascular integrins and their ligands in

experimental hypertension. Rats were infused subcutaneously with Ang U and received

AT1 receptor blocker losartan, the AT1/AT2 antagonist [Sar’-11e8J-Ang II (Sar-fle) or the

vasodilator hydralazine for 7 days. Osteopontin and integrin subunit expression were

evaluated immunohistochemically. Ang II enhanced vascular u8, 13i, 13 integrins and

osteopontin expression, which were significantly reduced by losartan, Sar-ile and

hydralazine. Although Ang II increased vascular Œ5 subunit expression, this was increased

further by losartan. Losartan was the only treatment that induced u subunit expression.

These resuits demonstrate that AT1 and AT2 receptors have countervailing effects on

vascular integrin subunit expression that may influence their effects on vascular remodeling

and ECM composition.

Keywords: renin-angiotensin system, aorta, extracellular matrix, hypertension,

osteopontin.
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Introduction

Migration of vascular smooth muscle ceils (VSMC) within or from the media to the intima

plays a major role in arterial remodeling in atherosclerosis and hypertension. Migration of

VSMCs and remodeling require controlled degradation of extracellular matrix (ECM)

proteins by matrix metalloproteinases (MMP) and the activation or release of growth

factors. VSMCs are embedded in ECM that includes collagens, fibronectin, laminin, elastin

and proteoglycans.’ The composition of the ECM can change in response to vascular

injury. For example, the ECM protein tenascin, absent in normal rat aortic media, is

expressed in the neointima in hypertension or after injury.2’

Several receptor-ligand systems such as integrins are involved in cell-ECM interaction,

which regulate ceil phenotype and function. Tntegrins belong to a supeffamily of

transmembrane glycoprotein adhesion receptors consisting of two non-covalently linked

subunits, Œ and f3. To date, at least 18 Œ-subunits and $ f3-subunits have been described,

with a resulting combination of more than 22 integrins with varying Ïigand specificity.4 11e

sunounding ECM as well as integrin-matrix interactions regulate a variety of celi

behaviors, including migration,5’ 6 proliferation,7 proteinase production, and

differentiation.8’0

During the processes of VSMC migration from the media to the intima, celis degrade and

dissociate from the ECM proteins. This process involves three steps: a phenotypic change

from the contractile to the synthetic state, proteolysis of ECM proteins, and ceil migration

through matrix digestion, process that resembles tumor cdl invasion.11

Remodeling of the small arteries occurs in both human and experimental models of

hypertension and involves changes in ECM and its interactions with VSMCs. Restmcturing

of VSMCs may be in part triggered by adhesion molecules such as integrins, which

transduce signals from the extracellular environment to cytoskeletal fibrillar components)2’
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13 Changes in ECM components and the corresponding adhesion receptors, and interactions

between VSMC and matrix proteins may resuit in rearrangement of these components of

the vascular wall. Thus, fibronectin, laminin and integrins participate in resistance artery

remodeling.’4 MM? activation is also necessary for VSMC migration. Recent evidence

supports the concept that MMPs play an important role in VSMC migration into the intima

in the balloon-injured carotid artery.’57

We previously demonstrated that small artery remodeling in Ang ll-induced hypertension

was mediated by both AT1 and AT2 receptors through alteration of activity of MMPs and of

tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), which affected ECM content and vascular

mechanics of resistance vessels.18 We now hypothesized that as a resuit of changes in ECM

components and their corresponding adhesion receptors, celi-matrix interactions would lead

to a rearrangement of VSMC and restructuring of the vascular wall. Accordingly, we

questioned whether changes in the expression of the various vascular integrins in Ang II

infused rats resuit from regulation by AT1 andlor by AT2 receptors, using a selective AT1 or

a combined AT1/AT2 receptor antagonist.

Methods

Antibodies and reagents

Ail reagents were from Sigma Chemicals (St. Louis, MO) unless otherwise noted. Sar-fle

was purchased from Bachem (Torrance, CA) while anti-o1 subunit and anti-33 subunit

antibodies were from Chemicon (Temecula, CA). Osteopontin antibody was purchased

from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Anti-Œ5 and anti-3Ja antibodies were

generous gifts from Dr. R. Hynes (Howard Hughes Medicai Institute, Chevy Chase, MD)

and Dr. P. Liu (Toronto General Hospital, Toronto, ON, Canada), respectiveiy. Antiserum

to the a8 subunit was generated as described elsewhere,19 and ail secondary antibodies were
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from Vector Laboratories (Burlingame, CA).

Animal Experiments

The study protocol was approved by the Animal Care CommÏttee of the Clinical Research

Institute of Montreal and pefformed following recommendations of the Canadian Council

of Animal Care. Male Sprague Dawley rats (Charles Rivers, St-Constant, QC, Canada),

housed under controlled conditions, were infused with fle5—Ang 11 (120 ng/kg/min,

Calbiochem, La Joua, CA) via osmotic mini-pumps (Alzet Corp., Cupertino, CA).18 The

selective AI1 receptor antagonist losartan (10 mgfkg/day) and the vasodilator hydralazine

(25 mgfkglday) were given in the drinking water, whiie the combined AT1/AT2 receptor

antagonist Sar-fle was infused via osmotic mini-pumps (10 pg/kg/min), ail for 7 days.

Systolic blood pressure (SBP) was measured by the tail-cuff method as previousiy

described’8 and rats were then ldlled humaneiy.

Integrin and osteopontin immunohistochemistry

Aorta were fixed in Russel fixative and embedded in paraffin. Endogenous peroxidase in 5-

im-thick sections was quenched by incubation with 0.3% H202 in 0.03% Tween 20-tris

buffer (TBT) for 30 min. Nonspecific binding was blocked by incubation in 10% normal

serum in TBT. Ail antigens were detected by ovemight incubation with the appropriate

antibody in TBT containing 10% normai serum in a humidified chamber. Primary

antibodies were reveaied by secondary antibodies coupled to biotin-avidin-peroxidase

complex (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Peroxidase activity

was detected with 1 mg/mL diaminobenzidine tetrahydrochioride and 0.2% H202. Sections

were counterstained with hematoxylin (Vector Laboratories), visualized with Zeiss

Axiophot 100M microscope (Cari Zeiss Microimaging Inc., Thornwood, NY), and

anaiyzed with Northem Eciipse image analysis software (Empix Imaging Inc., Mississauga,

ON, Canada). Staining was corrected by the surface area. Nonspecific staining was verified

by the replacement of primary antibody by appropriate normal serum.
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Statistical Analysis

Data are presented as mean±SEM. Immunohistochemistry quantification was analyzed by

one-way ANOVA followed by Student—Newman—Keuis test. P<O.05 was considered

statistically significant.

Resuits

Vascu]ar Integrin subunit expression

Vascular integrïn OEl subunit expression was unaffected by Ang II, or concomitant treatment

witli either Sar-fle or hydralazine, but was significantly increased following AT1 receptor

blockade with iosartan (P<O.001 vs. ail groups, Figure 1 and Figure I, please see

http://hyper.ahajournais.org). Vascular expression of integrin c subunit was significantiy

increased by Ang II (P<O.05 vs. control, Figure 2 and Figure II, please see

http://hyper.ahajoumals.org) and even further increased by iosartan (P<O.001 vs. control,

P<O.O1 vs. Ang II, Figure 2), whule it decreased significantiy with Sar-fle, (P<O.001 vs.

Ang II and Los, P<OO1 vs. ControÏ, Figure 2) and hydralazine (P<O.001 vs. Ang II and

iosartan, F<O.05 vs. control, Figure 2). Ang II induced integrin u8 subunit expression

(P<O.00f vs. control, Figure 3 and Figure III, piease see http://hyper.ahajoumals.org),

which was reduced by losartan (P<O.001 vs. Ang II, Figure 3). u8 subunit expression was

not decreased by either Sar-fle (P<O.001 vs. Ang II, P<O.O1 vs. control) or hydralazine

(P<O.001 vs. Ang II) (Figure 3).

Ang II-induced expression of f3 and subunits (Figures 4 and 5; Figures TV and V, please

see http://hyper.ahajournals.org) was significantly lowered by losartan, Sar-fle and

hydralazine (Figures 4 and 5).
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Osteopontin expression

Osteopontin expression was significantly increased by Ang II (F<O.001 vs. control, Figure

6 and Figure W, please see http://hyper.ahajoumals.org), and this was partially blocked by

losartan (F<O.001 vs. Ang II, P<O.05 vs. control), and abrogated by Sar-fle and hydralazine

(P<O.001 vs. Ang II, P<O.05 vs. losartan).

Discussion

We previously reported that dual blockade of AT,/AT2 receptors wïth Sar-fle compared to

AT, receptor blockade with losartan differentially altered structure, mechanics and

composition of small mesenteric resistance arteries in response to Ang II infusion, in

association with changes in MÏVIP-2 activity and TIMP-2 binding.’8 These findings led us

to investigate here the possible role of vascular integrins and their ligands in the changes

observed in Ang II-infused rats treated with AI, or combined AT1/AT2 receptor

antagonists. In this previous study, we found that SBP was significantly increased by 7-day

Ang II infusion (177±7 vs. 113±2 mrnHg, controls, P<O.001) and that this increase was

signfficantly blunted by losartan (139±4 mmHg), hydralazine (134±7 mmHg) and Sar-fle

(154±7 mmHg). Despite no significant differences in the effectiveness of BP reduction

between dual AT,/AT2 antagonism by Sar-fle and that of specific AT1 antagonism by

losartan, Sar-fle treated animais showed a trend to higher SBP values.’8 The present study

demonstrates a differential role of AI1 and AT2 receptors in the regulation of vascular

integrin expression. Expression of integrin cx and 13 subunits was altered after blockade of

either AI1 receptors alone, or both AI1 and AI2 receptors. In addition to differential

integrin subunit expression, osteopontin, which lias high affinity to several integrins, also

increased after Ang II infusion and was differentially regulated by AI, and AT2 receptors.

Increased VSMC proliferation and migration contribute to the pathogenesis of

hypertension.2° A large number of agents and mechanisms (growtli factors, ECM, celi-celi
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interactions, etc.) regulate VSMC growth and migration,20’ 21 but precise cellular signaling

mechanisms involved have flot been completely elucidated. Kohno et al., showed in vitro

that Ang II via AT1 receptor stimulates migration and proliferation of human coronary

artery SMC.22 Ang II, via AI1 receptors, increased cardiac fibroblast adhesion through

activation of multiple signaling pathways, which include upregulation of osteopontin and

(Xv, 133, and f35 integrins, leading to development of left ventricular hypertrophy in

spontaneously hypertensive rats.23

In the present study, expression of xi integrin subunits, one of the major integrin receptors

for collagen, was increased after AT1 antagonism. Ibis was prevented by blockade of AT1

and AI2 receptors with Sar-fle, which suggests that AI2 receptors are implicated in

expression of this integrin subunit. Because of opposing effects of AI1 and AI2 receptors

on BP, AI1 receptor stimulation could inhibit xi subunit expression. Thus, simultaneous

blockade of AI1 and AT2 receptors would resuit in reduced effects relative to selective

blockade of AT1 receptors. cx1 integrin mediates collagen-triggered signaling and has been

proposed to signal through the Ras/Shc/MAPK pathway which inhibits MMP synthesis.24

In Œi integrin subunit nuÏÏ mice, angiogenesis was reduced 25 I has accordingly been

suggested that this resuits from excess MMP activation, with inhibition of angiogenesis via

generation of angiostatin from circulating plasminogen, which demonstrates the potential of

Ang ll-regulated ŒJ subunit-containing integrins to influence remodeling of the vasculature.

The o integrin subunit, which is part of Œ5131 integrin, the fibronectin receptor and

involved in fibronectin polymerisation,26 was significantly increased by Ang II, and further

enhanced by AI1 antagonism but reduced by concomitant AI1 and AT2 blockade. This

resuÏt suggests a roÏe for AI2 receptors in the regulation of x5 ïntegrïn subunïts. The

interaction between the fibronectin receptor a5131 integrin27 and the RGD site of

fibronectin28 is required for matrix assembly in most cellular systems.29’ 30 This is important

for VSMC proliferation, since inhibition of fibronectin matrix assembly inhibits VSMC
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proliferation,3’ which may explain in part our previous resuit showing abrogation of growth

in resistance arteries after Sar-Ile administration. This occurred despite significant ïncrease

in fibronectin, which we demonstrated is modulated by AT2 receptors.18 In support of our

findings, Chassagne et al. demonstrated that AI2 receptor activation inhibited VSMC

migration through fibronectin secretion and subsequent VSMC attachment.32 Tt is therefore

possible that Œ5 subunit expression, which can mediate ceil attachment to fibronectin, is

associated with a non-migratory VSMC phenotype.

Ang fi significantly increased vascular OEs subunit expression, similarly to what was

previously shown with cardiac fibrobÏasts.33 This increase may be BP-dependent, since it

was prevented by losartan, Sar-ile and hydralazine. Œ8 integrin expression is associated

with induction of the contractile phenotype since its upregulation was reported to occur in

association with differentiation of fibroblasts into myofibroblasts’9 and reduction in

migratory phenotype.34

The regulation of the two major [3 subunits participates in the overail expression and

function of integrins. The expression of the f3 subunit was significantly increased after Ang

II infusion. This increase was prevented by ail treatments, suggesting that the regulation of

J3 subunits is BP-dependent, similarly to that of Œg subunits which are associated to them.35

Expression of the 133 subunit, also increased by Ang II, was abrogated by losartan, in

opposition to the J3j subunit, whose expression was only partially blunted by AT1

antagonÏsm. [3 subunit expression was unaltered by dual AT1/AT2 antagonism and

hydralazine. Thus, [3 subunit expression may be under AI1 receptor regulation, as

previously reported by Kawano et aL23 [3 and Œ subunits, which form the Œv[33 integrin,

play a critical role in ceil proliferation and migration and accordingly in vascular

remodeling.36
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Another RGD-containing protein that may be associated with VSMC proliferation is

osteopontin, a soluble secreted phospho-glycoprotein which plays a role in VSMC adhesion

with Œt33-integrin.37’ 38 Although numerous functions have been attributed to osteopontin in

vitro, the in vivo function remains less defined. Osteopontin may be regulated by Ang II

and can modulate Ang II-induced fibrosis.39 40 Osteopontin may serve as a negative

modulator of integrin-ECM interactions.41 Extending our previous work, we show that

osteopontin expression is partially affected by AT1 antagonism and further decreased by

combined AT1 and AT2 receptor blockade, and by hydralazine, which suggests that ït is

regulated by BP similarly to the Œ8 and integrin subunits. It is noteworthy that most

vascular integrin subunits as weÏl as osteopontin expression were partially reduced by

hydralazine, suggesting a pressure-dependent effect. 11e observed effect may not be

however merely BP-dependent.’8’ 42 It lias been suggested that vascular integrins are flot

only mechanosensors for shear and tension, but can also particÏpate in the control of

vascular tone.43 Selective AT1 receptor blockade lowered SBP and improved vascular

remodeling in Ang ll-infused rats, which did flot occur with hydralazine despite similar

SBP Ïowering.18 In addition, because Œ8, 3i and 13 subunit expression levels were similar in

these groups, this allows the conclusion to be drawn that these subunits do not play a role in

vascular remodeling in this model.

VSMC behavior in the media of blood vessels and their role in vascular remodeling may be

modulated by several ECM proteins, such as fibronectin and ligands for Œ51, Œ8f31 and

Œv133. These integrins have been shown to play a role in cellular events including

differentiation, development, wound healing, adhesion and celi migration. Hedin et at.,”

demonstrated that fibronectin and MMP synthesis are involved in the conversion of the

VSMC phenotype from contractile to synthetic. Therefore, it is plausible that in the absence

of Ang II receptor activation, VSMC phenotype is migratory rather than contractile, as

shown when AI1 receptors are blocked.45 When both AI1 and AI2 receptors were blocked,

there was Ïess TIMP-2 binding to MMP-2, more MMP-2 activity, and consequently more
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ECM degradatïon and growth was abrogated. These resuits are supported by the present

data since there was a decrease of most integrin subunits, such as cLsf3i integrin, responsible

for reduction in V$MC anchoring to the surrounding ECM, and consequently possible

emergence of a synthetic, migratory and non-proliferative phenotype.

There are limitations to this study. The use of a selective AI2 receptor antagonist alone or

in combination with losartan would have been informative, but because of limited

avaiÏability and prohibitive high cost, this could flot be pefformed and was replaced by Sar

fie. By using Sar-ile, a combined AT1/AT2 antagonist, we obtained evidence of a roÏe of

AI2 receptors by comparison with the effect of a selective AI1 receptor antagonist. We

have discussed a change to a migratory phenotype represented by a differentiaÏ reguÏation

of integrins associated with this phenotype, but in this in vivo study we have flot actually

demonstrated the presence of this phenotype. The association of certain integrins with a

VSMC migratory phenotype has previously been shown by others.34’46

In conclusion, blockade of AT1 or both AI1 and AI2 receptors in Ang ll-infused rats

differentially modulated integrin and osteopontin expression which may resuit in a different

VSMC phenotype. Whereas AI1 receptors enhance vascular a, 13i, and f33 integrin subunit

expression and osteopontin deposition, and reduce cx1 integrin expression, AT2 receptors

increase expression of cx and o integrin subunits.

Perspectives

These resuits demonstrate the differential importance of AI1 and AI2 receptors in the

regulation of vascular integrins in Ang ll-induced hypertension. Regulation of integrins and

their implication in vascular remodeling or in ceil phenotypic changes by AI1 and AI2

receptors may explain in part different effects of angiotensin-converting enzyme inhibitors

and angiotensin receptor blockers on cardiovascular risk reduction in various

cardiovascular conditions.
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figure 1: Vascular immunohistochemical staining of ct integrin subunits. Resuits are

means±SEM. Los, losartan and Hyd, hydralazine. *P<O.OOj vs. ail groups.
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Figure I: Vascular immunohistochemical staining of ai integrin subunits. Representative
images in (A) control, (B) Ang 11(C) losartan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative
control. Brown represents a1 subunit staining whereas nuclei appear blue.
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means±SEM. vs. Control; tP<O.001 vs. Ang II; P<O.001 vs. Ang II + Los;
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Figure II: Vascular immunohistochemical stainÏng of x5 integrin subunits. Representative
images in (A) control, (B) Ang 11(C) losartan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative
control. Brown represents a5 subunit staining whereas nuclei appear blue.
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Figure 3: Vascular immunohistochemical staining of Œ8 integrin subunits. Resuits are

means±SEM. *P<O.001 vs. Control; tP<O.001 vs. Ang II; P<O.O1 vs. Control.
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Figure III: Vascular immunohistochemical staining of o integrin suhunits. Representative
images in (A) control, (B) Ang 11(C) losartan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative
control. Brown represents Œ8 subunit staining whereas nuciei appear bine.
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Figure 4: Vascular immunohistochemical staining of integrin subunits. Resuits are

means±SEM. P<O.OO1 vs. Control; P<O.OO1 vs. Ang fi.
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Figure IV: Vascular immunohistochemical staining of E3 integrin subunits. Representative
images in (A) control, (B) Ang 11(C) losartan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative
control. Brown represents subunit staining whereas nuclei appear blue.
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Figure 5: Vascular immunohistochemical staining of [33 integrin subunits. Resuits are

means±SEM.
*p<JçJfl

vs. Ang II; tP<0.01 vs. Control; P<0.01 vs. Ang II; P<0.05 vs.
Ang II.
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Figure V: Vascular immunohistochemical staining of integrin subunits. Representative
images in (A) control, (B) Ang 11(C) losartan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative
control. Brown represents t3 subunit staining whereas nuclei appear blue.
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Figure 6: Vascular immunohistochemical staïning of osteopontin. Resuits are

means±SEM. vs. Control; tP<O.001 vs. Ang II; P<O.05 vs. Ang II + Los;
P<O.O5 vs. Control.

T

Confroi Ang II Ang II
+Los



153

B C

; f-, -.....

-. .r-; —

E F i

Figure VI: Vascular immunohistochemical staining of osteopontin. Representative images
in (A) control, (B) Ang 11(C) losaiïan (D) Sar-Ile or (E) hydralazine. (F) Negative control.
Brown represents x1 subunit staining whereas nuclei appear blue.
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4. DISCUSSION

L’Ang II joue un important rôle au niveau de la biologie vasculaire en contrôlant la

contraction, la croissance et l’apoptose des CMLV ainsi que le dépôt de la MEC. Par ces

effets, l’Ang II est un important médiateur qui agit à divers niveaux sur le remodelage

vasculaire. De plus, l’Ang II est également considéré comme agent pro-inflammatoire

puisqu’elle induit l’expression de certaines cytokines telles que l’IL-l et l’IL-6 et des

médiateurs inflammatoires comme les facteurs de transcriptions NF-icB et AP- 1. Plusieurs

essais cliniques, que ce soit avec les TECA ou les ARA, ont démontré l’implication de

l’Ang II dans la physiopathologie de 1’HTA chez l’homme et dans certains modèles

expérimentaux d’HTA génétique tels que les SHR. Par conséquent, la compréhension des

mécanismes qui agissent sur la régulation de la composition de la MEC et les processus de

remodelage vasculaire pourra contribuer au développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques. Ces stratégies pourraient améliorer ou prévenir le remodelage vasculaire

rencontré dans le développement de l’HTA.

4.1. Les récepteurs à 1’Ang II et leur importance dans le remodelage

vasculaire

Le remodelage vasculaire correspond à toute modification de structure et de fonction

artérielle au cours de processus physiologiques et pathologiques. Les modifications

adaptatives sur le court terme peuvent s’accompagner de conséquences pathologiques sur le

long terme. Au cours de l’HTA, les conséquences sont différentes selon que l’on s’intéresse

aux petites artères de résistances ou aux artères de conduction. Les artères de résistances

subissent trois types de phénomènes 1) un remodelage concentrique dit « eutrophique >,

cest-à-dire une réorganisation de la même quantité de tissus autour d’un diamètre plus petit

2) une raréfaction du lit artériolaire, c’est-à-dire une densité artériolaire diminuée par unité

pondérale de tissu perfusé et 3) une atteinte précoce de la fonction endothéliale, avec

diminution de la biodisponihilité du NO. La conséquence globale est une augmentation des
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résistances périphériques, une altération des capacités de vasodilatation et une ischémie

tissulaire en condition critique de perfusion.

Notre première hypothèse visait à vérifier si le récepteur AT2 à l’Ang II, par ses effets

opposés à ceux médié par le récepteur AT1, pouvait contrebalancer les effets d’un

remodelage vasculaire d’un point de vue mécanique et morphologique. Nous voulions par

la même occasion comprendre davantage la contribution de ce récepteur au processus de

remodelage vasculaire dans notre modèle d’HTA expérimentale induite par l’Ang II.

Comme il a été proposé que les récepteurs AT1 et AT2 avait des effets opposés à divers

niveaux, mais surtout sur la régulation de la PA, il était évident pour nous de penser que

l’antagonisme simultané des deux récepteurs résulterait en une diminution des effets

bénéfiques, relatifs à un antagonisme sélectif du récepteur AT1 seul, par les ARA. Notre

étude démontre en fait que le antagonisme simultané des récepteurs AI1 et AI2 par le Sar

fie, vient altérer le dépôt de la MEC et les propriétés mécaniques des artères de résistances

du territoire mésentérique, et ce, de manière différente des changements structuraux

vasculaires rencontrés suite à l’infusion d’Ang II et différemment de ce que l’on observe

lors de l’antagonisme du récepteur AT1 seul.

Nous avons démontré que l’Ang II induisait des altérations au niveau des propriétés

mécaniques des artères de résistances, déterminées, du moins en partie, par les

changements dans la structure et la composition de la paroi vasculaire, qui est atténuée par

le blocage du récepteur AT1 et ce, indépendamment de la réduction de la PA [363]. Notre

étude suggère que Je récepteur AT2 a un rôle important à jouer dans la régulation du dépôt

de la MEC dans la média de ces artères de résistance, suivant l’infusion d’Ang II, puisque

l’antagonisme des récepteurs AT2 a mené à une augmentation de la rigidité de la paroi

vasculaire.
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Le remodelage vasculaire dans l’HTA implique deux processus: 1) le remodelage de la

média par la croissance, la régression, la contraction ou la relaxation et l’apoptose des

CMLV, et 2) l’expansion ou la contraction des molécules de la MEC. Nous avons démontré

dans notre étude, que l’indice de croissance des artères de résistance était augmenté suite à

l’infusion d’Ang II (+21%), partiellement diminuée par le traitement au losartan (-11%), ce

qui venait confirmer des résultats antérieurs montrant que l’Ang II induit, au niveau de

l’aorte et des artères mésentériques, la croissance des CMLV via le récepteur AT1 [364-

366]. De plus, nous avons démontré que l’indice de croissance était augmenté suite au

traitement à l’hydralazine (+32%), montrant que l’hydralazine peut médier d’autres effets.

En plus de ses propriétés vasodilatatrices, il a été rapporté que l’hydralazine pouvait médier

des effets trophiques par l’induction de HW-1Œ par la voie des MAPK [367]. Finalement, le

traitement au Sar-Ile a aboli la croissance (-1%), ce qui peut être principalement expliqué

premièrement par l’antagonisme des récepteurs AT1 qui sont connus pour favoriser la

croissance et deuxièmement, par l’inhibition des récepteurs AT2, reconnue pour avoir des

effets antiprolifératifs [153;36$]. La majorité des études, effectuées chez des rats

normotendus ont démontré que la stimulation des récepteurs AT2 était associée à une

vasodilatation et à une inhibition de la croissance cellulaire [153J. Des études in vivo ont

révélé des résultats controversés concernant le rôle des récepteurs AT2 sur la croissance des

CMLV dans différents modèles d’HTA expérimentale. Tandis qu’il a été démontré que les

récepteurs AT2 pouvaient médier une hypertrophie et une différentiation des artères

coronaires et de l’aorte [76;369], nous avons démontré que l’hypertrophie induite par la

stimulation du récepteur AT1 dans plusieurs territoires vasculaires chez des rats Wistar

infusés à l’Ang 11 n’était pas affecté par le blocage des récepteurs AT2 [364;370J.

Cependant, Cao et cou, ont montré que l’antagonisme simultané des récepteurs AT1 et AT2

induisait une hypertrophie et une prolifération des CMLV[371]. 11 a également été suggéré

que les récepteurs AT2 pouvaient contribuer à l’hypertrophie des CMLV de l’aorte chez les

SHR [73]. Par conséquent, l’absence de stimulation des deux sous-types de récepteurs à

l’Ang II, par l’antagonisme à l’aide du Sar-fle, peut expliquer la forte inhibition de la
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croissance, trouvée dans notre étude. Le véritable rôle du récepteur AT2 dans la régulation

de la croissance et la différenciation des CMLV dans 1’HTA, demande évidemment de plus

amples clarifications. Une semaine d’infusion d’Ang II a causé un remodelage vasculaire

eutrophique des artères de résistance, démontrée par une augmentation du ratio média:

lumière et aucun changement dans la surface de section, comme il a été montré

précédemment [372J. Dans un autre type de modèle expérimental d’HTA, le SHR, un

remodelage eutrophique ou hypertrophique peut être retrouvé dans d’autres études [5]. Les

aortes provenant de rats traités avec le Sar-fle démontraient un remodelage de type

eutrophique comme en témoigne la diminution du diamètre de la lumière vasculaire, sans

affecter la croissance nette et la surface de section de la média. Comme pour les vaisseaux

de résistance au niveau mésentérique, nous avons trouvé un remodelage eutrophique

interne, comme l’indique la diminution du diamètre de la lumière et de l’épaisseur de la

média, sans pour autant affecter la surface de section de la média [17]. Ce remodelage

résulte d’un réarrangement des composants cellulaires et non cellulaires ou la combinaison

de processus de croissance et d’apoptose ou encore un état de contraction persistant des

CMLV avec l’absence de changement dans la quantité totale le matériel au niveau de la

paroi artérielle [373].

Associés avec des changements dans la structure des vaisseaux, nous avons également

trouvé des altérations importantes au niveau mécanique dans la paroi des vaisseaux de

résistance. La première des trois découvertes importantes de cette étude était que la paroi

des vaisseaux du groupe traité au Sar-lie, était plus rigide, comme le démontre le

déplacement vers la gauche de la courbe du rapport stress versus déformabilité (Figure 1D,

Chapitre 2). Ii est important de noter qu’il était possible de constater une augmentation dans

la rigidité de ces artères lors de l’isolement et du nettoyage avant que ces artères soient

montées, car elles étaient beaucoup plus fragiles lors de ces manipulations. De plus, le

module élastique incrémentiel «elastic modulus », qui évalue la rigidité des composants de

la paroi, indépendamment de la géométrie des vaisseaux, fut augmenté par Ï’Ang II,
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exacerbé par l’hydralazine et augmenté davantage suite à l’antagonisme simultané des

récepteurs AT1 et AT2 par le Sar-fle (figure 1F, Chapitre 2). L’augmentation de la rigidité

induite par l’Ang II a été évitée par le traitement au losartan, suggérant que ces effets

étaient médiés par le récepteur AT1. L’augmentation paradoxale de la rigidité vasculaire

après le traitement au Sar-ile, avec les données recueillies par le traitement au losartan,

suggère plutôt que ces effets sont le résultat de l’antagonisme des récepteurs AI2. Ceci

indique que la stimulation des récepteurs AT2 a des effets bénéfiques sur la rigidité

vasculaire. L’augmentation de la rigidité de la paroi vasculaire a été médié par des

mécanismes indépendants de la PA dans ce modèle de rats infusés à 1’Ang II, puisque nous

avons montré une plus grande rigidité retrouvée après l’antagonisme combiné des deux

sous-types de récepteurs à 1’Ang II suite aux traitements avec le Sar-fle et à l’hydralazine.

Nous avons observé une tendance à une diminution de l’expression des récepteurs AI1

après l’infusion d’Ang II comme il a été décrit antérieurement [374]. L’antagonisme des

récepteurs AT1 par le losartan augmente significativement l’expression des récepteurs AT1,

effet indépendant de la réduction de la PA, puisque l’hydralazine diminuait également

significativement l’expression des récepteurs AT1. Nous devons cependant mentionner que

nous n’avons observé aucune modification dans les niveaux d’expression des récepteurs

AT2.

4.2. Régulation des composants de la MEC de la paroi vasculaire par les

récepteurs à 1’Ang II

L’HTA cause des modifications de la structure de la paroi vasculaire impliquant la MEC.

Afin de mieux comprendre les causes qui ont mené à une plus grande rigidité de la paroi

des vaisseaux de résistances chez les rats traités avec Sar-fle, nous avons choisi de

caractériser les principaux constituants de la MEC qui pourraient avoir un rôle à jouer à ce

niveau. Nous avions donc émis comme hypothèse qu’il y avait une augmentation des

constituants non élastiques fibrillaires, comme le collagène, et une diminution des
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constituants élastiques, comme l’élastine, chez les rats traités à l’aide du Sar-fle, qui

montraient une rigidité vasculaire accrue.

La deuxième découverte de cette étude concerne la caractérisation des changements des

constituants de la MEC. L’augmentation de la rigidité peut dépendre de la balance des

composants plus distensibles de la paroi, comme l’élastine et les CMLV et autres éléments

moins distensibles et plus rigides, comme le collagène et la fibronectine [375]. Nos

résultats démontrent une diminution dans le contenu en collagène de type I au niveau de la

média des petites artères de résistance par l’antagonisme combiné des récepteurs AT1 et

AT2, par le traitement au Sas-fie (Tableau 2, Chapitre 2). Malgré le fait qu’il a été démontré

que l’Ang II, par les récepteurs AT1 et AI2, stimulait la production de collagène [376],

nous avons uniquement observé une tendance à l’augmentation de collagène, probablement

dû à la courte période de traitement de 7 jours (Tableau 2, Chapitre 2). Ceci peut être

expliqué par les différences dans le contenu cellulaire de ces vaisseaux. Tandis que l’aorte

contient plus de CMLV que les vaisseaux de résistances, il contient plus de fibroblastes, qui

peuvent être affectés différemment par l’Ang II. Chez des rats Wistar infusés à l’Ang II

pendant 3 semaines et traités avec le PD123319, il a été démonté que la PA a augmenté,

tandis que la fibrose et l’hypertrophie vasculaire ont été réduites, en comparaison à

l’infusion d’Ang II seule [76]. Le collagène est le matériau le plus rigide de la paroi

artérielle, il se pourrait qu’une augmentation de collagène ou des changements dans les

types de collagène, ou même une combinaison des deux, puisse avoir comme conséquence

une augmentation de la rigidité de la paroi vasculaire. Dans les modèles d’HTA génétique,

des altérations peuvent refléter la présence de facteurs prédisposant qui sont soit spécifiques

à l’HTA ou communs à une population d’hypertendus et leurs contrôles correspondants

normotendus. De plus, le dépôt de collagène en réponse à l’Ang II, est habituellement

associé au dépôt de fibronectine, causant dans la majorité des cas, mais pas toujours, une

augmentation de la rigidité de la paroi des vaisseaux [20$]. Après une semaine d’infusion

d’Ang II, une augmentation significative du contenu en fibronectine dans la média des
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aortes a été observée, ce qui a été rétabli suite au blocage des récepteurs AT1, mais

augmenté par les traitements au Sar-fle ou à l’hydralazïne, ce qui démontre l’indépendance

de la PA à ce niveau (Tableau 2, Chapitre 2). Par contre, dans les artères de résistance, nous

avons observé une augmentation, très importante par ailleurs, du contenu en fibronectine

uniquement dans le groupe traité au Sar-fle (Tableau 2, Chapitre 2). Par conséquent,

l’augmentation du contenu en fibronectine, induit par le blocage des récepteurs AT1 et AT2,

peut être attribuée à l’absence de l’effet inhibiteur sur le dépôt de fibronectine par blocage

des récepteurs AT2. Nous avons également démontré que le contenu en élastine dans les

artères mésentériques était significativement diminué dans le groupe infusé à l’Ang II et le

groupe traité au Sar-fle, mais a été rétabli par le traitement au losartan, suggérant que le

récepteur AT2 augmente le dépôt d’élastine (Tableau 2, Chapitre 2).

Un médiateur possible des effets du récepteur AT2 sur le remodelage vasculaire pourrait

être le système kallikréine-kinine [377] et son rôle durant le blocage des récepteurs AT1. La

bradykinine (BK) est reconnue comme un vasorelaxant qui a des effets antiprolifératifs de

par la production du NO [37$]. Cependant, durant le blocage du récepteur AT1, aucune

augmentation de BK n’est survenue puisque sa dégradation par l’ECAl n’est pas inhibée.

Par contre, puisqu’il a été démontré que la stimulation du récepteur AT2 augmente

localement les niveaux de la BK [379], ceci pourrait potentiellement expliquer les effets

délétères du blocage des récepteurs AT2 comme lorsque nous administrons le Sar-fle, tel

qu’il a récemment été suggéré par Aartsen et coll. [380].

Ces résultats, nous avons ont obligé à rejeter une partie de notre hypothèse, puisque nous

avons obtenu une diminution du contenu en collagène dans les artères de résistance

mésentérique au lieu de l’augmentation que nous avions prédite. Ceci n’ altère cependant

pas l’implication de cette diminution de collagène au niveau de l’augmentation de la

rigidité vasculaire, puisque nous avons observé une diminution du ratio collagène : élastine

lorsque les récepteurs AT1 et AT2 sont bloqués. Ceci n’explique pas, l’augmentation de la
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rigidité vasculaire chez les rats traités avec le Sar-fle, qui est plutôt expliquée par la très

importante et significative augmentation du dépôt de fibronectine dans la paroi vasculaire

dans ce groupe.

4.3. Rôle des récepteurs à l’Ang II dans la régulation de l’activité des

MMPs et leurs inhibiteurs endogènes

Après avoir constaté l’importante diminution dans le dépôt du collagène et de l’élastine,

nous avons donc posé l’hypothèse que nous étions probablement en présence d’une

augmentation de l’expression ou de l’activité des MMPs, ou une régulation à la baisse de

leurs inhibiteurs endogènes, les TIMPs.

Afin d’être capable d’attribuer les changements dans la constitution de la MEC à une

régulation différente des MMPs, nous avons entrepris l’étude de l’activité des gélatinases

qui sont des enzymes pouvant dégrader les principaux composants de la MEC et qui ont été

démontré comme ayant une fonction majeure dans la dégradation des constituants de la

MEC de la lame basale, agissant, entre autres, sur la perméabilité vasculaire [381). De plus,

nous ne pouvions nous contenter de quantifier seulement l’expression de ces enzymes,

puisque l’expression peut ne pas avoir d’impact sur la matrice elle-même. Nous avons donc

opté pour une quantification de l’activité de ces enzymes, par zymographie sur gel, une

technique très sensible visant à quantifier la quantité de substrats dégradés par les

différentes formes de ces enzymes (forme active, forme semi-active ou forme inactive) qui

est directement proportionnelle à leur activité.

L’organisation de la MEC dans des conditions normales et pathologiques résulte d’une

balance entre la synthèse et la dégradation des composants de la MEC, processus dans

lequel les MMPs jouent un rôle majeur [275]. La plupart des MMPs sont normalement

exprimées à un niveau très bas, mais leur expression est augmentée dans l’HTA [382]. Une

augmentation significative dans l’activité de la MMP-2 a été détectée (Figure 4, Chapitre 2)
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dans le groupe traité au Sar-fle. Ceci explique, en partie, la diminution du collagène de type

I et de l’élastine et la diminution subséquente du ratio collagène: élastïne, comme nous

l’avions proposé lors de l’établissement de notre hypothèse.

Afin d’établir l’activité relative réelle de ces MMPs, nous devions aussi quantifier les

inhibiteurs endogènes des MMPs (TIMPs) et établir une relation entre l’activité et

l’inhibition afin de voir si ces enzymes sont réellement impliquées dans les processus de

remodelage vasculaire observés. La quantification de la capacité des TIMPs à se lier aux

MMPs se mesure par la quantification de la zone d’inhibition de l’activité enzymatique par

zymographie inverse. Après avoir constaté l’augmentation de l’activité de la MMP-2, nous

avons démontré que la liaison de TIIVIP-2, à cette MMP, a été inhibée (Figure 6, Chapitre

2), tandis que nous n’avons montré aucune variation dans la liaison de TIMP-l à cette

MMP.

Nous avons donc réussi à démontrer que la régulation du dépôt des constituants de la MEC

étaient partiellement médiés par les récepteurs AT2, puisque l’antagonisme de ces

récepteurs, en plus du l’antagonisme concomitant des récepteurs AT1 par le Sar-Tie, réduit

la liaison de TIMP-2 à la MMP-2 (Figure 6, Chapitre 2), comme nous l’avions suggéré lors

de l’établissement de notre hypothèse. Par contre, Rizzoni et coli. ont trouvé que des artères

sous-cutanées provenant de patients hypertendus diabétiques traités soit avec le

candesartan, un ARA, ou l’enalapril, un ifiCA, montraient une activité réduite de la MMP

9 et du contenu en collagène, uniquement suite au traitement avec le candesartan [383].

Cette découverte suggère un rôle pour l’antagonisme des récepteurs AT1 dans la

modulation du dépôt de collagène et de l’activité de la MMP-9, dans les artères de

résistance chez l’homme, tandis que nous n’avons observé aucune augmentation de

l’activité de la MMP-9 après avoir traité au losartan des rats infusés avec l’Ang II.
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44. Implication des récepteurs à l’Ang II au niveau de l’expression des

intégrines vasculaires

Les changements de la MEC observés, peuvent être également associés à la modulation des

sites d’attachement cellulaire de la matrice et peuvent potentiellement influencer la

compliance vasculaire par le dépôt de protéines de la MEC [375]. Toujours dans le but

d’expliquer l’augmentation de la rigidité vasculaire suite à l’antagonisme des deux

récepteurs à l’Ang II, nous devions vérifier si l’augmentation de la rigidité était uniquement

liée aux modifications de la MEC ou s’il y avait également une augmentation de l’ancrage

de cette matrice aux récepteurs cellulaires, les intégrines. C’est pourquoi nous avons émis

l’hypothèse qu’une augmentation de certaines intégrines exprimées au niveau des CMLV,

pourrait expliquer une augmentation de l’ancrage des CMLV à la matrice et influencer, en

partie, l’augmentation de la rigidité vasculaire observée chez le groupe traité au Sar-fle.

Nous avons démontré qu’il y avait une régulation différente de l’expression des intégrines,

par les récepteurs AT1 et AT2. De plus, l’expression des sous-unités x et f3 des intégrines a

été altéré suite à l’antagonisme du récepteur AT1 ou l’antagonisme concomitant des

récepteurs AT1 et AT2. En plus d’une expression différente dans les sous-unités, nous avons

démontré que l’ostéopontine, qui a une grande affinité pour plusieurs intégrines, était

également augmenté après l’infusion d’Ang II et était aussi régulée différemment par les

récepteurs AT1 et AT2. Ces résultats viennent éclaircir davantage les mécanismes

concernant les effets bénéfiques de l’antagonisme des récepteurs AT1 et des effets nuisibles

de l’antagonisme des récepteurs AT2.

Nous avons obtenus des différences dans l’altération de la structure, la mécanique et la

composition des artères de résistance en réponse à l’infusion d’Ang II et à l’antagonisme

simultané des récepteurs AT1 et AT2, de pair avec les changements dans l’activité de la

MMP-2. Ces résultats nous aident à investiguer le rôle possible des intégrines vasculaires et
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leurs ligands au niveau des changements observés dans ce modèle traité soit avec un

antagoniste des récepteurs AT1 ou un antagoniste des deux types de récepteur AT1 et AI2.

Une augmentation de la prolifération et de la migration contribue à la pathogenèse de

1’HTA [384]. Un grand nombre d’agents et de mécanismes (facteurs de croissance, MEC,

interaction cellule-cellule) régulent la croissance et la migration cellulaire [384;385].

Cependant, les mécanismes de signalisation cellulaire précis impliqués dans ces processus

n’ont pas encore été résolus complètement. Kohno et coll. ont démontré in vitro que Ï’Ang

II, par le récepteur AT1, stimule la migration et la prolifération des CMLV dans les artères

coronaires humaines [386]. De plus, l’Ang II, via le récepteur AT1, augmente l’adhésion

des fibroblastes cardiaques, par l’activation de multiples voies de signalisation, qui incluent

l’augmentation de l’expression de l’ostéopontine et des intégrines Cxx,, f3 et f3., menant au

développement d’une hypertrophie ventriculaire gauche chez les SHR [387].

Dans notre étude, l’expression de la sous-unité x1, un des principaux récepteurs pour le

collagène, a été augmentée suite à l’antagonisme des récepteurs AI1 et cette augmentation

a été empêchée par le blocage simultané des récepteurs AI1 et AT2, ce qui suggère que les

récepteurs AT2 sont impliqués dans l’expression de cette sous-unité. De plus, puisque nous

observons des effets opposés de par les récepteurs AI1 et AI2 en ce qui concerne la PA, la

stimulation des récepteurs AT1 peut inhiber l’expression de la sous-unité x1. Par

conséquent, le blocage simultané des récepteurs AT1 et AT2 pourrait résulter en une

diminution des effets, de par le blocage sélectif des récepteurs AT1.

L’intégrine os, qui est un composant du récepteur à la fibronectine et qui est impliqué dans

la polymérisation de la fibronectine, [388J est significativement augmentée après l’infusion

d’Ang II et davantage augmentée suite à l’antagonisme des récepteurs AT1, mais réduite

après le blocage simultané des récepteurs AT1 et AT2, suggérant que les récepteurs AI2

jouent un rôle dans la régulation de cette sous-unité. L’interaction entre la fibronectine et le
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récepteur Œ5131 [389] et le site RGD situé sur la fibronectine [390] est requise pour initier

l’assemblage de la matrice dans la majorité des systèmes cellulaires [391;392]. Ceci est très

important pour la prolifération des CMLV [324], et peut expliquer, en partie, la diminution

importante de la croissance au niveau des artères de résistance après l’administration de

Sar-fle, malgré l’augmentation significative de fibronectine, que nous avons démontré être

modulé par les récepteurs AT2. Pour supporter ces résultats, Cliassagne et cou. ont

démontré que l’activation du récepteur AT2 inhibait le migration des CMLV par

l’augmentation de la sécrétion de fibronectine et l’attachement subséquent des CMLV

[393]. fi est donc possible que l’expression de la sous-unité Œ5, qui peut médier

l’attachement des cellules à la fibronectine, résulte en une inhibition de la migration

cellulaire.

Tout comme l’expression de l’intégrine o, nous avons démontré que l’Ang II augmentait

significativement l’expression vasculaire de la sous-unité Œ8, comme il a été démontré

antérieurement chez des fibroblastes cardiaques [394]. Nous n’avons, par contre, pas

observé d’augmentation de la sous-unité Œ8 suite aux traitements au losartan, à

l’hydralazine et au Sar-fle, ce qui suggère que cette augmentation est soit causé par une

diminution de la PA ou à un effet spécifique des récepteurs AT1 accompagnés par un effet

non sélectif de l’hydralazine [367]. fi a été démontré que l’expression de la sous-unité Œ5

était associée à l’induction d’un phénotype contractile, puisque l’augmentation de son

expression entraîne la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes contractiles [395]

et réduit le phénotype migratoire [396]. De plus, Zargham et coll. viennent de démontrer

que la diminution de l’expression par l’utilisation d’ARN interférant (« s1RNA »),
augmentait le phénotype migratoire, confirmant notre hypothèse de départ qui veut que

l’expression de la sous-unité Œ8 soit impliquée avec ce changement de phénotype [397].

Nous avons également démontré que la sous-unité J3 était significativement augmentée

après infusion d’Ang II, et que cette augmentation a été significativement diminuée par tous
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les traitements, suggérant que l’expression de la sous-unité t3i est dépendante de la PA, ou

encore une fois, qu’elle pourrait très bien être dépendante du récepteur AT1, accompagné

d’un effet non spécifique de l’hydralazine [367], de façon similaire au profil d’expression

de l’intégrine Œ, celle-ci ayant été démontrée comme étant associée à l’intégrine f3 [39$].

En ce qui concerne l’expression de la sous-unité f33, nous avons trouvé qu’elle était

augmentée suite à l’infusion d’Ang II, et que cette augmentation pouvait être abolie par le

traitement au losartan, de manière différente à l’expression de la sous-unité f3, dont

l’expression est partiellement diminuée par l’antagonisme des récepteurs AT1. L’expression

de la sous-unité 133 n’a pas été modifiée par l’antagonisme des récepteurs AT1 et AI2 ainsi

que par le traitement à l’hydralazine. Par conséquent, la régulation de l’expression de la

sous-unité 133 pourrait être médiée par le récepteur AT1, comme il a été rapporté auparavant

pas Kawano et cou. [387]. fl a été décrit précédemment que l’expression des sous-unités f33

et Œ, qui forment l’intégrine Œf33, joue un rôle critique dans la prolifération cellulaire et la

migration, toutes deux importantes dans le remodelage des vaisseaux [399].

Une autre protéine contenant le motif RGD qui pourrait être associé avec la prolifération

des CMLV est l’ostéopontine, une phospho-glycoprotéine soluble sécrétée et qui joue un

rôle dans l’adhésion des CMLV par Ï’intégrine xf33 [332;400]. Par conséquent, plusieurs

fonctions ont été attribuées à l’ostéopontine in vitro. Par contre, ses réelles applications in

vivo demeurent moins bien définies. fl a été rapporté que l’ostéopontine peut être régulée

par l’Ang U et peut moduler la fibrose induite par l’Ang U [401;402]. II a également été

montré que l’ostéopontine peut agir comme un modulateur négatif de l’interaction

intégrine-MEC [403]. Nous avons démontré que l’expression de l’ostéopontine est

partiellement affectée par l’antagonisme des récepteurs AT1 et est davantage diminuée par

le blocage simultané des récepteurs AI1 et AI2 ainsi que par l’hydralazine, ce qui suggère

que son expression est régulée par la PA, tout comme l’expression des sous-unités Œ8 et f3.
fl est à noter que l’expression de la majorité des sous-unités des intégrines ainsi que
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l’expression de l’ostéopontine a été partiellement réduite suite au traitement à l’hydralazine,

suggérant une dépendance de la PA. Les effets observés peuvent par contre être plus ou

moins dépendants de la PA [367]. Le blocage sélectif des récepteurs AT1 diminue la PA

systolique et améliore le remodelage vasculaire dans le modèle de rats infusés à l’Ang II, ce

qui n’est pas observé suite au traitement à l’hydralazine, malgré une diminution similaire de

la PA systolique. En plus, puisque le niveau d’expression des sous-unités as, 13i et f33

étaient similaires dans ces groupes, ceci rend possible la conclusion que ces sous-unités

peuvent ne pas jouer un rôle au niveau du remodelage vasculaire, du moins pour le modèle

de rats infusés à l’Ang II.

Le comportement des CMLV dans la média des vaisseaux sanguins et leur rôle dans le

remodelage vasculaire peut être modulé par plusieurs protéines de la MEC, tel que la

fibronectine et les ligands pour les intégrines a5t31, a8f3i et ŒV133. Ces intégrines ont

démontré jouer un rôle au niveau d’événements cellulaires, incluant la différenciation, le

développement, la cicatrisation, l’adhésion et la migration cellulaire. Hedin et coll. [404]

ont montré que la fibronectine et la synthèse des MMPs étaient impliquées dans la

conversion du phénotype contractile en phénotype synthétique chez les CMLV. Par

conséquent, il est possible qu’en absence d’activation des récepteurs à l’Ang II, le

phénotype soit migratoire plutôt que contractile, comme démontré lorsque les récepteurs

AT1 sont bloqués [405]. Lorsque les deux récepteurs AI1 et AT2 sont bloqués, nous avons

démontré qu’il y avait moins de liaisons de TIIVIP-2 à la MMP-2, une plus grande activité

de la MMP-2 et en conséquence, plus de dégradation de la MEC. Nous avons aussi montré

que la croissance des CMLV était grandement affecté, comme en témoignait l’indice de

croissance. De plus, des études ont démontré que TEvIP-2 était impliqué dans l’inhibition

de la migration cellulaire des VSMC et des cellules endothéliales [296;297J. Puisque nous

observons une inhibition presque complète de TIMP-2, ceci suggère également que cette

diminution puisse favoriser le phénotype migratoire. De plus, l’augmentation significative

de l’expression de TIMP-2 dans les vaisseaux des rats traités à l’Ang II, nous indique qu’il
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est possible que TIMP-2 puisse inhiber le phénotype migratoire, puisque nous favorisons le

phénotype contractile des CMLV via l’activation du récepteur AT1. Ces résultats sont en

lien direct avec les résultats d’expression des intégrines qui montrent que des sous unités

d’intégrines, comme l’Œ8131, responsable de l’ancrage des CMLV à la MEC environnante, et

par conséquent une diminution des liens CMLV-MEC, peuvent conduire à la possible

émergence d’une phénotype synthétique, migratoire et non prolifératif.

Nous sommes obligés de rejeter notre hypothèse de départ, voulant qu’on ait une

augmentation de l’expression des intégrines vasculaires, ce qui aurait pu expliquer d’autre

part, l’augmentation de la rigidité des vaisseaux, après le blocage simultané des récepteurs

AT1 et AT2. Nous n’avons obtenu aucune augmentation, mais plutôt une diminution de

l’expression des sous-unités des intégrines étudiées ainsi qu’une diminution de l’expression

de l’ostépontine. Cependant, cette expérience a pu mettre en évidence que l’expression de

ces intégrines ne semble pas jouer un rôle dans le remodelage vasculaire dans ce modèle

d’HTA induite par l’Ang II.

4.5. Les effets du Sar-Ile

Aussi bien le losartan que l’hydralazine, ont réduit l’augmentation de la PA induite par

l’Ang II. Les animaux traités au Sar-fle avaient cependant une PA systolique supérieure aux

animaux traités au losartan, mais significativement inférieure aux animaux traités à l’Ang

II, ce qui peut être expliqué par l’absence d’effets bénéfiques médiés par le récepteur AT2

lorsqu’il est bloqué. Malheureusement, un nombre très limité d’études ont été effectuées

chez l’honmie. fi a cependant été montré chez l’homme que des changements

hémodynamiques surviennent après le blocage des récepteurs AT2, ce qui soutient nos

résultats [406-408]. Nous avons démontré une augmentation significative de la PA

systolique quand les deux récepteurs à l’Ang II sont bloqués, suggérant que la diminution

de la PA suite au traitement à l’aide du losartan peut être en partie médié par stimulation du

récepteur AT2 non bloqué par l’Ang II circulante qui est augmentée dans le plasma dans ce
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paradigme expérimental. De plus, Barber et cou. [174] ont également démontré que le

blocage des récepteurs AT2 inhibait les effets du candesartan, tandis que sa stimulation avec

le CGP42112 augmentait l’effet de diminution de la PA, engendré par le traitement au

candesartan, par le blocage des récepteurs AT1. Finalement, Gigante et coll. ont démontré

que chez le rat ayant une diète réduite en sel, le bloqueur des récepteurs AT2, PD123319,

empêchait la diminution de la PA normalement induite par le losartan, suggérant que la

stimulation des récepteurs AT2 contribue aux effets hypotenseurs de l’antagoniste des

récepteurs AT1 [409].

5. Limites de nos études

fi y a bien entendu des limitations à l’interprétation des résultats de cette thèse. L’utilisation

d’un antagoniste sélectif des récepteurs AT2 seul et en combinaison avec le losartan aurait

été informative, mais puisque la disponibilité de ce produit est limitée et parce que son prix

est excessivement élevé, cette option n’a pas pu être retenue et a été remplacée par

l’utilisation du Sar-fle. De plus, la détermination de l’activité des MMPs a été réalisée

essentiellement sur des aortes et non pas sur des artères mésentériques à cause de la

disponibilité limitée de ces dernières. Les artères mésentériques étant représentatives des

vaisseaux de résistance, nos données provenant de l’aorte ne peuvent être directement

extrapolées à d’autres segments de la vasculature. J’ai avancé la possibilité d’un phénotype

migratoire, en référence à la régulation différentielle des intégrines qui sont associées à ce

phénotype, mais dans cette étude in vivo nous n’avons pas démontré la mis en évidence ce

phénotype, Néanmoins, l’association de certaines intégrines avec la migration de CMLV a

été démontrée par plusieurs autres équipes de recherche.

6. Conclusion

En conclusion, nos études ont démontré que l’antagonisme simultané des récepteurs AT1 et

AT2 dans un modèle de rat infusé à l’Ang II était associé à de sévères modifications dans la

structure, la mécanique, et la composition de la MEC au niveau des petites artères de
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résistance mésentériques. De plus, l’antagonisme de ces récepteurs a aussi augmenté

l’activité de la MMP-2, tant au niveau de sa propre activation qu’en altérant de manière

presque totale son inhibition par TIMP-2, résultant en une activité relative accrue de cette

MMP. En contrepartie, l’infusion d’Ang II induit des changements qui ont été largement

empêchés par le blocage du récepteur AT1 avec le losartan, et ce, indépendamment de la

baisse de la PA. Ces résultats soulignent le rôle protecteur au niveau vasculaire joué par les

récepteurs AT2. L’augmentation de la rigidité vasculaire en réponse à l’Ang II peut être

expliquée, en partie, par l’augmentation du ratio collagène : élastine. De plus,

l’augmentation de fibronectine pourrait jouer un rôle très important à ce niveau. La

diminution du collagène et de l’élastine peut être une conséquence de l’augmentation de

l’activité de la MMP-2, tout comme la réduction de la liaison de TilviP-2 à la MMP-2,

ayant comme résultat une augmentation de l’activité de cette protéinase lorsque les deux

récepteurs sont bloqués. De plus, nous avons démontré que le blocage du récepteur AI1 ou

des deux récepteurs à l’Ang II, dans notre modèle de rats infusés à l’Ang II, modulait

différemment l’expression de certaines intégrines ainsi que l’ostéopontine, ce qui peut

résulter, selon le cas, en un changement de phénotype des CMLV. Tandis que l’activation

du récepteur AT1 augmente l’expression des sous-unités Œg, f3j et f33 ainsi que le dépôt de

l’ostéopontine et réduit l’expression de l’intégrine x1, l’activation du récepteur AI2 quant à

lui, augmente l’expression des sous-unités Œi et Œ5. La régulation différentielle de ces

intégrines et leur implication dans le remodelage vasculaire ou au niveau des changements

de phénotypes par les récepteurs AI1 et AI2 peut expliquer, en partie, les différents effets

retrouvés dans la réduction du risque cardiovasculaire après traitement avec des ifiCA et les

ARA dans des conditions cardiovasculaires variées.

7. Perspectives

Nos résultats démontrent l’importance des récepteurs AI1 et AI2 au niveau du maintien de

l’intégrité structural des vaisseaux sanguins. Les récepteurs de l’Ang li jouent des rôles

différents dans la régulation des intégrines vasculaires et le dépôt de leurs ligands dans
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l’hypertension artérielle induite par l’Ang II. Cependant, la contribution des récepteurs AI1

et AT2 in vivo à la migration des CMLV, et au niveau remodelage vasculaire a besoin d’être

investiguée davantage. Par exemple, il a été montré, par d’autres études que l’expression de

la sous-unité (Xg était associée à l’inhibition du phénotype migratoire. Par ailleurs, il a été

démontré que l’activation du récepteur AI2 était également liée à l’inhibition de la

migration des CMLV. fi serait donc important d’évaluer si la diminution de l’expression de

la sous-unité cx8, constatée lorsqu’on a inhibé les deux récepteurs à l’Ang II, est directement

impliquée dans l’augmentation possible du phénotype migratoire chez les CMLV. D’autre

part, il a été rapporté que l’activation du récepteur AI2 diminuait les processus de

migration des CMLV via l’augmentation de la sécrétion de fibronectine, qui par

conséquent, augmenterait l’ancrage des CMLV à la MEC environnante. fi serait intéressant

de vérifier si cette diminution de la migration suite à l’activation du récepteur AT2, ne

seraient pas en partie liée à l’augmentation de l’expression de la sous-unité c, faisant

partie intégrante du principal récepteur à la fibronectine, l’intégrine u5131. Finalement,

comme il a été démontré que TIMP-2 était associé à l’inhibition de la migration des

CMLV, il serait important de voir si la diminution de TIMP-2, dans notre modèle, a aussi

un rôle à jouer sur un possible changement dans le phénotype des CMLV.

8. Importance de cette étude et considérations thérapeutiques

L’inhibition du SRAA a montré son efficacité dans le traitement des maladies

cardiovasculaires et la réduction de la mortalité cardiovasculaire. Le succès des IECA dans

le traitement de l’HTA, l’insuffisance cardiaque congestive, l’infarctus du myocarde et la

néphropathie diabétique souligne l’utilité de cette approche thérapeutique. La multiplicité

des indications des ifiCA est liée au fait que cette classe de médicaments est supposée

posséder des caractéristiques de protection des organes cibles qui vont au-delà du contrôle

de la PA. Dans les modèles expérimentaux, la capacité à inhiber la dégradation des ldnines

ainsi que leur effet sur la réduction de la production de l’Ang II contribue à la protection

d’organes cibles dans différents modèles de maladies cardiovasculaires. Bien qu’inhibant
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d’une façon plus spécifique le SRAA au niveau des sites récepteurs, les ARA ne possèdent

pas l’activité de potentialiser la BK (en inhibant sa dégradation) propre aux IECA. De plus,

les membres de la famille des «sartans » ne bloquent pas le récepteur AT2 de l’Ang II. À

l’inverse, ils exposent ces récepteurs à des concentrations élevées d’Ang II circulante,

résultant de l’inactivation du retrocontrôle négatif qu’exerce l’Ang II, via son récepteur

AT1, sur la synthèse de rénine et sur sa propre synthèse. La question de savoir si les

différences pharmacologiques entre les deux classes d’inhibiteurs du SRAA peuvent avoir

des implications cliniques reste à être débattue. Des effets médiés par les récepteurs AT2,

comme l’augmentation de la production de vasodilatateurs (NO, GMPc, prostaglandines),

ainsi que les caractéristiques antiprolifératives de ce récepteur pourraient contribuer à une

diminution supplémentaire de la PA ainsi qu’à la prévention de la dysfonction endothéliale,

de l’hypertrophie et du remodelage vasculaire. fl est possible qu’une étude plus extensive

du récepteur AT2 puisse aider à comprendre les bénéfices cliniques des antagonistes des

récepteurs AT1 dans la mesure où ils démasquent l’activité des récepteurs AT2.
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