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Bases moléculaires de I’hétérogénéité des calcifications athéromateuses et de

I’hétérogénéité des artéres périphériques
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Les calcifications artérielles sont fréquemment
rencontrées au cours des maladies artérielles
périphériques qui comprennent les atteintes
athérosclérotiques. Les calcifications artérielles sont un
marqueur indépendent de morbidité cardiovasculaire et
impactent fortement les réponses thérapeutiques. Leur
formation est issue de multiples processus dont certains
sont proches de [l'ossification. A partir de deux
biocollections de patients, nous avons identifié quatre
sous-types de calcifications intimales aux niveaux des
arteres athérosclérotiques carotidiennes, fémorales et
infra-poplitées. Nous avons montré que les artéres
fémorales sont globalement plus calcifiées que les autres
territoires, avec une présence beaucoup plus fréquente de
métaplasie ostéoide (structure osseuse), alors que les
microcalcifications sont préférentiellement retrouvées au
niveau carotidien. Les facteurs de risque cardiovasculaires,
n’influencent pas les sous-types de calcifications, qui sont
par contre fortement associés aux territoires. L’analyse de
I'expression différentielle des genes et miARNs au sein de
la paroi artérielle permet de ségréger les échantillons en
fonctions de leur origine anatomique (carotidienne,
fémorale ou infra-poplitée). Ces différences d’expression
se retrouvent entre les territoires des artéres saines
comme celles atteintes d’athérosclérose. Dans les arteres
pathologiques, on retrouve les clusters de génes associés
aux différences de composition de plaques qui s'y
développent. De maniére intéressante, on retrouve
également des genes différentiellement exprimés entre
artéres saines, eux aussi associés a ces types de plaques.
Ces résultats suggérent une prédisposition vasculaire pour
développer tel ou tel type de plaque, avec pour les artéres
fémorales une  prédisposition  particuliere  pour
I'ossification. Cette hypothése est renforcée les résultats in
vitro montrant une susceptibilité de minéralisation plus
importante des cellules musculaires lisses (CML) d’arteres
fémorales saines par rapport a d’autres territoires. De
fagon particuliére, la voie du Tranforming Growth factor
(TGF) est surexprimée au niveau des arteres fémorales.
Nous avons montré que son récepteur TGFBR1 était
impliqué dans les différences de minéralisation entre CML
fémorales et carotidiennes.

Les calcifications artérielles sont fréquemment rencontrées
au cours des maladies artérielles périphériques qui
comprennent les atteintes athérosclérotiques. Les
calcifications artérielles sont un marqueur indépendant de
morbidité cardiovasculaire et impactent fortement les
réponses thérapeutiques. Leur formation est issue de
multiples processus dont certains sont proches de
I'ossification. A partir de deux biocollections de patients,
nous avons identifié quatre sous-types de -calcifications
intimales aux niveaux des arteres athérosclérotiques
carotidiennes, fémorales et infra-poplitées. Nous avons
montré que les artéres fémorales sont globalement plus
calcifiées que les autres territoires, avec une présence
beaucoup plus fréquente de métaplasie ostéoide (structure
osseuse), alors que les microcalcifications sont
préférentiellement retrouvées au niveau carotidien. Les
facteurs de risque cardiovasculaires, n’influencent pas les
sous-types de calcifications, qui sont par contre fortement
associés aux territoires. L'analyse de [I'expression
différentielle des génes et miARNs au sein de la paroi
artérielle permet de ségréger les échantillons en fonctions
de leur origine anatomique (carotidienne, fémorale ou infra-
poplitée). Ces différences d’expression se retrouvent entre
les territoires des artéres saines comme celles atteintes
d’athérosclérose. Dans les artéres pathologiques, on
retrouve les clusters de genes associés aux différences de
composition de plaques qui s’y développent. De maniére
intéressante, on retrouve également des genes
différentiellement exprimés entre artéres saines, eux aussi
associés a ces types de plaques. Ces résultats suggérent une
prédisposition vasculaire pour développer tel ou tel type de
plaque, avec pour les arteres fémorales une prédisposition
particuliere pour [l'ossification. Cette hypothése est
renforcée les résultats in vitro montrant une susceptibilité
de minéralisation plus importante des cellules musculaires
lisses (CML) d’arteres fémorales saines par rapport a
d’autres territoires. De fagon particuliere, la voie du
Tranforming Growth factor (TGF) est surexprimée au niveau
des arteres fémorales. Nous avons montré que son
récepteur TGFBR1 était impliqué dans les différences de
minéralisation entre CML fémorales et carotidiennes.



Molecular basis of atherosclerotic calcification heterogeneity and heterogeneity of peripheral

arteries
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transforming growth factor.

Arterial calcifications are frequently encountered
in peripheral arterial diseases that include
atherosclerotic disease. Arterial calcifications are
an independent marker of cardiovascular
morbidity and strongly impact therapeutic
responses. Their formation is the result of
multiple processes, some of which are close to
ossification. From two patients’ biocollections,
we identified four subtypes of intimal
calcifications in carotid, femoral and infra-
popliteal atherosclerotic arteries. We have
shown that the femoral arteries are globally
more calcified than the other territories, with
much more frequent presence of osteoid
metaplasia (bone structure), whereas the
microcalcifications are preferentially found at the
carotid level. Cardiovascular risk factors do not
influence the subtypes of calcification, but are
strongly associated with the territories. The
analysis of the differential expression of genes
and miRNAs of the arterial wall makes it possible
to segregate the samples according to their
anatomical origin (carotid, femoral or infra-
poplitated). These differences of expression are
found between the territories in healthy and
atherosclerosis arteries. In pathological arteries,
there are clusters of genes associated with
differences in plaque composition that develop
there. Interestingly, there are also genes
differentially — expressed between healthy
arteries, also associated with plaques. These
results suggest a vascular predisposition to
develop such or such type of plaque, with for the
femoral arteries a special predisposition for
ossification. This hypothesis is reinforced by in
vitro results showing greater susceptibility to
mineralization of smooth muscle cells (SMCs) of
healthy femoral arteries compared to other
territories. In particular, the Tranforming Growth
Factor (TGF) pathway is overexpressed at the
level of the femoral arteries. We showed that its
TGFBR1 receptor was involved in mineralization
differences between femoral and carotid SMCs.

Arterial calcifications are frequently encountered
in peripheral arterial diseases that include
atherosclerotic disease. Arterial calcifications are
an independent marker of cardiovascular
morbidity and strongly impact therapeutic
responses. Their formation is the result of
multiple processes, some of which are close to
ossification. From two patients’ biocollections,
we identified four subtypes of intimal
calcifications in carotid, femoral and infra-
popliteal atherosclerotic arteries. We have
shown that the femoral arteries are globally
more calcified than the other territories, with
much more frequent presence of osteoid
metaplasia (bone structure), whereas the
microcalcifications are preferentially found at the
carotid level. Cardiovascular risk factors do not
influence the subtypes of calcification, but are
strongly associated with the territories. The
analysis of the differential expression of genes
and miRNAs of the arterial wall makes it possible
to segregate the samples according to their
anatomical origin (carotid, femoral or infra-
poplitated). These differences of expression are
found between the territories in healthy and
atherosclerosis arteries. In pathological arteries,
there are clusters of genes associated with
differences in plaque composition that develop
there. Interestingly, there are also genes
differentially — expressed between healthy
arteries, also associated with plaques. These
results suggest a vascular predisposition to
develop such or such type of plaque, with for the
femoral arteries a special predisposition for
ossification. This hypothesis is reinforced by in
vitro results showing greater susceptibility to
mineralization of smooth muscle cells (SMCs) of
healthy femoral arteries compared to other
territories. In particular, the Tranforming Growth
Factor (TGF) pathway is overexpressed at the
level of the femoral arteries. We showed that its
TGFBR1 receptor was involved in mineralization
differences between femoral and carotid SMCs.



Table des matieres

IO 1L 0o ot 1 o o ST 9
1.1 ANALOMIE AIEIIEIIE ...ttt ettt re et e s te b e teae e eseeseeseesensens 9
1.1.1 Structure de 1a Paroi artéritlle ..........cveveeueeeeiceee e 10
1.1.2 Vascularisation de 1a paroi artérielle ...........cooveeeeiiieceeceeec e 11
1.1.3 Classification artérielle en fonction de leur calibre et de leur structure ..........cccccoceverereenne. 11

| R R 11 4 1<) (01T 1) (0 1< SR 15
1.2.1 FACLEUIS GENELIGUES .....eveueeenieieieieeetert ettt sttt sttt ettt sttt be e 17
1.2.2 Réle des infections au cours athEroSCIErOSE .........cuvevievveieieieeeeeese s 18
1.2.3 Différentes phases de I’initation et progression athéromateuse .........ccccceveerveerreeeseeneerinenns 18
1.2.4 Classification anatomopathologique de I'athérosclérose humaine ...........cccceeevevevvecerieennnns 33

1.3 CalCifiCationS ArtEIIEIIES ........eeuiriireriereeee ettt beneens 38
1.3.1 Aspects histologiques des calcifications artérielles............cevvevvireiinieresereeeeeeeee e 38
1.3.2 Calcifications artérielles et risque cardiovasCulaire ............c.ccevveereineeneineineereeseeene 45
1.3.3 Aspects histologiques des calcifications intimales (ou athérosclérotiques) ...........c.cccueuenee. 46
1.3.5 Mécanismes de calcification et d’ostéogenese dans 1’athérosclérose.........ccooerverneeneenncne 49

1.4 Epigénétique et MICIO-ARN .....ociiiiceceeeeee ettt et s te e et e s e e b e s beesaesteennens 70
14,1 IMHCTO-ARN ..ottt ettt sttt ettt ae et e ste st e s te b e e e e et eneeseesesbesteean 70
1.4.2 Micro-ARN et pathologies artérielles pEripheriqUES..........couvireeerieireineireerecreeeeee 72
1.4.3 MiICro-ARN €t 0SSITICALION .......eeieiieeieiiccetee ettt s seeeneens 73

1.5 Concept de I’hétérogénéité artérielle et hétérogenéité des PAD ........ccccvvevevievieieieieeeeeeeiens 77

2. Implication des cellules musculaires lisses dans les calcifications artérielles en fonction du territoire
avec évaluation de I’effet du TGFp sur le processus de calcification .........ccccevvveeevierierieieeeeeesesnnn 79
3. Impact des Facteurs de risque cardiovasculaire sur les calcifications et différences génomiques entre
artéres athérosclérotiques et artéres saines issues de différents territoires périphériques ..................... 98
4. Etude des Micro RNA dans les processus des calcifications artérielles périphériques................... 112
4.1 MatEriel € MELNOUES .....c.eoviieiiieiiieeere ettt besens 112
4.2 RESUITALS ...ttt ettt ettt b e st e b et e et ese e b e sbesbeste s et eneeneeneesessenbeneens 113
ST B Tot U] o] ST 119

5.1 Les processus de calcification artériel sont complexes avec des mécanismes communs mais

également des différences particulieres en fonctions des territoires qui restent a élucider ............. 119
5.2 Différents types de plaques et différents types de calcifications..........ccccevvvevevececcecenenennnn, 122
5.4 Elements apportés par C& traVail..........cccuvererieieieieieeee e 127
5.3 PISPECLIVES ..cutiteceeetectete sttt sttt et e et et e b e st e e e e st e ese et e sbeesaesseereessesseesaestesreensesreesaentenreenes 127
LT =TT o] [ToTo ] 2= ol a1 = S P 128



Remerciements :

L'ensemble de ses travaux n'aurait pas pu étre réalisé sans le soutien de tres nombreuses
personnes. Ainsi, je tenais particulierement a remercier :

Philippe Lacroix et Alessandra Bura-Riviére qui me font I'honneur de juger ce travail,

Yann Gouéffic et Thibaut Quillard pour m'avoir encadré un tout au long de cette thése, et
fait part de leur vision de la recherche tant clinique que fondamentale,

Francoise Redini pour m'avoir accueillie dans son laboratoire au cours de ces années de
these,

Mathias Chatelais pour ton aide, l'ensemble des plaisanteries et tes récits de marin d’eau
douce,

Marc-Antoine Pistorius pour son soutien sans cesse renouvelé,

Marja Steenman pour ta disponibilité et I'explication sur les clusters,

Benjamin Navet pour les conseils lors des Manip,

Béatrice Delasalle pour ton aide et tes explications statistiques,

Céline Charrier et Séverine Battaglia que je remercie pour toutes leurs explications et pour
les nombreuses fois ou elles m'ont assuré d’une tranquillité vespérale « a double tour » a mon
insu,

Valérie Trichet pour sa bonne humeur et le partage de son radiateur pendant les mois d'hiver,

Luciano Vidal pour ses idées, sa culture de la viande Argentine et de nombreuses discussions
sur les facteurs de risque cardiovasculaire,

Je tiens remercie toute I'équipe du laboratoire « Phy Os » avec laquelle j’ai beaucoup aimé
travailler dans une ambiance a la fois studieuse et sympathique,

Je remercie également toute I'équipe de médecine vasculaire du CHU de Nantes qui a
également contribué, dans une certaine mesure, a I'accomplissement de ses travaux.

Et enfin, je remercie Alexandra, Marine, Gabriel et Thibaud qui ont vécu au quotidien ses
annees de these.



Abréviations :

AOMI : artérite oblitérante des membres inférieurs
BMP : bone morphogenic proteine

CE : Cellule endothéliale

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CML : Cellule musculaire lisse

CML vasculaire : Cellules musculaires lisses vasculaires
ECLA : Etude comparative des Iésions athéromateuses
ESS : Stress de cisaillement endothélial
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SNP: single nucleotid polymorphism

TGFp: Transforming growth factor 3

TNAP : phosphatase alcaline non spécifique tissulaire

TNF : Tumor Necrosis Factor



Préambule et objectifs de la recherche

Ce travail de thése s'inscrit dans un projet d'étude des calcifications des artéres périphériques.
Ces calcifications qui sont rencontrées tout au long de l'arbre artériel, impactent la stabilité
des plaques d'athérome, augmentent la rigidité de la paroi artérielle et modifient le
comportement pariétal vis-a-vis de I'implantation de matériel étranger comme les stents ; elles
apportent également une variabilité dans la réponse aux angioplasties. Ce projet a été initie
par des constatations cliniques réalisées par les médecins et les chirurgiens vasculaires : les
calcifications des artéres carotidiennes et fémorales sont distinctes d'un point de vue
échographique comme lors des constatations en peropératoire.

Ainsi & partir de deux biocollections : Etude comparative des lésions artérielles (ECLA) et
I’étude comparative des lésions artérielles et génomique (ECLAGEN) qui sont des
biocollections d'échantillons artériels humains de plaques d'athérome et d’artéres saines, de
plasmas, de données cliniques issues de patients opéres pour une artériopathie athéromateuse
mais également pour ECLAGEN, du matériel génomique avec possibilité de réaliser des
études d'expression des ARN issus des tissus artériels périphériques.

L'objectif de cette étude est d'apporter des éléments descriptifs et mécanistiques des
calcifications des artéres périphériques avec une approche comparative. Un premier résultat
de nos recherches a été de mettre en évidence les différences qualitatives et quantitatives en
termes de calcification des Iésions athéromateuses en fonction des territoires artériels, avec la
démonstration que les lésions artérielles fémorales et infra-poplitées sont plus fibrotiques et
plus largement calcifiées que les lésions carotidiennes qui sont quant a elles beaucoup plus
riches en lipides et avec des calcifications souvent plus diffuses. Les calcifications des arteres
fémorales se présentent plus fréquemment sous la forme de tissu osseux ectopique dénommeée
métaplasie ostéoide, alors que les plaques carotidiennes developpent notamment des
microcalcifications plus ou moins aggrégées a proximité des cristaux de cholestérol.

Les processus qui concourent a ces calcifications sont mal connus. De longue date, les
calcifications artérielles étaient imputées a un processus passif de précipitation
phosphocalcique résultant du vieillissement de la plaque d'athérome. Au cours des dernieres
décennies, de nombreux travaux ont mis en évidence qu'il s'agissait d'un phénomeéne actif
faisant intervenir des processus que l'on rencontre typiquement lors de [l'ossification

physiologique.



L'objectif de cette recherche est d'identifier des acteurs géniques et post-transcriptomiques
d'intérét (génes et microARNS) intervenant dans ces processus de calcification des arteres

périphériques.

L'introduction de ce travail rappellera les différents éléments physiologiques et cliniques
permettant une meilleure compréhension des processus intervenant dans les calcifications des
artéres périphériques, et exposera nos hypotheses de travail. Les résultats, illustrés par mes 2
publications [1,2], montreront cette hétérogenéité de plaques et de calcification entre
territoires, et l'impact d'une voie de signalisation particuliére, celle du TGFB dans la
susceptibilité exacerbée de minéralisation des arteres fémorales. La deuxieme partie de mon
travail présentera les différentes voies moléculaires et épigénétiques intervenant de fagon

différentielle dans les calcifications des arteres périphériques.



1. Introduction

La notion de calcification caractérise la présence de cristaux de calcium déposés en grande
quantité dans un tissu, ce processus est complexe et régulé, avec la présence d’une
minéralisation des tissus en présence d’une matrice extra cellulaire (MEC) particuliere et le
recrutement, la différentiation de cellules spécifiques de la lignée osseuse. Les mécanismes
qui sous-tendent ces calcifications sont nombreux avec une composante de dépbét minéral
passif dans les vaisseaux mais également de nombreux mécanismes hautement régulés. On
peut également observer des structures calcifiées beaucoup plus complexes puisqu'elles
répondent & une composition proche de l'os. Il sagit alors d'ossification ectopique. Ce
processus est hautement régulé et fait intervenir de nombreuses voies moléculaires comme de
nombreux acteurs cellulaires similaires au compartiment osseux.

Au cours de l'athérosclérose, ces processus de calcification et d'ossification de la paroi
artérielle sont observes, mais encore mal caractérisés. Nous avons souhaité décrire les
différences en termes de calcifications et d'ossification que I'on peut observer chez les patients

présentant une athérosclérose et identifier les molécules a 1’origine de ces processus.

1.1 Anatomie artérielle

Le réseau artériel a pour principal objectif de réguler la pression artérielle et d'irriguer
efficacement les différents organes, apportant les différents éléments métaboliques
nécessaires a leurs fonctions physiologiques. Le calibre des artéres décroit de I'aorte jusqu'aux
artérioles. La composition de la paroi évolue également en fonction du calibre de I'artére.
Cependant, tout au long de l'arbre artériel, on retrouve une composition histologique similaire
en matiere de structures et types cellulaires (fibres élastiques, cellules musculaires lisses
(CML), cellules endothéliales (CE), tissu conjonctif et fibroblastes) qui évoluent tout au long
de l'arbre artériel et qui vise a s'adapter au régime de pression observé dans chacun des

territoires [3-5].



1.1.1 Structure de la paroi artérielle

La paroi des artéres comporte schématiquement trois tuniques concentriques (Figure 1) :

intima

endothélium

membrane basale

limitante elastique interne
media

muscle lisse

limitante élastique interne

adventice

tunique externe

Figure 1 : Anatomie artérielle.

- L'intima est la tunique la plus interne, elle est au contact de la lumiere, elle est
constituée par des cellules endothéliales qui reposent sur une membrane basale.

- La média est principalement constituée de cellules musculaires lisses, de fibres
élastiques et d'une matrice extracellulaire.

- L'adventice est la tunique la plus périphérique, composée de tissu conjonctif.

Ces différentes tuniques sont facilement identifiables lors des analyses histologiques. En
clinique la distinction entre ces tuniques est plus complexe. Avec les technologies actuelles, il
est quasiment impossible de distinguer les trois tuniques en échographie. Cependant, il est
possible d'apprécier [I'épaisseur intima/média de facon standardisée. Cette épaisseur
intima/média est affectée par les facteurs de risque cardiovasculaires comme I'hypertension

artérielle, la dyslipidémie, le tabagisme, le diabéte, I’age et le sexe [6].
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1.1.2 Vascularisation de la paroi artérielle

Pour mener & bien leur fonction, les arteres d'un calibre de plus d'lmm ont une vascularisation
propre a des fins « nourriciére » par I'intermédiaire de vasa vasorum. Les vasa vasorum sont
issus de petites arteres cheminant le long des artéres principales a desservir qui se distribuent
au niveau de l'adventice et dans les deux tiers externes de la média au niveau de l'aorte ;

I'intima et le tiers interne de la média sont nourris depuis la lumiére artérielle [7].

1.1.3 Classification artérielle en fonction de leur calibre et de leur structure

Artéres élastiques

Les artéres élastiques comprenant les vaisseaux de grand calibre, regroupent 1’aorte, le tronc
artériel brachiocéphalique, 1’artére sous-claviere, 1’artére rénale ainsi que l'artére thoracique
interne. 1l s'agit d'artéres de conduction qui conservent la pression artérielle du fait d'une
structure particuliere. Leur intima est plus épaisse que pour les autres types d'arteres, et elle
repose sur une lame basale avec une couche de tissu conjonctif sous endothélial. Les cellules
endothéliales sont aplaties et jointives avec des jonctions serrées et des jonctions
communicantes qui ont un réle mécanique. Le sous endothélium est constitué de collagéne et
de microfibres. Il est élastique constitué de protéoglycannes et de quelques CML avec un
phénotype particulier de type myointimale. La limitante élastique interne (LEI) constitue la
limite avec la média, elle est souvent difficile a individualiser ; la média trés épaisse par
rapport aux autres types artériels comporte plusieurs dizaines de couches de CML
concentriques a orientation hélicoidale (70 a 80 couches au niveau de l'aorte thoracique),
I'orientation en pas de vis alternant d'une lame élastique a l'autre. Dans la média, on retrouve
principalement des CML associées aux fibres élastiques et aux fibres de collagéne.
L'adventice est plus mince que les autres tuniques [7]. Riche en collagéne, elle porte

I'innervation et les vasa vasorum qui pénétrent jusqu'a la partie externe de la média (Figure 2).
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Figure 2 : Coupe transversale d’artére élastique d’aorte (A), lame élastique au niveau de la paroi aortique (B).

Artéres musculaires

Elles sont constituées d'arteres de moyen calibre issues des divisions des artéres élastiques,
elles regroupent les arteres des membres et les artéres viscérales : les arteres cérébrales,
coronaires, radiales, fémorales, tibiales. Elles remplissent également un rdle de distribution du
sang. Leur intima est fine, le sous endothélium est trées mince; elle est constituée de
glycosaminoglycanes et de quelques fibrillations élastiques et collagéniques. La LEI
s'individualise plus facilement que pour les arteres élastiques. Elle est fenétrée, permettant des
échanges cellulaires et moléculaires entre l'intima et la média. L'épaisseur de la média est
variable en fonction du calibre artériel, elle est comprise entre une LEI et une limitante
élastique externe (LEE) moins épaisse. La média est constituée de CML d'orientation
circulaire avec un phénotype contractile limitée par des fibres de collagene et des fibres
élastiques. Les CML ont un aspect fusiforme de 25 a 50 um de long et sont entourées d'une
lame basale connectée avec la matrice interstitielle par [l'intermédiaire de protéines
membranaires assurant des jonctions cellules maitrisées. Les CML sont également connectées
entre elles par des jonctions intercellulaires de type macula adherens, hémidesmosomes et
jonction communicante. Il existe en moyenne une dizaine de couches de CML au niveau de la
média des artéres musculaires de petit calibre[7]. L'adventice est épaisse et constituée de
faisceaux de fibres de collagéne associée a des fibres élastiques (Figure 3). Les artéres

cérébrales ont une particularité puisqu’elles ne comportent qu’une seule lame élastique.
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Figure 3 : Coupe transversale d’artére musculaire.

Artérioles

Il s'agit de la distalité du réseau artériel. Ce sont des branches terminales qui se terminent sur
les capillaires. Elles sont de petit calibre (diametre < 0,3 mm), avec une structure distincte des
autres artéres. Leur intima est tres réduite avec simplement un endothélium reposant sur une
lame basale. La composition de la média dépend de leur calibre : pour les artérioles de 0,3
mm a 50 um, présence d'une LEI est de 2 a 3 couches de CML ; pour les artérioles de moins
de 50 um, absence de LEI et présence d'une seule couche de CML de disposition circulaire.
L'adventice est fine, constituée de fibres de collagene et parfois de fibres élastiques qui
fusionnent avec le tissu conjonctif périartériel (Figure 4).

Les artérioles ont un réle distinct des autres arteres, faisant intervenir la notion de vasomotion
avec une regulation du flux capillaire qui participe aux résistances artérielles périphériques
permettant la modulation de la pression artérielle. Elles interviennent également dans la

thermorégulation de I'organisme en régulant les shunts capillaire [7].
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Figure 4 : Coupe longitudinale d’artériole.

Capillaires et péricytes

Les capillaires sont de fins canaux qui réalisent la transition entre le systéeme artériel et le
systeme veineux, ils ont un diametre compris entre 5 et 20 ums, ils se trouvent dans la totalité
des tissus (Figure 5). lls regroupent un systeme précapillaire avec une artériole précapillaire,
le capillaire, et une veinule post-capillaire. Il existe une variabilité de la morphologie des
capillaires suivant les territoires, ces vaisseaux pouvant adopter un aspect fenétré, discontinu
ou continu. Les échanges métaboliques se réalisent au niveau de I'anse capillaire. Le capillaire
est composé d'une couche conjonctive la plus externe, d'une couche endothéliale, médiane, et
d'un cément qui participe a lI'absorption au niveau de sa face interne. Au niveau du capillaire
se déroule les échanges en nutriments et en oxygeéne. La perfusion des capillaires est régulée
par le systeme nerveux et par I'environnement notamment cellulaire avec les péricytes. Les
péricytes sont comme les CML, des cellules d’origine mésenchymateuses qui enveloppent
partiellement les cellules endothéliales des capillaires et des veinules ; ils peuvent s'intégrer a
la membrane basale et ils communiquent avec les cellules endothéliales par des contacts
directs ou par une signalisation paracrine. Les péricytes participent a l'angiogenése et ils
pourraient avoir un rdle dans la régulation du débit sanguin par un mécanisme de
vasoconstriction. On les observe également au niveau des néovaisseaux dans les plaques

athéromateuses [7].
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Figure 5 : Capillaire a proximité de fibre musculaire.

1.2 L’athérosclérose

La pathologie artérielle périphérique est dominée par la pathologie de 1’athérosclérose.
Etymologiquement, l'athérosclérose provient du grec athere (bouillie) et scleros (dur). De
longue date, I'athérosclérose est décrite initialement comme une maladie associée aux lipides
avec en particulier une dérégulation du cholestérol [8] puis une maladie avec une composante
inflammatoire [9,10]. L'athérosclérose est une association variable, de remaniement de
I'intima des arteres de gros et de moyen calibre, avec une accumulation focale de lipides, de
cellules, de glucides complexes, de produit dérivé du sang, de tissus fibreux et de dépdts
calciques. L’athérosclérose est la cause la plus fréquente d'accidents ischémiques cardiaques
ou cérébraux, elle est responsable de pres de 16,1% des déces a travers le monde [11]. Il s'agit
d'une maladie lente et progressive ou 1’on observe une inflammation pariétale chronique et la
formation de plaques au niveau des artéres de grand est de moyen calibre. L'évolution est
asymptomatique au cours des premieres décennies de son développement (athérome
infraclinique) jusqu'a ce gque surviennent une rupture ou une érosion des plaques entrainant la
formation d'un thrombus qui obstrue par sténose la lumiére du vaisseau et induit des Iésions

tissulaires ischémiques (Figure 6).
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Figure 6 : Progression de la plaque d’athérome.

Dans l'athérosclérose, on observe une dysfonction endothéliale en particulier au niveau des
bifurcations artérielles, la ou le flux sanguin est le plus perturbé, avec des forces de
cisaillement les plus faibles (Figure 7). Cette perturbation du flux est directement associée a
une augmentation de la perméabilité vasculaire, favorisant le dépdt et D’infiltration des
particules LDL de cholestérol dans la partie sous endothéliale de I’intima [12-14]. Cette
infiltration, suivie de ’oxydation de ces particules lipidiques, déclenche une inflammation
locale avec un influx de monocytes qui se différencient localement en macrophages.
L’accumulation de cholestérol intracellulaire dans les macrophages conduit a la formation de
cellules spumeuses qui produisent des médiateurs inflammatoires [15]. Les cellules de
I’immunité acquise dont les lymphocytes T et B sont également recrutés au niveau de la lésion
athéromateuse [16]. Beaucoup de ces lymphocytes T reconnaissent le LDL oxydé comme un
antigéne et participent a la réponse immunitaire et inflammatoire. D’autres antigénes sont
également reconnus maisils restent encore peu caractérisés. Une majorité de LT CD4
appartient au sous-type T helper de type | (Th1) qui produit des médiateurs pro inflammatoire
telles que linterféron-y et le Tumor Necrosis Factor (TNF) [17,18]. Les médiateurs
inflammatoires produits dans la paroi athéroscléreuse comprennent de I'interleukine 6 (IL6) et
I’IL1 qui peut déclencher l'activation de la phase aigué de la réponse inflammatoire au niveau
hépatique, conduisant a la libération de CRP dans la circulation systémique [12]. La secrétion
de chimiokines (CCL2, CCL5 and CX3CL1) [19] participent au recrutement continuel de
cellules immunitaires dans les plaques, et ainsi a la mise en place d’un état inflammatoire

chronique. L’accumulation de lipides et de cellules spumeuses constitue progressivement un
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cceur lipidique et necrotique. Les CML de la média migrent vers 1’intima et proliferent pour
former une chappe fibreuse (principalement collagene I) qui recouvre ce cceur lipidique et

assure la résistance mécanique de la plaque vis-a-vis des forces hémodynamiques.

Les complications sont le plus souvent dues a une rupture de cette chappe fibreuse due a la
production de Matrix Metalloproteinases (MMP) par les cellules inflammatoires
(macrophages, neutrophiles) qui dégradent le collagéne et fragilise la plaque. Les facteurs et
cofacteurs de la coagulation peuvent ainsi entrer en contact avec les consituants trés pro-
thrombotiques de la plaque, et la formation du thrombus peut alors bloquer la circulation
sanguine et donner lieu aux expressions cliniques aigues de la maladie (infarctus du

myocarde, AVC, ischémie aigue des membres).

Cette vision de 1’athérosclérose et de ses complications, décrite dans la littérature depuis les
20 derniéres années est aujourd’hui nuancée par la reconnaissance de 1’hétérogénéité des
types de plaques, associées a d’autres processus de complication. Pour 1’érosion superficielle
notamment, qui est associée a 25-33% des infarctus du myocarde, elle concerne des plaques
relativement peu inflammatoires et peu lipidiques, mais largement fibreuses (protéoglycanes).
Dans ces plaques, 1’érosion superficielle, caractérisée par la desquamation des CE a la surface
de la plaque, est médiée par I’activation conjointe des neutrophiles et de TLR2 [20]. Depuis
quelques années, le rble des calcifications et des hémorrhagies intraplaques semble étre
également déterminant dans la résistance mécanique de la plaque [21,22].

De multiples facteurs interviennent au cours de I'athérosclérose, les principaux sont discutés

dans les sections ci-apres.

1.2.1 Facteurs génétiques

Les facteurs génétiques ont un rdle important dans l'athérosclérose. Des genome-wide
association studies (GWAS) ont identifié de nombreux single nucléotide polymorphisme
(SNP) associés a une augmentation du risque coronarien [23]. L'association génétique la plus
robuste est avec le SNP 9p21 qui est impliqué dans la transrégulation du signal IFNy [24]. La
plupart des loci qui sont associés a I'athérosclérose ne sont pas connus en terme mécanistique,
bien que certains soient également impliqués dans le métabolisme des lipoprotéines et les
processus athérothrombotiques [25]. Cependant, le risque individuel attribué pour chaque

locus est faible. Certains travaux ont identifié des loci du complexe majeur
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d'histocompatibilit¢ (CMH) associés avec les maladies coronaires [26]. De méme, les
processus de régulation du CMH sont associés aux infarctus du myocarde [27] et certains
haplotypes HLA sont associés a une augmentation du risque d'infarctus ou a l'inverse
conférent une certaine protection, mais a nouveau, ses associations sont faibles [28]. Ces

données refletent probablement le caractere complexe et multifactoriel de I'athérosclérose.

1.2.2 Role des infections au cours athérosclérose

Certaines publications suggérent un lien entre les maladies infectieuses et I'athérosclérose.
Dans un modeéle de lapin, une infection a chlamydia pneumonie accélére le développement de
I’athérosclérose [29-31] mais il n'y avait aucun effet dans un modele d’infection a chlamydia
pneumonie de souris [32]. En outre, des modéles de souris exposées a aucun micro-organisme
ont montré que le développement de 1ésions d’athéroscléroses était tout a fait possible et donc
que les bactéries n'était pas nécessaire pour sa genése [33]. Enfin, une méta-analyse d'essais
contrélés randomisés a montré qu'il n'existait pas de bénéfice sur l'athérosclérose des
traitements antibiotiques anti chlamydiae en matiére de mortalité et de réduction du nombre

d'évenements cardiovasculaires [34].

1.2.3 Différentes phases de I’initation et progression athéromateuse

1.2.3.1 Hémodymanique, flux low shear stress, permeabilité et dysfonction endotheliale

L’hémodynamique joue un place central dans la mise en place de la maladie et de sa
progression [35]. En effet, I'endothélium artériel n'est pas phénotypiquement homogéne a
travers le reéseau vasculaire. Les lits vasculaires ne sont pas uniformément organisés.
L'architecture artérielle varie grandement au niveau des bifurcations et des régions incurvées.
Ces zones induisent des changements dans les flux sanguins, qui a leur tour présentent
différents effets sur les cellules vasculaires. Hors de ces zones, on observe un flux laminaire
pulsatile ou les CE synthétisent des facteurs qui soutiennent la survie cellulaire, maintiennent
la fonction de barriére endothéliale, inhibent la coagulation, I'extravasation des leucocytes et
la prolifération des CML vasculaires [36]. Au niveau des bifurcations artérielles le flux

sanguin n’est plus soumis aux contraintes de cisaillement unidirectionnelles mais a des
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contraintes de cisaillements oscillantes qui comprennent l'inversion du flux et la turbulence
(Figure 7). Soumises a ces conditions de perturbation des forces de cisaillement, les CE
modifient leurs phénotypes pour augmenter la perméabilité des macromolécules plasmatiques,
augmenter le turnover (prolifération et apoptose) et augmenter les propriétés d'adhésion des
monocytes [37]. Des études cliniques ont démontré cette association entre la formation de
plaques d'athérome et la dysfonction locale de I'endothélium au niveau de zones de flux non
laminaire [38,39]. Les régions a ecoulement laminaire unidirectionnel stable sont
athéroprotectrices. Dans les régions artérielles a débit perturbé, les CE sont stressées et
exposées a un risque plus élevé de perte des fonctions dépendentes du monoxyde d’azote

(NO, cf partie suivante), et ainsi de formation de plaque d'athérosclérose [40].

Les forces hémodynamiques peuvent donc fortement influencer les phénotypes des CE qui
présentent alors des réponses différentes a des facteurs de risque coexistants tels que
I'nypertension, la dyslipidémie, le diabete et l'obesité et induisent une prédisposition
specifique a lI'athérogenese en fonction des territoires artériels.

Réciproguement, la formation et le développement de la plaque joue a son tour un réle
mécanique sur le flux sanguin et sur le remodelage vasculaire. Ce remodelage artériel est
effectivement un autre déterminant majeur de I'athérosclérose dans la paroi vasculaire. Le
remodelage est une caractéristique fondamentale des régions artérielles et fait référence a la
tendance de la paroi artérielle a modifier localement sa forme et ses dimensions en réponse a
des changements dans les conditions de plaque ou d'écoulement. Les remodelages artériels
entrainent également des changements majeurs dans les caractéristiques locales d'écoulement
sanguin et, par consequent, modifient le stress de cisaillement endothélial (ESS) entourant les
plaques individuelles, qui peuvent & leur tour continuer a influencer la pathophysiologie locale
de la plaque (Figure 7). Le remodelage pariétal intéresse principalement les régions de
bifurcation artérielles, ou les flux sont les plus perturbés. En général, le remodelage positif ou
expansif signifie que l'artére augmente de dimensions, tandis que le remodelage négatif ou
constrictif correspond a une réduction de la taille artérielle. Dans le remodelage expansif
compensatoire, la paroi artérielle s'agrandit pour s'adapter a la réduction de la lumiére
artérielle liée a la croissance de la plaque, de sorte que les dimensions de la lumiere sont
préservées [41]. Une réponse plus exagérée est observée dans les arteres coronaires, c'est-a-
dire un remodelage expansif excessif, est cependant associé a des indices de vulnérabilité de
la plaque, a des événements cliniques indésirables et a des résultats a long terme moins bons
[42-45].
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Figure 7: Illustration schématique de la variabilité longitudinale de la morphologie
artérielle (a), du remodelage artériel (b), de la charge de plaque (c) et de la contrainte de

cisaillement endothéliale (d) le long de la plaque [46].

L'athérosclérose présente une hétérogénéité significative dans la localisation des plaques au
sein de l'arbre coronaire, qui est typiquement asymétrique. Une prédilection pour la formation
de plaque est montrée dans les parois latérales des bifurcations ou des points de ramification,
I'arche interne des segments incurveés, et en amont et en aval d'une obstruction luminale [47—
501, ou il y a des flux locaux et des ESS perturbés, (Figure 7). Les modes d'écoulement locaux
perturbés et le faible ESS sont responsables de l'initiation et de la progression des lésions
athéroscléreuses [51,52]. Les modifications dans les régime d’écoulement du flux sanguin

vont étre a I’origine d’une dysfonction endothéliale précoce qui contribuera a I’initiation de la
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plaque d’athérosclérose [53]. De plus, le taux de progression et I'évolution temporelle des
lésions athéroscléreuses chez un méme patient est hétérogéne. Les observations selon
lesquelles des plaques de taille et de compositions différentes coexistent chez le méme
individu sont courantes, et au sein méme de la méme artére. L'histoire naturelle des Iésions de
la plaque est diverse et variable. Certaines plaques, méme ostensiblement a haut risque, non-
obstructives ou partiellement obstructives, peuvent rester cliniquement silencieuses tout au
long de la vie. D'autres plaques empiétent dans la lumiére et limitent significativement le flux
sanguin d'une maniere fixe se manifestant sous forme d'angor stable. Une grande proportion
des plaques les plus a risque dans les arteres humaines deviennent quiescentes avec le temps,
possiblement a cause des réponses adaptatives au remodelage artériel [54-56] (Figure 8). Les
zones artérielles avec des flux sanguins perturbés et soumises a de faibles ESS développent
une plaque focale dans la paroi. Si le remodelage artériel compensatoire préserve les
dimensions de la lumiere [41], la plague qui se forme peut ensuite devenir quiescente, car les
perturbations d'écoulement peuvent se résoudre. Si, par contre I'ESS est séverement perturbe,
alors les protéases inflammatoires s'expriment dans la plaque peuvent dégrader les
constituants de la paroi artérielle [56,57] conduisant & un remodelage expansif excessif et, par
conséquent, une exacerbation et une perpétuation de I'environnement proinflammatoire. Les
plagues continueront a progresser et l’inflammation persistante pourrait contribuer a
développer des plaques avec de phénotypes de fibro-athérome a chape mince avec une
propension a se rompre. Les données actuelles suggerent cependant que la grande majorité de
ces plaques a haut risque deviennent quiescentes (Figure 9) [47,58], probablement liées a des
réponses de remodelage artériel compensatoire [59]. Si l'environnement avec ESS faible
persiste, la déstabilisation de ces plaques a haut risque peut se produire, aboutissant a une
rupture de la plaque ou une hémorragie intraplaque et un nouvel événement clinique (Figure
8).
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Figure 8: (a) Hypothese proposée du réle du stress de cisaillement endothélial local sur
I'histoire naturelle de la maladie coronarienne et des plaques a haut risque. (b) Hypothése

proposée de la pathobiologie de la déstabilisation de la plaque [46].
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Figure 9: Effets pronostiques synergiques de la contrainte de cisaillement endothéliale locale
et des caractéristiques anatomiques de la plaque, pour prédire les événements cardiaques

indésirables majeurs [46].
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1.2.3.2 Dysfonction endothéliale au cours de ’athérosclérose

Des perturbations de la fonction normale des CE contribuent a l'initiation et / ou a la
progression de processus pathologiques cardiovasculaires. Ces perturbations peuvent résulter
de blessures ou d’une activation pariétale qui modifient les fonctions régulatrices de
I'endothélium, résultant d'un déséquilibre des facteurs vasorelaxants et vasocontractants, de
médiateurs pro-coagulants et anticoagulants, et de ses propriétés chimiotactiques et
inflammatoires [60]. Comme cité précédemment, les perturbations de flux peuvent provoquer
localement une dysfonction endothéliale. Elles peuvent également étre médiées et amplifiées
par un stress oxydatif qui contribue directement & la pathogenése des maladies
cardiovasculaires, telles que I'nypercholestérolémie, I'athérosclérose, I'hypertension, le diabéte
et l'insuffisance cardiaque [61,62]. Dans des conditions pathologiques, les especes réactives
de l'oxygéne (ROS) s'accumulent, ce qui peut compromettre la vasorelaxation endothéliale-
dépendante en réduisant la biodisponibilité de la molécule de signalisation pluripotente NO
[63].

Les ROS sont constituées d'un groupe de molécules, comprenant I'oxygene moléculaire et ses
dérivés, qui sont produits dans tout le systeme vasculaire. Une production excessive de ces
ROS peut submerger les défenses antioxydantes intrinséques d'un tissu et contribuer a
I'oxydation de I'ADN, des protéines, des glucides et des lipides [61], causant une perturbation
de la fonction et finalement la dégradation des macromolécules touchées, ou les rendre pro-

inflammatoires.

Dans les conditions athérosclérotiques (par exemple hyperlipidémie, syndrome métabolique),
la dysfonction endothéliale est un facteur important contribuant a la formation de plaque, a la
progression de la maladie [64]. L'athérosclérose est typiquement observée dans les artéres de
la macrocirculation (c'est-a-dire les diamétres intraluminaux >3 mm) [65] et n'est
normalement pas détectée dans le systeme vasculaire de résistance. La diminution de la
biodisponibilité du NO est une cause sous-jacente commune pour l'initiation et la progression
de l'athérosclérose. Les mécanismes cellulaires responsables de cette pathogenése
comprennent des changements dans la transduction du signal endothélial dépendent du NO,
par I’absorption réduite / baisse de disponibilité du substrat NO L-arginine, modification de
I'expression de eNOS, réduction des cofacteurs enzymatiques pour l'activité de 1'eNOS, et
I’augmentation des ROS, entrainant la formation de peroxynitrite (ONOO-) [64]. La baisse de
libération de NO favorise la formation de plaque et lI'atheérosclérose en raison de ses actions
pléiotropiques : le NO est un vasodilatateur puissant par son action sur les CML, un
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antiprolifératif, et sa production s'oppose a l'activation / agregation plaquettaire ainsi qu’a

I'interaction / adhésion des cellules immunitaires a la surface endothéliale [63,66].

1.2.3.3 Initiation de I’atherogenése, accumulation de lipides dans la paroi artérielle

L'accumulation de cholestérol LDL au niveau de I'intima des arteres est un élément central
dans le développement de I'athérosclérose. La rétention des particules de LDL-cholestérol sur
les protéoglycanes au niveau de I'espace sous endothélial est un événement initiateur dans la
physiopathologie de l'athérosclérose [13,14]. Les lipoprotéines « piégées » sont modifiées
biochimiquement par des protéases et des lipases conduisant a leur agrégation et a une
augmentation de leur liaison aux protéoglycanes [67] ; les modifications oxydatives induites
par les myéloperoxydases, les lipo-oxygenases et les espéces réactives de I'oxygeéne
conduisent a la formation de LDL oxydeé qui peut déclencher une réponse de I'immunité innée
[16] (Figure 10). Les macrophages résidents ou recrutés dans ces plaques ou les lipides
s’accumulent participent a I’efflux de cholestérol. Quand ce processus est déséquilibré et que
les LDL s’accumulent dans les vésicules des macrophages, ils évoluent en cellules spumeuses
dans l'intima. 1l se crée ainsi progressivement une zone dans la plaque constituée de cellules
apoptotiques et nécrotiques, de cristaux de cholestérol et d'autres matériaux extracellulaires
[68].

Initiation: Formation of the Fatty Streak

Adhesion (VCAM-1, ICAM-1)
Transmigration

Figure 10: Initiation de la lésion athérosclérotique. La phase de stries lipidiques de I'athérosclérose commence
avec une dysfonction endothéliale et la rétention de lipoprotéines contenant I'apoB (LDL, VLDL, et des restes
d'apoE) dans I'espace sous-endothélial. Les lipoprotéines retenues sont modifiées (oxydation, glycation,
enzymatique), ce qui favorise I'activation des cellules endothéliales. Les cellules endothéliales activées ont une
expression accrue de molécules d'interaction/d'adhésion de monocytes (sélectines, VCAM-1) et de
chimioattractifs (MCP-1) conduisant a I'attachement et a la transmigration des monocytes dans I'espace intimal.
Les cellules endothéliales activées favorisent également le recrutement d'autres cellules immunitaires
comprenant des cellules dendritiques, des mastocytes, des cellules T régulatrices et des cellules T helper 1 (Th-
1). Les monocytes se différencient en macrophages et expriment des récepteurs qui médient I'internalisation des
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VLDL, des restes de I'apoE et des LDL modifiées pour devenir des cellules spumeuses. De plus, les voies de
signalisation inflammatoires sont activées dans les cellules spumeuses, ce qui entraine un plus grand
recrutement cellulaire et une modification des LDL [69].

1.2.3.4 Recrutement des monocytes

Les cellules immunitaires jouent un rdle essentiel a la fois dans le développement et le
maintien d'une plaque. Aprés s'étre infiltrées dans l'espace sous-endothélial, les cellules
immunitaires, et en particulier macrophagiques, absorbent les particules lipidiques et a libérer
des substances pro-inflammatoires qui favorisent la migration et la dédifférenciation des CML
vasculaires. En réponse a l'accumulation de lipoprotéines dans le sous endothélium, et dans
certains sites artériels soumis a des régimes de flux turbulent, les cellules endothéliales vont
exprimer des molécules d'adhésion comme les protéines d'adhésion des cellules vasculaires
(VCAM-1) [70,71] ; les monocytes circulant et d'autres leucocytes vont étre recrutés sur ces
sites mais également au niveau splénique. Les monocytes sanguins circulants sont une
population hétérogene de cellules qui se différencient chez la souris par des marqueurs de
surface, comme I'antigéne lymphocytaire 6C (Ly6C), le récepteur des chimiokines CeC2
(CCR2), CD43 et le ligand CX3C-chimiokine 1 (CX3CR1) [72]. Les monocytes impliqués
dans I’athérosclérose sont définis comme Ly6C high CCR2+ CD43low CD62L+ CX3CR1
intmediate, tandis que les monocytes non classiques sont Ly6C low CCR2- CD43 high
CD62L- CX3CR1 high [73,74]. Les sous-ensembles de monocytes murins ont des équivalents
chez I'nomme : les monocytes classiques expriment des marqueurs de surface CD14 high
CD16 low alors que réciproquement, les monocytes non classiques sont CD14 low CD16 high
[75]. Les monocytes qui vont s'infiltrer vont se différencier en macrophages. En raison d'un
recrutement continu des macrophages dérivés de monocytes sont la population cellulaire la

plus représentée dans la plaque d'athérosclérose [76,77].

1.2.3.5 Différentes populations macrophages

Le phenotype des macrophages est plastique et largement determiné par les signaux
environnementaux. Les macrophages sont genéralement divisés en sous-classes basées sur
I'expression de marqueurs spécifiques, leur profil de sécrétion, et leur fonction. Les transitions
entre ces phénotypes et les stades intermédiaires sont également observés. Pour simplifier, je

présenterai les grands phenotypes les plus fréquemment décrits dans la littérature et les plus
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caractéristiques des plaques [78-80]. On distingue des macrophages "classiqguement activés"
(M1) et "alternativement activés” (M2a, M2b ou M2c).

Les macrophages de phénotype M1 sont induits par I'IFNy, le TNFa ou le lipopolysaccharide
[81] et sécrétent des niveaux élevés d'IL12, d'IL23 et a des taux moindre I'lL10, TNFa, IL6 et
IL1B. Ils expriment la NADPH oxydase et générent des ROS, qui favorisent 1’inflammation et
nuisent a la cicatrisation [81]. Les macrophages de phénotype M2a sont préférentiellement
induits par les cytokines IL4 et IL13, M2b par une combinaison de complexes immuns, de
lipopolysaccharides, de cellules apoptotiques et d'IL1Ra, et M2c par IL10, TGFR ou les
glucocorticoides [82]. Les macrophages M2a et M2c favorisent la réparation et la cicatrisation
des tissus par une production élevée d'IL10 et de TGFp [82]. En revanche, les macrophages
M2b sécretent des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires IL1, IL6 et TNFa
notamment [83]. Les agonistes du récepteur A2A de I'adénosine agissent en synergie avec les
agonistes de TLR2, TLR4, TLR7 et TLR9 pour transformer les macrophages en un phénotype
appelé M2d. Les macrophages M2d expriment des niveaux élevés de VEGF, IL10 et iNOS,
de faibles niveaux de TNFa et IL12, et des niveaux légérement élevés d'arginase 1 [84]. Les
macrophages M2d sont supposés présenter des fonctions de réparation tissulaire [84].

Une plasticité extréme des macrophages a été observée dans I'athérosclérose [85]. Dans les
lésions athéroscléreuses, les macrophages sont continuellement exposés aux lipides et a leurs
dérivés oxydés, qui définissent leurs phénotypes ou conduisent a des changements particuliers
dans le programme transcriptionnel et I'activation inflammatoire des macrophages [86]. Les
cristaux de cholestérol déclenchent la polarisation des macrophages M1 via l'activation de
I'inflammasome NLRP3 et l'induction de la caspase-1 et la sécrétion subséquente des
cytokines hautement pro-inflammatoires IL13 et IL18 [87]. Les LDL et les esters de
cholestérol oxydés induisent également la polarisation de M1 via l'activation des voies de
signalisation TLR4 ou NFkB [88]. Inversement, le 9-oxononanoyl-cholestérol ou le
sphingosine-1-phosphate induisent des macrophages de phénotype M2 [89,90]. L'exposition
aux phospholipides oxydés peut également entrainer chez les souris des macrophages
« Mox », qui représentent environ 30% du nombre total de macrophages a I'avant des lésions
athéroscléreuses. Les macrophages de phénotype Mox sont caractérisés par des capacités
phagocytaires et chimiotactiques diminuées et par I'expression de genes régulateurs redox
médiés par NFE2L2, la production d'IL1J et de cyclooxygénase 2 [91]. Les macrophages de
Mhem chez I'homme sont un sous-type de macrophage athéroprotecteur, qui exprime le
facteur de transcription activateur héme-dépendant 1 (ATF1) en plus de CD163. Ils éliminent

I'némoglobine via la phagocytose érythrocytaire, et pourraint donc étre importants dans la
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résorption des hémorrhagies intraplaques. lls augmentent également I'efflux de cholestérol
[92] et produisent I'IL10 et I'ApoE [93].

Les macrophages principalement inflammatoires favorisent la progression de I'athérosclérose
en sécrétant des cytokines, des protéases telles que les MMPs et d'autres facteurs. Ils
provoquent la nécrose et I'amincissement de la chape fibreuse protectrice, favorisant ainsi la
rupture de la plaque et la thrombose luminale. A cet égard, les macrophages inflammatoires
ont été trouvés abondamment dans les plaques vulnérables a la rupture [94,95]. En revanche,
des macrophages activés alternativement sont presents dans les plaques stables et favorisent
les fonctions de stabilisation de la plaque comme l'efférocytose (élimination des cellules
mortes), et la réparation tissulaire en stimulant notamment la production de MEC par les CML
[96].

La prolifération de macrophages se produit dans les plaques avancées. Fait intéressant, la
déficience hétérozygote de Zfp148 dans les cellules hématopoiétiques, ou I’inhibition de la
HMG-CoA réductase (statines), en bloquant respectivement P53 et l'activation de Ras,
entraine une diminution de la prolifération macrophagique Iésionnelle et de I'inflammation de
la plague [97,98]. Collectivement, ces résultats suggeérent que le phénotype et la fonction des
macrophages peuvent étre modulés avec succes et utilisés dans le traitement de

I'athérosclérose.

1.2.3.6 Formation de cellules spumeuses

L afflux continu de lipoprotéines conduit a la transformation de macrophages en cellules
spumeuses [99], les macrophages expriment des récepteurs scavenger parmi lesquels le
récepteur scavenger de classe A et le CD36 qui sont les plus importants pour I'absorption du
LDL [100]. Contrairement aux récepteurs LDL, les récepteurs scavenger ne sont pas régulés a
la baisse en réponse au taux de cholestérol intracellulaire. Les cellules spumeuses ont une
capacité de migration réduite et sont piégées dans I'intima des arteres [101]. Elles finissent par
mourir et créent une zone centrale dans la plaque qui se compose de cellules apoptotiques et

nécrotiques, de cristaux de cholestérol et d'autre matériel extracellulaire.

1.2.3.7 Apoptose, nécrose/ nécroptose, et autophagie au cours de ’athérosclérose

L'apoptose, aussi appelée mort cellulaire programmée, implique des voies de signalisation

finement contrélées qui induisent le rétrécissement de la membrane cellulaire, la formation de
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vésicules membranaires, la condensation nucléaire et cytoplasmique, et enfin la fragmentation
cellulaire. Ce processus, contrairement a la necrose/nécroptose, est non inflammatoire et
tolérant [102]. L'apoptose peut étre déclenchée de maniere extrinséque via la voie initiée par
le récepteur de mort, ou intrinséquement via les mitochondries, les deux voies aboutissant a
I'activation des caspases et a la mort cellulaire [103,104]. La voie apoptotique extrinséque est
initiée lors de l'activation des récepteurs de mort de la superfamille du récepteur du facteur de
nécrose tumorale (TNF) (TNFR) comprenant TNFR1, Fas, récepteurs de mort-4 et -5 (DR4,
DRS5). Ces récepteurs sont activés lors de I'engagement de leur ligand sur la membrane
cellulaire : TNFo (pour TNFR1), Fas ligand (pour Fas), et ligand induisant I'apoptose lié¢ au
TNF (TRAIL, pour DR4 / 5). Ces interactions conduisent au recrutement du complexe de
signalisation DISC, composé de Fas-associated death domain (FADD) et pro-caspase-8 (ou -
10). La formation de DISC et son recrutement dans le complexe ligand-récepteur initie
I'activation de la caspase-3 entrainant I'apoptose des cellules (Figure 11).

La nécroptose est un processus menant ala lyse cellulaire, elle fait intevenir de nombreux
acteurs communs a I’apoptose.

Un certain nombre de facteurs athérogenes in vitro ont été identifiés pour induire I'apoptose
des macrophages, y compris IL23, TNFa, Fas, les ROS, le NO, I’hypoxie, des concentrations
élevées de LDL oxydé (oxLDL), le dysfonctionnement mitochondrial, la résistance a
I'insuline, les oxystérols et I’accumulation intracellulaire de cholestérol non estérifié [105—
107]. In vivo, I'apoptose des macrophages est le plus multifactorielle. Dans I'athérosclérose
précoce a intermédiaire, les macrophages dérivés de monocytes engloutissent le cholestérol
libre ou les lipoprotéines modifiées. Ce cholestérol est modifié et estérifié en esters de
cholestérol (CE) pour former des gouttelettes de lipides [108]. L’accumulation de cholestérol
active le réticulum endoplasmique, puis active la réponse protéique C / EBP (CHOP) qui
augmente l'activité de la calmoduline kinase Il , et augmente la signalisation des récepteurs de

mort et la dysfonction mitochondriale associée a 1’apoptose [109,110] (Figure 11).
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Figure 11: Apoptose des macrophages, autophagie et nécroptose dans l'athérosclérose. Dans les
Iésions précoces, les lipoprotéines modifiées agissent comme des stimuli inflammatoires dans la paroi
du vaisseau pour recruter des monocytes circulants, qui phagocygent avidement ces lipides modifiés
pour devenir des cellules spumeuses de macrophages. Ces cellules subissent ensuite trois principaux
types de mort cellulaire dans la paroi vasculaire : I'apoptose, la mort cellulaire liée a I'autophagie et
la nécroptose. Les macrophages qui subissent I'apoptose peuvent étre efficacement efferocytés pour
étre éliminés par d'autres macrophages (violet), alors que les macrophages nécroptotiques sont
efférocytés inefficacement (gris), entrainant I'accumulation de stimuli inflammatoires dans I'intima qui
propage l'athérosclérose. Ensemble, a la fois I'augmentation de la mort cellulaire et I'efférocytose
défectueuse aboutit finalement a la formation du noyau nécrotique, qui est la marque d'une plaque
vulnérable a la rupture [111].

D'autres processus de réponse au stress et de mort cellulaire interviennent dans la progression
de la plaque comme l'autophagie, la nécroptose (qui entraine I'arrondissement des cellules, le
gonflement cytoplasmique, la perte de l'intégrité de la membrane et la libération de tout le
contenu intracellulaire) [112]. L’efférocytose participe quant a elle a I'élimination rapide et
efficace des cellules mortes. Elle est essentielle pour maintenir I'homéostasie tissulaire. La
phagocytose des corps apoptotiques par l'engloutissement de particules condensées de
differentes tailles est plus efficace d'un point de vue cinétique et quantitatif que celle des
cellules nécrotiques, plus inflammatoires, qui sont internalisées en petites particules
cellulaires [113].
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1.2.3.8 Chape fibreuse et stabilité de la plaque

Les CML et le collagene jouent un réle central dans la stabilité de la plaque. Le Transforming
Growth Factor (TGF)-p augmente la synthese de collagéne par les CML et stimule la
maturation du collagéne extracellulaire [114,115]. Le collagene mature en triple hélice
apporte une résistance mécanique a la chape fibreuse alors qu’a I’inverse, I'IFN-y est un
puissant agent déstabilisateur qui inhibe la différenciation des CML ainsi que la maturation du
collagene [114,116,117]. Certaines métalloprotéinases matricielles (MMPs) dégradent les
fibres de collagene et favorisent ainsi la vulnérabilité de la plaque [118]. Les macrophages
inflammatoires et les mastocytes, communément retrouves sur les sites de rupture de plaque,
sont les principaux secreteurs de ces protéases qui dégradent la matrice et activent d'autres
métalloprotéinases matricielles [119]. Les CML et CE activées sont en outre des sources
supplémentaires de MMPs dans les plaques [118]. De méme, certaines élastases comme
MMP12, interviennent dans la régulation des plaques en particulier pour les accidents
vasculaires cérébraux de type ischémique [120]. D'autres acteurs comme MMP2 ont plut6t un
effet de stabilisation de plaques alors que cathepsin B, MMP1, -8, -9, -12, -13 et -14 sont

plutdt associes a a des facteurs qui déstabilisent la plaque d'athérome [121].

1.2.3.9 Implication de I'immunité innée

Comme présenté précédemment, le role central de I’'immunité innée dans 1’athérosclérose est
reflété par D’implication majeure des macrophages "classiquement activés" (M1) et
"alternativement activés" (M2a, M2b ou M2c). En terme moléculaire, les LDL oxydés
favorisent I'activation des macrophages dans les Iésions d'athérosclérose, les macrophages
activés expriment certains Toll-like récepteurs (TLR) [122] qui reconnaissent des « damage-
associated molecular patterns (DAMP)». Les LDL modifiés et leurs produits peuvent étre des
ligands pour les TLR2 et 4 [123,124]. De plus, certains signaux pro-athérosclérotique sont
médiés par d'autres cytokines inflammatoires comme I'IL1p et I'lL18 [125]. Par ailleurs, les
cristaux de cholestérol dans les cellules spumeuses peuvent activer I'inflammasome par le
biais de NLRP3 conduisant a un relargage d’IL1p, ce qui amplifie la réaction inflammatoire.
Ces voies montrent le lien entre le métabolisme du cholestérol et I'activation des acteurs

moléculaires de I’immunité innée [87,126].

De plus, I’hyperlipidémie et I'athérogenése médiées par les neutrophiles sont bien reconnues

[127-129] comme des éléments participant a la déstabilisation de la plague [130]. Une
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corrélation directe entre la numération sanguine des neutrophiles et la gravité des lésions
coronariennes a également été démontrée [131]. Chez I'hnomme, CD177 et CD66b sont des
marqueurs spécifiques des neutrophiles [128]. Il a été démontré que I'expression de CD66b est
en corrélation avec les zones sensibles a la rupture de la plaque d'athérosclérose [132], ce qui
pourrait s'expliquer par la sécrétion de protéases neutrophilaires accélérant l'instabilité de la
plaque [133]. Il a été démontré que I'hnypercholestérolémie induit le facteur stimulant les
colonies de granulocytes (GCSF), ce qui déclenche la prolifération des précurseurs myéloides
et réduit les taux de CXCL12 dans la moelle osseuse, entrainant une diminution de
I'élimination des neutrophiles agés [134]. De plus, I'nypercholestérolémie augmente les taux
de CXCL1, ce qui favorise la mobilisation des neutrophiles via CXCR2 [134]. Le recrutement
artériel des neutrophiles est principalement facilité par la liaison de CCL5 aux récepteurs de
chimiokine CC de type 1 (CCR1) et CCR5 qui, avec CXCR2, CCR2 et ICAM-1, permettent
leur recrutement [134,135]. L'expression de protéines granulaires, restreintes aux
neutrophiles, a été identifiée dans les lésions athérosclérotiques humaines [122,136]. Il a
également été montré que les neutrophiles stimulent I'adhésion a I'endothélium et l'infiltration
de monocytes et de macrophages dans la paroi artérielle [134] par la libération de facteurs tels
que l'azurocidine, les alpha-défensines PR3 (aka HNPs), les protéines granulaires

monocytaires cathepsine. G, la cathélicidine et facilitent la signalisation trans IL-6 [137-140].

Plus récemment, il a ét€ montré que les neutrophiles sont particuliérement associés a I’érosion
superficielle, a travers I’association de taux sanguins plus élevés de myeloperoxidase
((fortement exprimée par les neutrophiles), et la présence de NETs (Neutrophiles extracellular
Traps) avec ce type de plaques et de complication [20,141].

Enfin, les cellules NK et les mastocytes interviennent également au cours de 1’athérosclérose

mais leur role est moins caractérisé que celui des neutrophiles et des macrophages.

1.2.3.10 Implication de I'immunité adaptative

CMH

Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et les lymphocytes sont présents dans la plaque
d'athérosclérose a de nombreux stades de la maladie [16]. Les cellules endothéliales activées
par I’inflammation surexpriment les molécules de CMH Il comme de costimulation et
peuvent ainsi favoriser I’activation lymphocytaire dés leur recrutement dans la plaque. Les

macrophages sont également de bonnes cellules présentatrices d’antigenes dans le cadre de
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I’athérosclérose. Enfin, les cellules dendritiques situées dans l'adventice et dans 1’intima
présentent certains antigénes de la plaque d'athérosclérose localement et a distance aprés une
migration dans les nodules lymphatiques aux cellules T naives [142].

Certains auto-antigenes dérivant des particules de LDL sont fréqguemment retrouvés au cours
de I'athérosclérose. Il existe des anticorps anti LDL oxydes, ce qui indique que les cellules B
ont reconnus ces antigenes presentés par les CPA de la plaque [143]. Ces anticorps sont plus
prévalents chez les patients avec une maladie coronarienne par rapport aux contréles sains
[144].

Immunité cellulaire

Les cellules T activées représentent une population importante de la plaque d'athérosclérose
[145,146]. On retrouve des lymphocytes T CD8 qui sont fréquents au stade précoce de la
maladie, mais ils ont moins d'influence que les lymphocytes T CD4, qui sont le principal
effecteur cellulaire dans les plaques d'athérosclérose [147,148]. Les lymphocytes T CD4
helper réagissent avec des fragments peptidiques issus de la protéine apo-B 100 du LDL
[17,149]. Différentes sous populations lymphocytaires interviennent, les Thl qui sécrétent
I’IFNy favorisent l'infiltration monocytaire et modulent la formation des cellules spumeuses
[150,151]. Les cellules Th2 dans la plaque sont plus rares que les Th1[18,152]. Leur r6le n'est
pas clair. lls synthétisent un certain nombre de cytokines qui ont des effets opposés au cours
de l'athérosclérose [153]. On retrouve également des lymphocytes Th17, ils sont en tres faible
quantité dans la plaque [154], leur rble est mal connu. lls pourraient avoir un role dans la
stabilisation de la plaque [155]. Les lymphocytes T régulateurs sont présents a tous les stades
de la plaques [156], ils moderent la progression des lésions d'athérosclérose [157]. Les
cellules B sont rarement détectées dans la plaque d'athérosclérose, mais la présence

d’anticorps spécifiques de la plaque a bien été documenté [158,159] (Figure 12).
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Figure 12 : Auto-immunité liée au LDL dans I'athérosclérose. Des fragments peptidiques de la protéine
apolipoprotéine B100 de LDL sont présentés sur des molécules de CMH de classe Il & des lymphocytes T par des
cellules présentatrices d'antigene. Les cellules T réactives & ApoB100 deviennent activees et proliferent. Ces
cellules T peuvent aider les cellules B qui réagissent a divers épitopes de particules de LDL afin de changer de
classe et pour former des réactions du centre germinatif. Les plasmocytes qui émergent de ces centres sécrétent
des anticorps de haute affinité dans la circulation, par exemple des anticorps anti-LDL, anti-LDL (anti-oxLDL),
anti-ApoB et anti-phosphorylcholine. Les lymphocytes T réactifs a I'ApoB100 sont également présents dans les
plaques athéroscléreuses et peuvent sécréter l'interféron-y (IFNy), qui active les macrophages et module la
formation des cellules spumeuses. TCR, récepteur des cellules T [159].

1.2.4 Classification anatomopathologique de I'athérosclérose humaine

1.2.4.1 Classification anatomopathologique de I'athérosclérose humaine

La physiopathologie de I’athérosclérose telle qu’elle est décrite ci-dessus est largement
admise et caractéristique de la majorité des complications aigiies coronariennes qui ont été le
centre de I’attention des recherches au cours des derniéres décennies. Les plaques ne sont
toutefois pas toutes égales. Un nombre grandissant d’¢tudes montrent des différences

histologiques notables entre plaques d’athérosclérose.

L’American Heart Association (AHA) a établi une classification de ces lésions

d'athérosclérose. Actuellement,9 stades ou types de plaques sont identifiés[160-162] (Figure
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13 et 14). Certaines plaques peuvent également rassembler des caractéristiques de plusieurs de

ces types.

Different Types of Vulnerable Plaque

et e T |
‘e
Smooth ntact Cap
Moscie
Prossogiycans
Normal Rupture-Prone Ruptured / Healing Erosion-Prone Eroded Vulnerable Plaque with Vulnerable Plaque with Critically Stenotic
Vulnerable Plaque Vulnerable Plaque Vulnerable Plaque Vulnerable Plaque Intra-Plaque Hemorrhage Calcified Nodule Vulnerable Plaque

Figure 13: Différents types de plaque vulnérables pouvant favoriser les événements coronariens aigus et de la
mort subite cardiaque. A, plaque sensible a la rupture avec un grand coeur lipidique et une mince chape
fibreuse infiltrée par des macrophages. B, Plaque rompue avec thrombus sub-occlusif et organisation précoce.
C, plaque sensible a I'érosion avec une matrice de protéoglycanes dans une plaque riche en CML. D, plaque
érodée avec thrombus sub-occlusif. E, hémorragie intraplaque secondaire & une rupture de vasa vasorum. F,
nodule calcifié faisant saillie dans la lumiére du vaisseau. G, plaque chronique sténosante avec calcification
sévere, thrombus ancien et lumiere excentrique [163].

» a. Monocyte o
\ b. Infiltrating monoéytes / ma’crophages
c. RBC's and platelets g™
d. Extracellular matrix

Figure 14: Plaque athéromateuse vulnérable caractérisée par une fine chape fibreuse, une infiltration
macrophagique étendue, une carence en cellules musculaires lisses et un grand coeur lipidique, sans
rétrécissement significatif de la lumiére [163].
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Leésions de type | ou lésion initiale

Il s'agit de lésions microscopiques présente chez I'enfant et I'adolescent, qui sont caractérisées
par une infiltration de I'intima par des cellules spumeuses macrophagiques, en faible quantité,
détectable uniquement par un examen microscopique. L'accumulation de ces cellules dans
Iintima induit une augmentation de I'adhésion des monocytes a I'endothélium et favoriser

I'évolution vers le stade II.

Lésion de type Il ou stries lipidiques

Au niveau de la couche sous endothéliale de I'intima, on observe une accumulation de cellules
phagocytaires, regroupées en petits amas, macroscopiquement visible (les stries lipidiques).
Les cellules spumeuses sont considérées comme des macrophages, cependant certains auteurs
considérent que cette activité phagocytaire est le fruit des CML. Les lipides sont
principalement intracytoplasmiques. lls sont composes d'esters de cholestérol regroupant le
cholestérol et les phospholipides. Ces lésions lipidiques sont recouvertes par un endothélium.
Il est possible de distinguer de type de lésion de type Il : Des lésions de type Ila qui sont rares,
et peuvent donner des lésions de type 11, elles sont caractérisées par la présence de plusieurs
couches superposéees de CML. 1l existe également des lésions de type Ilb qui contiennent peu
de CML et qui ne progressent pas ou peu. Les lésions de type | et Il sont observées avec une
prévalence élevée, proche de 50% a I'dage d'un an, puis leur fréguence diminue au cours de
I'enfance avant d'augmenter a I'adolescence pour toucher prés de deux tiers des sujets de 10 a

15 ans.

Lésions de type 111 ou préathéromateuse

Il s'agit de lésions irréversibles, elles apparaissent chez I'nomme entre 10 et 20 ans. Elles sont
caractérisées sur le plan histologique par la présence de dépéts lipidiques extracellulaires qui
sont identiques a ceux retrouvés dans les lésions de type Il, mais plus nombreux et plus
localisés. Ces dépdts sont a proximité des cellules spumeuses et phagocytaires disposées en
multiples couches. Ils remplacent la matrice extracellulaire (MEC) de protéoglycanes,
déplacant ainsi, les CML en position intimale. A l'instar des lésions de type 1, de nombreuses
CML intimales contiennent des gouttelettes lipidiques. Les lésions de type Il sont

infracliniques.

Lésion de type IV ou athéromateuse
Elles sont présentes chez I'nomme a partir de I'age de 20 a 30 ans, elles sont caractérisees par

des regroupements des vésicules lipidiques extracellulaires. Celles-ci confluent et fusionnent
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pour former le cceur lipidique (ou cceur nécrotique) qui est une zone avec une faible
cellularité. Ce cceur lipidique précede la formation d'un tissu fibreux tout autour du cceur
lipidique, il désorganise profondément l'intima. Les CML et les fibres de la MEC sont
désorganisees par la présence de particules lipidiques. Les cristaux de cholestérol font leur
apparition notamment au niveau extracellulaire. On note I'apparition de dépbts de calcium
ainsi que la présence de capillaires bordant le ceeur lipidique. Les cellules phagocytaires, les
cellules spumeuses et les lymphocytes T sont plus représentés a la surface de la lésion mais il
persiste une couche de protéoglycanes au niveau du sous endothélium qui est sans anomalie
structurelle, celle-ci est cependant infiltrée par des cellules inflammatoires et des cellules avec
un cytoplasme riche en lipides. Ces lésions évoluent soit vers une plaque fibreuse (type V),

soit vers une plaque rompue (type VI).

Lésion de type V ou fibrose athéromateuse

Les lésions apparaissent apres 40 ans, elles sont caractérisées par la présence de tissu fibreux
au niveau de l'intima. Ce tissu fibreux est riche en collagene et en CML, il entoure le cceur
lipidique et forme une chape fibreuse. Il peut exister des calcifications qui se retrouvent
préférentiellement dans les cceurs lipidiques. Dans le tissu fibreux, on retrouve principalement
des CML et de la MEC ; au niveau du centre nécrotique il y a plus de cellules inflammatoires.
Les lipides disparaissent dans les lésions de type V, ces Iésions entrainent le plus souvent des
sténoses artérielles qui sont la plupart du temps asymptomatiques dans les vaisseaux de grand
diamétre comme l'aorte mais elles peuvent étre symptomatiques au niveau des carotides ou

des artéres coronaires.

Lésion de type VI dite compliquée

Les plaques compliquées vont étre responsable de la majorité des événements aigus. Il existe
différents sous types de Iésions compliqueées :

Lésions de type Vla caractérisées par la présence de fissures a la surface de la Iésion. On
observe une rupture de la couche endothéliale ou une érosion avec une perte de substance
minime [164,165]. La fissuration peut-étre plus profonde, atteignant le cceur lipidique et
entrainant un relargage de particules lipidiques dans le sang qui parfois emporte la totalité de
la plaque. De fagon plus exceptionnelle, la fissure peut atteindre la média avec I'apparition de
faux anevrisme.

Les Lésions de type VIb sont caractérisées par la présence d'une hémorragie ou d'un
hématome intraplaque, conséquence d'une rupture de néovaisseaux sous I'effet des contraintes

hémodynamiques.
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Les Lésions de type Vic sont caractéerisées par I'apparition d'un thrombus ; il existe une mise
en contact des éléments du sous endothélium avec le sang circulant qui est a l'origine de
I'initiation du processus thrombotique avec une adhésion et une agrégation plaquettaire
suivies de la formation d'un thrombus pariétal. Si ce processus survient sur des artéres de
moyen calibre, la thrombose est frequemment occlusive. Le thrombus non occlusif, va étre
incorporé dans la plaque athéromateuse et va contribuer a la majoration de la sténose

artérielle.

Leésion de type VII ou lésion calcifiée

Il s'agit de plagues qui sont majoritairement calcifiées.

Lésion de type VIII ou lésion fibrotique
Elles sont caractérisées par une plaque dont le composant principal est la fibrose.

Lésion de type I1X ou occlusion chronique
Elles sont caractérisées par une artére complétement occluse de fagon ancienne, il n'existe pas
de thrombus frais, I'artere est occlusive soit par une plaque d'athérome ou le plus souvent par

du tissu conjonctif.

Les modalités de 1’évolution des plaques d'athérosclérose au cours de leur développement ne
sont pas clairement €lucidées. Les mécanismes qui gouvernent la progression de ces plaques
sont probablement différents en fonction du territoire artériel et de la composition des plaques
d'athérosclérose. Cette hétérogénéité des plaques, décrite plus en détail dans les paragraphes
1.5, page 77, suggere que les stades précoces des différents types de plaques avancées

pourraient étre eux méme différents, en particuliers entre territoires vasculaires périphériques.

Pour rappel, les maladies artérielles périphériques — dont 1’athérosclérose est la forme
principale — touchent plus de 200 million d’individus dans le monde, en progression globale

de 23.5%, et jusqu’a 49% au dela de 84 ans au cours des 20 derniéres années [166].

Dans ce contexte d’hétérogénéité, nous avons souhaité étudier un aspect particulier des
plaques périphériques que sont les calcifications artériellesqui s’y développent. En effet, a ce

jour, il n’existe pas de prise en charge cliniqueen termes de prévention et de traitement.
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1.3 Calcifications artérielles

Les calcifications artérielles impactent directement le pronostique des patients, et sont
globalement étroitement et indépendemment associées aux complications cardiovasculaires.
Elles sont critiques dans la physiopathologie de I’athérosclérose, de par leur impact sur la

......

au contact direct de la circulation.

La formation de petits nodules de calcifications proches de la lumiere participe a I’instabilité
de la plaque en augmentant le stress mécanique di aux forces hémodynamiques a ’interface
entre ces particules dures et les composés mous de la lésion (ex lipides). Ces nodules sont
considérés comme des calcifications sporadiques et sont associées aux événements
cardiovasculaires [167]. Une calcification plus dense, étendue et profonde dans la plaque peut

quant a elle stabiliser la plaque.

Toutefois, toutes ces calcifications conferent une rigidité parfois extréme aux artéres, qui
perdent toute capacité €lastique, et participent ainsi a I’hypertension artérielle, augmentant
ainsi le stress mécanique sur d’autres plaques a risque de rupture. Enfin, la rigidité extréme de
ces plaques et artéres rend les interventions chirugicales plus difficiles et met en jeu

I’efficacité des traitements endovasculaires en particulier des stents [168-171].

Ces calcifications atheromateuses sont distinctes en fonction des localisations et parfois
différentes au sein d'un méme territoire. Nous décrirons dans un premier temps les différents

types de calcifications puis les principaux mécanismes qui contribuent a leur régulation.

1.3.1 Aspects histologiques des calcifications artérielles

Les calcifications artérielles résultent du dép6t de calcium dans une ou plusieurs couches de la
paroi artérielle [172], elles sont couramment observées au cours de l'athérosclérose, des
maladies rénales chroniques ou du diabéte. L'ensemble de I'arbre artériel est sujet aux
calcifications. Il existe quatre principales atteintes cliniqgues qui sont chacunes les
conséquences de pathologies vasculaires spécifiques (Figure 15) :

- Calcifications intimales au cours de 1’athérosclérose,

- Calcifications médiales,

- Calciphylaxie,

38



- Calcifications valvulaires aortiques.

Des études anatomopathologiques ont démontré que le calcium est principalement sous forme
d'hydroxyapatite (phosphate de calcium — Cas(PO4),, Cas(Mg,Fe?*)(PO4)s(OH, Cl, F) pour
hydroxyapatite et apatite) dans les calcifications associées a l'athérosclérose [173], aux
maladies rénales chroniques et au diabéte [174], tandis que la carbapatite a été retrouvée dans
les valves aortiques [175]. Dans les modéles expérimentaux, la calcification artérielle peut
étre induite, souvent par des niveaux toxiques de vitamine D et / ou de nicotine, ou le sel de
calcium se révéle étre de la whitlockite (Cas(MgFe)(PO.)PO;OH) [176], jetant le doute sur
I'utilité des études animales comme modeles de calcification. Une structure cristalline
d'’hydroxyapatite et de whitlockite a également été observée dans les arteres iliaques des
patients dialysés avant la transplantation rénale [177]. La présence d'hydroxyapatite suggere
que les calcifications cardiovasculaires sont dues a un processus de biominéralisation
similaire a l'ostéogenese [178]; en effet, des structures typiquement osseuses ont été observées

dans 13 a 15% des lésions de l'artére carotide calcifiée [179] ainsi que dans les valvules et

I'artére coronaire [180].

Figure 15. Différents types de calcifications vasculaires. A, calcification d'une plaque athérosclérotique rompue;
les zones de calcification sont indiquées. Les cristaux de cholestérol sont indiqués par la fleche. Les sphéres
bleues représentent les microcalcifications ; B, calcification médiale, compatible avec la sclérose de
Monckeberg ; C, calcification valvulaire. Cette valvule aortique bicuspide sténosée excisée est largement
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calcifiée ; D, Calciphylaxie. Une calcification interne étendue est observée dans ce vaisseau sous-cutané isolé
de la cuisse d'un patient atteint de calciphylaxie [181].

1.3.1.1 Calcifications intimales au cours de 1’athérosclérose

La calcification intimale athérosclérotique est la forme la plus fréquente de vasculopathie
calcifiee. Elle semble notamment résulter de la différenciation ostéogénique de sous-
populations de cellules vasculaires ou de progéniteurs par des facteurs inflammatoires, tels
que les lipoprotéines modifiées et les cytokines, présentes dans les composants athéromateux
de la plaque. La plupart des études cliniques relient la dyslipidémie a la présence, a la sévérité
et a la progression des calcifications vasculaires [182—184]. Etant donné la pertinence de la
durée d'exposition, I'association peut étre masquée dans des études transversales qui incluent
des patients avec des traitements hypolipémiants comme les statines qui ne reflétent pas le
niveau d'exposition au cours des décennies antérieures. Les inhibiteurs de la HMG-CoA
réductase (statines) réduisent in vitro la calcification des cellules vasculaires par la voie de
signalisation Gas-6 / AxI53 [185] et, dans certaines études cliniques, ils réduisent la
progression de la calcification athéromateuse [186,187]. Cependant, dans les années 2000, les
essais randomisés sur les statines n'ont pas mis en évidence de régression des calcifications
des plaques [188,189]. Les effets pleiotropiques des statines rendent les interprétations

difficiles quant aux mécanismes impliqués.

Les stimuli athérogénes, tels que les cytokines inflammatoires, les lipides oxydés et les
substances sécrétées par les lignées monocytaires-macrophages, favorisent I'ostéogenése et la
calcification de la matrice lors des cultures de cellules vasculaires [190-193]. Un taux élevé
de glucose active également les programmes ostéogéniques, reflétés dans I'expression de
I’ALP dépendante de Runx2 / Cbfal [194]. La différenciation ostéoblastique des cellules
vasculaires est notamment régulée par la voie CAMP, Msx-2 et la voie de signalisation Wnt
[195-197]. Le stress oxydant active ces voies [198] et des facteurs antioxydants, tels que les
acides gras oméga-3 et HDL, inhibent la minéralisation des cellules vasculaires in vitro
[199,200].

1.3.1.2 Calcifications médiales et calciphylaxie

Calcifications médiales
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Elles sont caractéristiques de patients atteints de diabete de type Il (DT2) [201] et
d’insuffisance rénale chronique (IRC) [202]. Les calcifications artérielles de la média (AMC)
était autrefois considérée comme bénigne parce qu'elle n'était ni sténotique ni thrombogéne,
mais elle s'accompagne d'une mortalité cardiovasculaire et d'un risque d'amputation plus
élevés dans le DT2 [203,204] et dans l'insuffisance rénale terminale [205]. 1l existe de plus en
plus de preuves de mécanismes hétérogenes concourant aux calcifications médiales.
L'hydroxyapatite est le minéral prédominant dans I'AMC diabétique [176]. Dans le contexte
de l'insuffisance rénale, associée a des exceés épisodiques de phosphate sérique et de calcium,
les processus ostéochondrogéniques dépendent de Runx2 / Cbfal [206] figurent en bonne
place. Les cellules souches mesenchymateuses (CSM), CML et pericytes cultivés in vitro
minéralisent en réponse aux apports de phosphate et on observe cliniquement que
I'nyperphosphatémie chez les insuffisants rénaux chroniques favorise les calcifications
vasculaires. De plus, le phosphate inorganique contribue a la différenciation ostéogénique des
CML vasculaires par I'induction d'un transporteur de phosphate dépendant du sodium (PNAS)
et dépendante de l'induction de Runx2 [207]. En outre, Pit-1 est induit par BMP-2 [208] qui
réduit également significativement la calcification des CML vasculaire [209].

Au cours du DT2, il a été établi que la signalisation BMP2-Mxs2-Wnt, qui est impliquée dans
la différentiation cellulaire et 1’ostéogenése, occupe une place importante dans les premiers
stades de la calcification médiale [210] indépendamment de Runx2 / Cbfal [211].

La dégradation de I'élastine apparait t6t dans de nombreuses formes de calcification médiale.
Les métabolites de I'élastine peuvent activer et méme nucléer les dép6ts de calcium pour
initier la minéralisation [212-218]. La métalloprotéinase matricielle 9 (MMP9), une
gelatinase/collagenase 1V exprimée dans la paroi vasculaire lésée, semble favoriser le dépot
de calcium artériel dans les modeles de calcification mediale a la warfarine [219,220]. Une
matrice d'élastine intacte stabilise le phénotype vasculaire des CML in vivo, des changements
dans I'expression de l'ostéopontine et la dégradation de I'élastine dépendante de MMP9
peuvent contribuer de maniére significative a la calcification médiale dans le diabete (Figure
16).
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Figure 16: Origine des cellules ostéogéniques vasculaires, fonctions et phénotypes dans la calcification
artérielle [221].

Calciphylaxie

La calciphylaxie est une maladie rare, elle est également nommeée artériolopathie calcifiante et
urémique, ¢’est une microangiopathie thrombosante cutanée qui peut potentiellement menacer
la vie des patients. Il s’agit d’un syndrome associant des ulcérations progressives de la peau
résultant de 1’obstruction des artéres de moyen et petit calibre ainsi que de I’occlusion des
artérioles calcifiées. Au début, les Iésions se présentent sous forme de Iésions érythémateuses
ou violacées pouvant évoquer un livedo. Elle se manifeste également par des ecchymoses, des
indurations nodulaires ou en plaques, érythémateuses ou non, trés douloureuses, souvent
symétriques, accolées le long du cO6té interne des membres. Ces lésions progressent
géneralement vers des ulcérations et des escarres. La douleur est sévere, de type

neuropathique.

La formation de lésions de calciphylaxie nécessite deux étapes clés : (1) la calcification
médiale et la fibrose intimale des artérioles, et (2) l'occlusion thrombotique due a la
calcification progressive et a la dysfonction endothéliale (Figure 17). Le dysfonctionnement

des mécanismes régulateurs des niveaux de calcium, de phosphate et d’hormone
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parathyroidienne (PTH) entraine des calcifications vasculaires. La calciphylaxie est
caractérisée par la calcification des milieux vascularisés par des artérioles. En raison de
I'association entre la régulation du calcium, du phosphate et la calciphylaxie, il n'est pas
surprenant que la majorité des cas de calciphylaxie surviennent chez des patients souffrant
d'insuffisance rénale [222]. Le phosphate inorganique peut atteindre des niveaux
pathologiques dans les maladies rénales en raison de l'excrétion altérée. Selon le modele
actuellement accepté pour les calcifications vasculaires, la pathogenese des lésions commence
par la transformation des CML vasculaires en phénotype ostéoblastique [223]. Ce processus
se fait par interaction entre 1’urée-hyperphosphatémie, toxines urémiques, les ROS et la
diminution de la protéine gla de la matrice (MGP), puissant inhibiteur de la minéralisation
tissulaire. Dans une certaine mesure, la calciphylaxie est toujours influencée par le systeme
rénal, car I'hyperphosphatémie déclenche la transformation des CML vasculaire en un type
ostéoblastique [224].

La protéine morphogénétique osseuse 4 (BMP4) et I'ostéopontine sont également exprimées
dans des biopsies de patients atteints de calciphylaxie et sont importantes dans la
transformation ostéoblastique [225]. L'activité des membres de la famille BMP dans la
calcification extrasquelettique dépend des ROS, qui agissent par le biais du facteur nucléaire
kappa B (NFkB) pour stimuler le processus de calcification [226]. En variante, NFkB peut
étre régulée a la hausse par la perte d'inhibiteurs constitutifs, tels que I'ostéoprotégérine
(OPG).

Cependant, la calcification médiale et la fibrose sous-intimale des artérioles seules ne sont
probablement pas suffisantes pour provoquer la calciphylaxie. Le r6le de I'hypercoagulabilité
dans le développement de la calciphylaxie est majeur. Jusqu'a 38% et 43% des cas rapportés
présentent une diminution des taux de protéines C et S, respectivement [227]. Le rdle de
I'nypercoagulabilité dans la calciphylaxie est confirmée par des résultats histopathologiques
démontrant une thrombose chez 38 des 44 patients (86%) d'une cohorte, sans infiltrats

inflammatoires évocateurs d'un processus vascularitique [228].

Il existe une hypercoagulabilité locale avec 1’expression de cytokines inflammatoires,
notamment le TNFa, I'IL1p et I'IL6, peuvent réduire les réponses antithrombotiques par
I'expression des récepteurs aux protéines C et S en limitant I’action des inhibiteurs, mais aussi
par l'expression de la thrombomoduline qui favorise directement le processus thrombotique
[229].

43



N Mg
0 ledin
FRSYR

it

| { gt

Figure 17: Manifestations de la calciphylaxie: patch violacé avec purpura rétiforme (A), nodule sous-cutané
palpable avec érythéme (B), motif réticulé d'érytheme (C), induration trouble pigmentaire (D), et plaques avec
livedo (E) ; F, G et H manifestations tardives: un ulcére nécrotique partiellement recouvert d'une escarre (F), une
jambe avec une apparence momifiée (G) et des nécroses digitales (H); |, une mammographie d'un patient
atteint de calciphylaxie du sein montre des calcifications microvasculaires (fléches) et une nécrose graisseuse
(ovale); J, des calcifications microvasculaires en réseau (fleche), des calcifications sous-cutanées

extravasculaires et une artére fémorale calcifiée sont visibles sur une radiographie d'un patient atteint

de

calciphylaxie ulcéreuse de la cuisse. Une coupe de biopsie cutanée (K) montre une calcification basophile
grossiére, une hyperplasie fibro-intimale et un thrombus de fibrine dans des microvaisseaux dermiques et sous-
cutanés avec panniculite septale. Une section de biopsie cutanée (L) montre de fines calcifications artériolaires

et interstitielles [230].
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1.3.1.3 Calcifications valvulaires aortiques

La calcification de la valve aortique (CAVD) est caractérisée par un épaississement global de
la cuspide valvulaire et la présence de nodules riches en calcium sur la surface de la valve
aortique et / ou dans la région annulaire, conduisant a une raideur fonctionnelle et a une
sténose [231]. La CAVD est lente et progressive, les stades précoces sont associés au
dysfonctionnement endothélial comme le stress oxydatif suite a I'exposition a des facteurs de
risque connus (vieillissement, taux élevés de LDL) [232-234], et I'inflammation conduisant a
l'infiltration de cellules immunitaires comprenant des lymphocytes T et macrophages
[235,236]. Ce recrutement cellulaire pourrait étre le résultat d'un dysfonctionnement
endothélial et de I'absence de barriere physique entre la cuspide interne et le sang circulant.
Collectivement, ces anomalies et probablement d'autres mécanismes actuellement inconnus

déclenchent des processus pro-ostéogéniques.

1.3.2 Calcifications arteérielles et risque cardiovasculaire

Dans les sociétés occidentales, les arteres sont le deuxieme tissu le plus fréqguemment calcifié
apres le squelette [178,221]. La minéralisation artérielle a de lourdes conséquences : elle
augmente la charge de travail myocardique, diminue la perfusion diastolique et réduit la
perfusion viscérale, augmentant ainsi le risque d'accident vasculaire cérébral, de démence,
d'infarctus du myocarde, d'insuffisance cardiaque, d'insuffisance rénale, et I'amputation des
membres inférieurs [178,204,221,237-241]. Au niveau des plaques, comme cité
précédemment, elle favorise la rupture et la formation de thrombus, et impact négativement

P’efficacité des traitements endovasculaires.

Actuellement, il n'existe aucune pharmacothérapie efficace pour réduire la calcification
artérielle et restaurer la compliance des vaisseaux sanguins. Le vieillissement est fortement
associé a la calcification vasculaire [242,243], son incidence peut augmenter de 30% en
fonction de 1’age (20 vs 90 ans) [244]. Les calcifications vasculaires peuvent se produire dans
tout le systeme vasculaire, bien que les estimations de prévalence varient [242,245]. Dans une
cohorte de patients asymptomatiques (n = 650), 61% des patients présentaient une
calcification athérosclérotique de l'aorte, des carotides, des coronaires, ou dans les lits
vasculaires iliagues [246]. Pour I'évaluation de I’athérosclérose, la quantification du calcium
artériel coronaire (CAC) identifié par scanner s'est avéré étre un puissant prédicteur de

I'infarctus du myocarde [247,248]. Les scores calciques améliorent la prédiction du risque
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lorsqu'il est ajouté au score de risque de Framingham. De plus, la progression des scores
calciques au cours du temps est significativement associée a la coronaropathie incidente et a
la mortalité [249,250]. Par ailleurs, Le risque de calcification vasculaire est plus éleve chez
les patients atteints d'insuffisance rénale chronique (IRC) que chez les individus en bonne
santé [251]. Des études epidémiologiques de patients atteints d'IRC ont rapporté une
incidence des calcifications vasculaire de 30% et 50% dans les groupes d'age de 15-30 et 40-
50 ans, respectivement [252]. Les calcifications vasculaires sont fréquemment observées chez
les patients dialysés, ou elle peut se produire dans les couches intima et média des vaisseaux
sanguins et dans les valves cardiaques. La prévalence de la calcification des arteres coronaires
est elevée chez les patients dialysés ; un certain degré de calcification des arteres coronaires
est observé chez 54% a 100% des patients, bien au-dessus de la prévalence dans la population
générale [253]. De méme, chez les patients présentant une artérite oblitérante des membres
inférieurs (AOMI) proximale nécessistant une prise en charge chirurgicale, les lésions

présentent souvent des calcifications intimales [254].

1.3.3 Aspects histologiques des calcifications intimales (ou athérosclérotiques)

Differents types de calcifications sont rencontrés dans les plaques athérosclérotiques (Figure
18) :

micro-calcifications/centre clair

calcifications en feuillet (sheet-like calcifications),

calcifications nodulaires,

métaplasie ostéoide.

Les microcalcifications / calcifications a centre clair, représentent les microparticules de
calcium, et des structures ressemblant & de petites vésicules de I’ordre de 20 um. Les
calcifications en feuillet ou en strate sont définies comme un front de calcification au sein de
tissu fibreux entouré par de nombreuses microparticules calcifiées. Les calcifications
nodulaires sont des structures minéralisées rondoides de 20 a plusieurs centaines de

micrometres. Le dernier type de calcifications est la métaplasie ostéoide [254].
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Figure 18: Coloration de I'hématoxyline-éosine et du safran et microscopie électronique a balayage images
électroniques  rétrodiffusées ; (A) calcifications en feuille; (B) calcifications nodulaires; (C)
microcalcifications/centre clair ; (D) métaplasie ostéoide. (E) calcifications en feuille (F), calcifications
nodulaires (G) microcalcifications (H) métaplasie ostéoide [254].

47



Un tissu osseux typique peut étre rencontré dans les plaques artérielles, avec une incidence
pouvant aller jusqu'a 65% des plaques au niveau des artéres fémorales (Figure 19). Cette
métaplasie ostéoide est composée d'une matrice extracellulaire multilamellaire dense
constituée de collagéne dans lequel sont enchésses des cellules ostéocytaires. Des structures
lipidiques et vasculaires ayant une grande resemblance avec la moelle osseuse sont également
notées dans le voisinage immédiat de ces métaplasies ostéoide. On retrouve des cellules
géantes multinucléées semblables aux ostéoclastes qui se situent en périphérie de la
métaplasie ostéoide et des tissus minéralisés. Ces cellules expriment 1’enzyme TRAP

(Tartrate-resistant acid phosphatase), confirmant leur activité ostéoclastique.

Figure 19: (A) Coupe représentative d'une Iésion de I'artere fémorale calcifiée. (B) grossissement de la zone de
métaplasie ostéoide (OM) avec une matrice extracellulaire dense (*), des ostéocytes (V) et de la moelle osseuse
(m). (C) grossissement d'une 1ésion mettant en évidence d’ostéoclaste comme une cellule géante multi-nucléée
(mm), au voisinage de OM. (D) Coupe représentative des Iésions fémorales avec OM montrant I'absence de
coloration de la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) p. (E) Section représentative de la coloration
positive TRAP.
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1.3.5 Mécanismes de calcification et d’ostéogenése dans I’athérosclérose

1.3.5.1 Vésicules matricielles et calcification

Les vesicules matricielles sont de petites particules sphériques (50-200 nm) denses en
microscopie électronique caractérisées par la présence de calcium et de phosphate inorganique
(Pi), de phosphatase alcaline (PAL) et d’annexines. Des vésicules matricielles ont été
identifiées dans toutes les formes de minéralisation dans les tissus humains, y compris dans
l'os, le cartilage, le tendon, la calciphylaxie et I'athérosclérose. Dans le compartiment osseux,
elles jouent un rdle clé dans I’ostéogenése en permettant la nucléation du calcium et
phosphate, pour former les cristaux d’hydroxyapatite qui initient le processus de
minéralisation de la matrice extracellulaire. Les vésicules matricielles sont également
impliquées dans la promotion de la calcification médiée par les CML vasculaire [255,256].
Les CML vasculaires incubées avec des concentrations élevées de calcium et de Pi liberent
des veésicules matricielles dans les milieux de culture. La présence de la fétuine-A (AHSG ou
glycoprotéine a-2-Herremann-Schmid), un inhibiteur circulant de la minéralisation, diminue
I’accumulation de calcium des vésicules matricielles [257]. Deux types de vésicules
matricielles produites par des CML vasculaires ont été rapportées in vitro : une forme sécrétée
riches en fétuine-A et faible en annexine Il et ne pouvant minéraliser le collagene de type I, et
une forme de vésicules matricielles présentant une faible quantité de fétuine-A et une forte
quantité d’annexine II pouvant minéraliser le collagene [258]. Ces résultats suggérent que la
régulation du traffic membranaire et du contenu des vésicules matricielles peut réguler les

capacités de minéralisation de ces cellules.
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1.3.5.2 Processus d’ostéogenése

L'ostéogenese, ou formation du tissu osseux, est un processus au cours duquel un tissu
conjonctif est transformé en tissu osseux. La vascularisation du tissu conjonctif en
transformation est une condition nécessaire au déroulement des différents processus
d'ossification qui se passe en deux grandes phases : l'ossification primaire et l'ossification
secondaire. Au cours de la pathologie athéroscléreuse, on retrouve de nombreuses lésions
artérielles calcifiées mais comme cité préalablement, il existe également d'authentiques
processus d'ostéogenese au sein de la paroi artérielle. Les principaux mécanismes contribuant
a cette ossification sont représentés dans la figure 20. Il existe une communication entre
différents tissus qui participent au processus de calcification et d'ossification artérielle, en
effet, par I'intermédiaire de radicaux libres, du VEGF, il y a des échanges entre artéres, tissu
osseux et adipeux. On observe également des processus faisant intervenir des facteurs de
croissance des fibroblastes avec l'intervention du FGF 23 et du FGF récepteurs 1 qui

impliquent le systéeme rénale qui amplifie les processus de calcification [259].
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Figure 20 : Principales interactions entre différents tissus (tissu adipeux, o0s, vaisseaux et reins) médiés par
I'ostéoprotégérine (OPG), FGF-23, Klotho soluble, VEGF et stress oxydatif, oxyde nitrique (NO), superoxyde et
fer. La lipocaline-2 (LCN2) est une adipokine ayant une activité spécifique de liaison aux lipides régule
I'noméostasie osseuse. L'oxyde nitrique (NO) produit par NOS-2 dans les ostéocytes et par I'endothélium des
vaisseaux intégrés dans I'os est un régulateur important de la réponse osseuse au stress mécanique. Le facteur
de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF), la béta-caténine et les facteurs inductibles par I'hypoxie
(HIF) sont impliqués dans l'ostéogenése et I'angiogenése. La protéine Klotho membranaire agit comme co-
récepteur du facteur de croissance des fibroblastes 23 (FGF-23). Klotho interagit avec les récepteurs du facteur
de croissance des fibroblastes (FGFR-1) pour former une forte affinité pour le FGF-23 [259].

La formation de calcifications ectopiques au niveau artérielle reproduit probablement une
ossification enchondrale en faisant appel a des mécanismes de plasticité phénotypique des
cellules de la paroi artérielle qui agissent comme des précurseurs mésenchymateux. Ce type
d'ossification membranaire est a distinguer de l'ossification enchondrale, ou la formation de

tissu osseux est réalisée a partir de cartilage néoformé. Il n’est pas exclu que de réels
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progéniteurs mésenchymateux recrutés sur ces plaques puissent également participer a cette
ossification. Ces processus de calcification et d'ossification font intervenir de nombreux
acteurs dont les facteurs de transcription ostéochondrogénique, des mecanismes
inflammatoires, les bone morphogenic protéine (BMP) et un certain nombre d'inhibiteurs
comme la fétuine-A, Matrix Gamma-Carboxyglutamate, le pyrophosphate. Dans les maladies
artérielles périphériques, on observe la présence de microcalcifications/centres clairs qui sont
particulierement rencontrées dans des plaques inflammatoires et lipidiques. Une hypothése
pour expliquer leur présence est que les processus inflammatoires favorisent la formation et le

« dépdt » de vesicules matricielles qui initient le processus de calcification de la plaque [260].

1.3.5.3 Cellules intervenant dans les processus de calcifications artérielles

- Cellules musculaires lisses vasculaires

Les CML sont des cellules musculaires non-striées, contractiles, non-volontaires. Elles sont
d’origine mésenchymateuses, comme les péricytes et ostéoblastes. En fonction du territoire
artériel et des contraintes locales, les CML peuvent acquérir des phénotypes spécifiques au
cours de l'embryogenése dés la 15e semaine de développement [261]. Ces cellules sont
présentes dans divers types de tissus, y compris les vaisseaux sanguins, la trachée, et le tube
digestif. Le muscle lisse est essentiel au fonctionnement optimal des vaisseaux sanguins,
principalement pour le maintien de la pression artérielle par la contraction et la relaxation de
la média [262]. Les CML vasculaires jouent également un role essentiel dans I'activation et le
remodelage de la matrice extracellulaire des vaisseaux sanguins [263]. Elles ont des origines
embyologiques différentes en fonction du territoire artériel auquel elles appartiennent, créte
neurale pour les CML des carotides de I'aorte thoracique, mésoderme splanchnique pour les
CML de I'aorte abdominale et les axes iliofémoraux [264].

Dans les tissus adultes normaux, les CML ont un phénotype contractile. Ils proliférent
lentement, répondent a des médiateurs vasoactifs tels que I'acétylcholine et la norépinéphrine
et expriment une gamme de protéines contractiles, a-smooth muscle actin (aSMA), SM22a.,
SM chaines lourdes de myosine SM1 et SM2, calponine et smoothelin. Cependant,
contrairement aux autres myocytes, les CML vasculaires ne sont pas différenciées en phase

terminale et présentent une plasticité phenotypique [265].
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Les CML vasculaires peuvent modifier leur phénotype en réponse a des signaux locaux,
directs ou indirects par I’intermédiaire des cellules endothéliales, et sont capables en
particulier de perdre leur capacité contractile tout en augmentant leur prolifération, leur
migration, et leur production de matrice extracellulaire. Ce phénotype de type
« myofibroblastique » est retrouvé dans différents cadres pathologiques vasculaires en
réponse a d’importants stress aigues ou chroniques (lesion, hypoxie, inflammation

chronique...).

Les CML sont capables d’acquérir tout un spectre de phénotypes et peuvent présenter des
caractéristiques d'ostéoblastes, de chondrocytes, d'adipocytes et de cellules phagocytaires
(Figure 21). Le passage d’un phénotype contractile a un phénotype ostéo / chondrogénique
est caractérisé par la baisse d’expression des molécules inhibitrices de la minéralisation et
I'élaboration d'une matrice propice a la calcification [266]. Ce phénotype s'accompagne d'une
perte de marqueurs contractiles des SMC (SM22a et o SMA) et le gain de marqueurs
ostéochondrogéniques (Runx2, SP7, ostéopontine, ostéocalcine et phosphatase alcaline
(ALP), Sox9, Type Il et X collagene (Col Il et Col X)). Alors que cette plasticité des CML
vasculaires est bien documentée et largement reconnue, leur réle précis dans la calcification
athéromateuse chez ’homme reste encore sujet a discussions. D'autres types cellulaires, tels
que les progéniteurs circulants, les cellules souches vasculaires ou mésenchymateuses
multipotentes, les cellules adipeuses, les fibroblastes et les macrophages peuvent se
différencier et exprimer des marqueurs des CML vasculaires [267]. Prés de 40% des cellules
spumeuses expriment a la fois le marqueur des CML aSMA-2 et le marqueur macrophagique
CD68, bien qu'il ne soit pas clair si ceux-ci représentent des cellules dérivées de CML
vasculaires qui ont des marqueurs macrophages activés, ou sont des macrophages qui ont des

marqueurs CML activés.
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Figure 21 : Principaux phénotypes CML v et de leur origine cellulaire au cours des calcifications vasculaires.
Représentation schématique du spectre des phénotypes des CML vasculaire identifiées lors des calcifications
vasculaires (en gras), de leurs marqueurs cellulaires et des facteurs phénotypiques en rouge. (Dexaméthasone
(D), méthylisobutylxanthine (M) et insuline (1)) [268].

La plasticité phénotypique des CML vasculaires en réponse a des stimuli de stress dans le
microenvironnement local, favorise le changement des CML vasculaires vers un phénotype
ostéochondrogéne avec le développement calcifications artérielles intimales. Des analyses
histologiques détaillées de la taille et de la localisation des calcifications athérosclérotiques
coronariennes humaines ont impliqué les CML vasculaires en tant qu'organiseurs cellulaires
majeurs. Les microcalcifications, typiquement des particules de <15 pum, sont fréquemment
observées dans la chape fibreuse, tandis que des macrocalcifications sont souvent trouvées
dans l'intima profonde, adjacente aux membranes lamellaires et aux tuniques élastiques
internes, toutes les régions riches en CML vasculaires [269,270]. La différenciation
chondrocytaire (Runx2, BMP2, Msx2, osterix et Sox9) est associée a la calcification au cours
de [D’athérosclérose [271,272]. Les cellules aux propriétés ostéoblastiques et / ou
chondrocytaires co-localisent souvent avec les dépéts de calcium-phosphate dans les lésions
athéromateuses [269,271,273]. La différenciation ostéochondrogénique des CML vasculaires
au cours de la calcification athéromateuse a été démontré dans des études expérimentales avec

de modeles murins d'athérosclérose [274,275]. Ces études ont révélé que la majorité des
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cellules précurseurs ostéochondrogeniques (75-88%) et presque toutes les cellules
ressemblant aux chondrocytes (~ 98%) observees dans les Iésions athérosclérotiques étaient

dérivées des CML vasculaire [274].

Au cours de I'embryogenése squelettique, non seulement les chondrocytes et les ostéoblastes,
mais aussi les CML se développent a partir de cellules précurseurs mésenchymateuses
multipotentes, et I’orientation phénotypique dans laquelle elles sont guidées dépend des voies

moléculaires activées par de nombreux facteurs paracrines et autocrines.

La figure 22 place les différents acteurs cellulaires intervenant au cours de la calcification

artérielle.
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Figure 22: Différenciation des CML vasculaire au cours des calcifications intimales et médiales. (A) Dans la
couche médiale, les CML vasculaire répondent a des stimuli ostéogéniques et se différencient en cellules
ressemblant aux ostéoblastes. Ceux-ci produisent ensuite des dép6ts de macrocalcification dans la couche
médiane du vaisseau sanguin provoquant un raidissement de la paroi du vaisseau. (B) L'athérosclérose est
caractérisée par un dépét de lipides entre les couches intimale et médiale, ce qui conduit par la suite a
I'infiltration des macrophages, ainsi que la différenciation des CML vasculaire en cellules spumeuses.
L'inflammation, I'apoptose et le stress oxydatif favorisent ensuite la différenciation des CML vasculaire en
cellules ressemblant aux ostéoblastes qui, a leur tour, entrainent des dép6ts de microcalcification dans la paroi
intimale, affaiblissant la structure de la paroi et augmentant le risque de rupture de la plaque [268].
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- Péricytes

Les péricytes sont des cellules périendothéliales principalement retrouvées au niveau des
microvaisseaux qui ont des propriétés contractiles. Tout comme les CML vasculaires, les
péricytes ont une origine mésenchymateuse mais ils peuvent avoir des origines
embryologiques différentes selon les territoires artériels. Pour les vaisseaux axiaux, ils
dérivent du mesoderme, ou du mésoderme splanchnique pour les vaisseaux coronariens. La
créte neurale est a ’origine des péricytes et des CML vasculaires qui sont présentes autour de
chaque vaisseau dérivé de I'arche aortique [276,277]. Les péricytes présentent des similitudes
importantes avec les CML par leur propriété contractile et des caractéristiques communes
avec les fibroblastes par leur propriété de synthese [278,279]. Les péricytes sont retrouvés au
niveau de la paroi artérielle des vaisseaux de petits, moyens et gros calibre ; ils forment un
réseau continu subendothélial [280]. On les retrouve également au niveau de la partie externe
de la média et dans les vasa vasorum de l'adventice. Les péricytes sont impliqués dans la
coordination des réponses entre les différents types cellulaires (CML, cellules endothéliales,
monocytes/macrophages). Les péricytes ont été identifiés dans les plaques calcifiées [281]. lls
ont la capacité in vivo et in vitro de se différencier en cellules de type ostéoblastique et de
minéraliser [282]. De plus, les péricytes sont des cellules pluripotentes capable de se
différencier en ostéoblastes, adipocytes, chondrocytes, CML ou fibroblastes [283,284] . Il a
été montré dans un modele cellulaire bovin de calcification aortiques que les péricytes
forment un nodule qui initie la minéralisation en modulant I’activité de MGP et BMP-2 [285].

- Cellules souches mésenchymateuses (MSC)

Les cellules souches mésenchymateuses sont retrouvées dans le sang circulant, elles sont
également retrouvées dans de nombreux autres tissus comme la moelle osseuse, le tissu
adipeux, le tissu pulmonaire ou cardiaque [286]; toutes cellules mésenchymateuses ont un fort
potentiel de différenciation cellulaire. Les CSM d’origine my¢loide peuvent se différencier en
ostéoblastes, CML vasculaire et péricytes, et pourraient donc également jouer un rdle dans
I’ossification vasculaire. Le recrutement de ces cellules ou progéniteurs mésenchymateux par
la circulation, ou par la pseudo-moélle osseuse souvent observée avant I’apparition du tissu
osteoide dans les plaques, pourrait contribuer a la présence des cellules ostéoblastiques dans
les Iésions ossifiées. Runx2 joue un rdle critique dans la différenciation ostéoblastique et la
maturation des chondrocytes au cours de la calcification vasculaire induite par I'athérosclérose
[287].
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- Ostéoblastes, chondrocytes, ostéoclastes

Des cellules de type chondrocytaire sont détectées dans la paroi vasculaire, identifiées par
I'expression de marqueurs spécifiques tels que sox9, les collagenes Il et X. Ces cellules
ressemblent morphologiquement a des chondrocytes hypertrophiques de la plaque de
croissance osseuse, et sont incorporées dans le tissu cartilagineux qui commence a se calcifier
pour former de I'os. Bien qu'il existe des paralleles avec la formation osseuse endochondrale,
les chondrocytes et le cartilage ne sont pas systématiquement retrouvés dans les artéres
calcifiées, suggérant que la calcification directe du tissu vasculaire en tissu osseux, comme
cela se produit lors de la formation osseuse intramembranaire, peut également se dérouler
pendant la calcification artérielle. La structure de la partie minérale dans la paroi vasculaire
est principalement identifié¢e comme de I’hydroxyapatite, identique au compos¢ minéral
présent dans I'os, ce qui confirme que la calcification vasculaire n'est pas seulement un dép6t
passif de phosphate de calcium amorphe mais plut6t un processus cellulaire et moléculaire ou
des cellules semblables a des ostéoblastes et des cellules de type chondrocyte sont impliquées
dans la formation de cristaux d'apatite. Dans les plaques athéroscléreuses calcifiees, une partie
des cellules de type chondrocyte, exprimant SOX 9, exprime également a-SMA, indiquant
que les CML vasculaires pourraient étre a l'origine de ces cellules cartilagineuses et osseuses
[272]. 1l n'est pas toujours facile de faire la distinction entre la différenciation des ostéoblastes
et des chondrocytes dans les arteres, car les deux types de cellules partagent plusieurs
marqueurs communs comme la phosphatase alcaline, I'ostéocalcine, I'ostéopontine,
I'ostéonectine et la sialoprotéine osseuse [288,289]. Plus important encore, le facteur de
transcription runx2 (ou CBFA1), surtout considéré comme un marqueur spécifique de la voie
de différenciation des ostéoblastes, est également responsable de la différenciation terminale

dans les chondrocytes et est fortement exprimee par les chondrocytes hypertrophiques [288].
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1.3.5.4 Acteurs moléculaires des calcifications vasculaires

L'étude des calcifications artérielles a montré que de nombreux acteurs intervenant dans les
processus d'ostéogenése et de calcifications sont également impliqués au cours des
calcifications artérielles. Les paragraphes ci-aprés présentent les principaux acteurs qui

participent a la régulation des processus de calcification.
- Fetuin-A

Fetuin-A (ou AHSG) est abondant dans le sérum et est un facteur inhibiteur majeur dans la
propension a la calcification [290]. Fetuin-A est produit par le foie. Il est diminué pendant
I'inflammation. La Fétuine-A se lie a la fois au calcium et au Pi dans le sérum, formant de
petites calciparticules B qui sont ensuite éliminées par le systeme réticulo-endothélial. Fetuin-
A agit comme un systéme de lutte contre les calcifications pour nettoyer le sang du calcium et
du Pi indésirable, et ainsi empécher la calcification indésirable de la paroi vasculaire sans
provoquer de déminéralisation osseuse. La fétuine-A peut altérer la cytotoxicité des particules
calcifiantes sur les CML vasculaires humaines [291]. Fetuin-A a été trouvé dans les vésicules
matricielles des CML vasculaires, et sa présence rend les vésicules incapables de
minéralisation [258,292]. L’inhibition ciblée de la fétuine-A entraine une calcification diffuse
et profonde des tissus mous et une calcification des artérioles du muscle, du rein et du

poumon, mais pas de grosses arteres [293].
- Matrix Gamma-Carboxyglutamate (gla) Protein (MGP)

La protéine matricielle gamma-carboxyglutamate (gla) (MGP) est une protéine vitamine K-
dépendante fortement exprimée dans les arteres et les os ou elle agit comme un inhibiteur
local de la calcification. Les souris knockout mgp”™ ont un cartilage excessif dont la
minéralisation de la plaque de croissance et la calcification de la media artérielle sont
associées a une mortalité précoce [294]. MGP est également présente dans les vésicules
matricielles pour empécher la formation de précipitation de complexe phospho-calcique
[255]. La warfarine et / ou la carence nutritionnelle en vitamine K entrainent une sous-
carboxylation de la MGP et une altération de la fonction [295]. Les mécanismes exacts par
lesquels MGP empéche la calcification ne sont pas complétement compris, mais impliquent
probablement I'inhibition de la formation de cristaux de calcium et le blocage de la fonction
de BMP2 et -4 [296].
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- ENPP-1 et Pyrophosphate (PPi)

L'éconucléotide pyrophosphate / phosphodiestérase | (enpp-1) est un gene codant pour un
enzyme genérant le pyrophosphate qui est lui aussi un puissant inhibiteur de la calcification.
Le pyrophosphate est catalysé par la phosphatase alcaline non spécifique tissulaire (TNAP)
pour donner du phosphate inorganique qui favorise la formation de cristaux d’apatite.
L'activité TNAP est augmentée dans les arteres calcifiées chez les animaux urémiques [297]
et chez les patients atteints d'IRC au stade 5 [298]. Les taux circulants de pyrophosphate sont
diminués chez les patients dialysés [299] et sont négativement associés a la calcification
artérielle chez les patients atteints d'IRC [300] (Figure 23). La transplantation d'artéres de
souris deficientes en ENPP-1 ne se calcifient pas lorsqu'elles sont transplantées chez des
animaux ayant des taux de pyrophosphate circulants normaux, ce qui prouve un réle
inhibiteur direct [301].
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Figure 23: Fonctions biologiques des transporteurs membranaires et des enzymes dans les vésicules
matricielles. Les transporteurs membranaires et les enzymes comprenant TNSALP, ENPP1, ANK, PHOSPHOL,
le co-transporteur de phosphate de sodium Il (Pitl) et I'ATPase de transport de Ca2 + dans les vésicules
matricielles jouent un role pivot dans le transport de Ca2 + et PO43 dans les vésicules. L'ENPP1 dans les
ostéoblastes génére des pyrophosphates inorganiques intracellulaires / extracellulaires (PPi), tandis que I'ANK
transporte le PPi intracellulaire a I'extérieur des cellules. Le PPi extracellulaire est hydrolysé par TNSALP pour
en monoméres PO43-, qui sont ensuite transportés & l'intérieur de la vésicule matricielle en passant par Pitl.
PHOSPHOL1 hydrolyse les phosphocolines des membranes plasmiques des vésicules en colines et phosphates qui
sont des constituants des cristaux de phosphate de calcium a l'intérieur des vésicules matricielles. L ’ATPase de
transport de Ca2 + permet I'afflux de Ca2 + libre dans les vésicules de la matrice. La phosphatidylsérine de la
membrane plasmique a une forte affinité pour produire un complexe phosphate de calcium-phospholipide stable
associé au feuillet interne de la membrane de la vésicule. Par la suite, les phosphates de calcium amorphes
développent de I'hydroxyapatite pour former des cristaux [302].
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- Bone morphogenic proteins (BMP)

Les BMP sont des membres de la super famille du TGF, elles jouent un rdle dans le maintien
et la réparation de I'os comme dans d'autres tissus. Leur réle dans les calcifications vasculaires
est complexe. L'évolution phénotypique des CML est notamment régulée par les BMP. En
effet, lorsque les CML entrent en phase de prolifération, elles produisent des protéines de la
matrice extracellulaire et peuvent devenir des cellules de type ostéoblastiques. La perte des
marqueurs musculaires lisses est influencée par les BMP. Les BMP2, BMP4 sont des facteurs
de différenciation ostéogénique qui ont la capacité d'induire in vivo la formation d'un os
ectopique dans le tissu musculaire et participe ainsi a la minéralisation des CML in vitro.
BMP2 agit notamment par 1’augmentation d’expression du facteur de transcription Runx2
[208], et entraine I'expression et la synthése de collagéne de type | et de la ALP. BMP2 est
antagonisée par noggin, chordin et MGP [303]. Par ailleurs, BMP7 favorise la formation du
tissu osseux ainsi que le dép6t de phosphate dans les tissus osseux. BMP7 limite I'élévation

des taux sériques de phosphate et la formation de calcifications vasculaires [304].

- Transforming growth factor g (TGFp)
Ostéogenese

L'homéostasie osseuse dépend de facon critique des interactions entre les ostéoblastes, les
cellules ostéo-formatrices dérivées de I'os, les ostéoclastes et les cellules de résorption osseuse
dérivées hématopoiétiqguement, dans un processus couplé connu sous le nom de remodelage
osseux. Brievement, le remodelage osseux implique une séquence de recrutement et de
différenciation des ostéoclastes, la résorption de la matrice osseuse et une phase d'inversion
dans laquelle les ostéoblastes sont recrutés au site de résorption ou ils déposent une nouvelle
matrice osseuse. Les ostéoblastes finissent par étre inclus dans la matrice osseuse sous forme
d'ostéocytes matures. Le TGFp est intimement impliqué dans chaque étape de ce processus.
Le TGFp régule le recrutement, la différenciation et la fonction & la fois des ostéoblastes
(Figure 24) et des ostéoclastes.
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Figure 24: Le TGFp régule le recrutement, la différenciation et la fonction des ostéoblastes. Le Smad3 activé
par TGFJ réprime la fonction Runx2 pour inhiber la différenciation des ostéoblastes. Cette voie dépendante des
ostéoblastes est également responsable de la capacité du TGFp a réguler le module d'élasticité de la matrice

osseuse, ou rigidité, et repose sur I'action de Runx2 [305].

Au niveau cellulaire, le TGFR agit sur la lignée des ostéoblastes pour élargir le pool de
cellules sécrétant la matrice osseuse. Le TGFP est connu comme chimioattractif pour les
cellules ostéoprogénitrices [306]. Le TGFp recrute des ostéoprogéniteurs au site de formation
ou de remodelage osseux [307]. Dans les fractures osseuses, les ostéoprogénitrices migrent
vers le site de réparation de la fracture, suivant un gradient de TGFp libéré par les plaquettes
[308-310]. Le TGFp régule la synthése de la matrice extracellulaire. Dans un premier temps,
le TGFB stimule la synthese de la matrice osseuse puis le TGFB inhibe la différenciation
terminale des ostéoblastes et la synthese de la matrice osseuse par répression Smad3 de
I'expression et de la fonction de Runx2 [311]. Le TGFp agit également sur les ostéocytes
différenciés en inhibant I'apoptose des ostéocytes, en partie par un récepteur Smad3 et
vitamine D [312]. Par conséquent, le TGFp joue un réle distinct a chaque étape du cycle de

vie des ostéoblastes.

L'effet du TGFpB sur les ostéoclastes dépend également du stade de différenciation des
ostéoclastes [313]. Le TGFp favorise la chimiotactisme des précurseurs isolés des ostéoclastes
dans I'os [314] et stimule la prolifération et la différenciation des précurseurs des ostéoclastes
[315-318]. Le TGFp peut agir directement sur les ostéoclastes et leurs precurseurs a travers
ses récepteurs TGFP de type | et de type Il (TGFBR1, TGFBR2). Cependant, de nombreux

effets du TGFp sur les ostéoclastes sont indirects. Par exemple, le TGFB agit sur les
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osteoblastes pour reguler I'expression des protéines régulatrices des ostéoclastes, notamment
M-CSF, RANKL, OPG, éphrine B2 et EphB4 [319,320]. A faibles doses, le traitement TGFp
améliore l'ostéoclastogenése en augmentant I'expression du M-CSF. En revanche, des niveaux
élevés de TGFB répriment I'expression de M-CSF et de RANKL tout en augmentant
I'expression de I'OPG [321-323].

La capacité du TGFB a contrdler les facteurs de régulation des ostéoclastes dérivés des
ostéoblastes est I'un des mécanismes par lesquels le TGFp couple la formation osseuse a la
résorption [313]. De plus, lors de la résorption osseuse, les ostéoclastes libérent et activent le
TGFp sous forme latente dans la matrice osseuse. Le microenvironnement acide créé par les
ostéoclastes active directement le ligand TGFp a partir du complexe latent. Outre la sécrétion
de TGEFp, les ostéoclastes sécretent également des métalloprotéases matricielles MMP2 et
MMP9 qui, avec la cathepsine K, peuvent activer aprés protéolyse le TGFp [324-326]. Le
TGFB1 participe a la migration des progéniteurs mésenchymateux derivés de l'os vers des
sites «résorbants » est une étape essentielle du processus de couplage. En induisant le
recrutement et la prolifération des ostéoprogéniteurs, le TGFB eéquilibre la résorption
matricielle avec un nouveau dép6t osseux [327,328], une telle structure peut créer un
microenvironnement qui limite la diffusion du TGFp et d'autres facteurs de croissance libérés
de la matrice osseuse par les ostéoclastes tout en facilitant le recrutement local des

progeéniteurs.
Différenciation CML et Calfications vasculaire

De nombreuses études ont montré que la signalisation du TGFp peut moduler les

composantes fibrotiques et inflammatoires de la lésion (Figure 25).

Une abondante littérature documente que le TGFp est l'un des principaux acteurs de la
différenciation des fibroblastes ou des fibrocytes hématopoiétiques [329] en myofibroblastes
[330,331] et pour stimuler la fonction contractile des myofibroblastes [332]. Ainsi, I'effet du
TGFR élevé ou dérégulé serait de participer au remodelage pariétal, et intervient également
dans la différenciation des CML vers des phénotypes chondrocytaires ou ostéoblastiques.
(Figure 25). De nombreuses données suggerent que les membres de la famille du TGFp, en
particulier les BMP, sont des modulateurs importants de la calcification vasculaire [333,334],
probablement en créant une matrice extracellulaire pouvant se minéraliser et en favorisant la

différenciation ostéoblastique [335].
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Figure 25: Implication du TGFp dans l'athérosclérose. Une lésion athérosclérotique crée une sténose
progressive d'une artére. L'activité de TGF-R peut étre générée par la libération de TGF- actif a partir de
plaquettes activées par adhérence & I'endothélium inflammé. Le TGF-R peut également étre produit par la
plupart des cellules qui composent la lésion. Le TGF-R induit I'activation transcriptionnelle des mitogenes, tels
que le facteur de croissance dérivé des plaquettes et le facteur de croissance du tissu conjonctif et les genes de la
matrice extracellulaire, tels que les collagénes, la fibronectine et les thrombospondines. En paralléle, le TGFf
supprime la dégradation de la matrice extracellulaire en induisant la transcription des inhibiteurs de
I'activateur du plasminogene et des inhibiteurs de la métalloprotéase, conduisant a I'accumulation de la matrice
fibrotique. La matrice devient sensible a la calcification par les cellules poussées le long de la lignée
ostéoblastique, en partie par I'action du TGF} et des protéines morphogéniques osseuses apparentées. Le TGFf
module également I'état d'activation des cellules immunitaires qui entrent dans la lésion et régule leur
différenciation en phénotypes phagocytaires et fibroblastiques spécialisés. L'action de TGFpB sur la
différenciation des progéniteurs en myofibroblastes crée des cellules contractiles qui rétrécissent

progressivement la lumiéere de I'artére dans un processus appelé «remodelage négatif» [336].

La voie du TGFp régule positivement la calcification des CML vasculaires. Les Iésions
athéroscléreuses évoluées présentent des niveaux accrus de structures TGFp et des structures
tissulaires proche de 1’0os en son sein [333,337]. L’exposition au TGF- B peut induire une
différenciation ostéogénique et une calcification des CML vasculaires in vitro [334,338]. A
I’instar des cellules endothéliales, la signalisation du TGF-R est contrdlée par MGP dans les
CML vasculaires [294]. MGP exerce ses effets anti-calcifiants en réprimant la signalisation du
TGFp et en permettant a la signalisation Wnt / Notch de maintenir les CML vasculaires dans
leur phénotype contractile [339]. En plus de l'activation transcriptionnel ostéogénique, la
signalisation du TGFp contribue a la secrétion de vésicules extracellulaires calcifiantes qui
s'accumulent dans la matrice extracellulaire des CML vasculaires [340]. Alors que le TGFp et

les TGFPR1 et -2, ainsi que d'autres stimuli, favorisent la calcification des CML vasculaires,
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il n'est pas encore certain de savoir si le passage phénotypique vers une cellule calcifiante se
produit directement a partir de I'état mature completement différencié ou s'il y a une cellule
souche mésenchymateuse intermediaire, cellule qui nécessite le signal approprié pour acquérir

un phénotype de type ostéoblaste [341,342].
Runx2 (CBFAL1) et osterix (SP7)

La différenciation ostéogénique et chondrocytaire des précurseurs mésenchymateux est
initialement marquée par I'expression des facteurs de transcription Runx2 et Sox9.
L'expression relative de Runx2 et Sox9 détermine ensuite la lignée ostéogénique ou
chondrogénique ; Runx2 conduisant au phénotype ostéogenique, tandis que Sox9 se lie a
Runx2 et réprime ses actions et orienterait vers la lignée chondrogénique [343]. Dans le
phénotype ostéoblastique, le facteur de transcription Runx2 contrdle 1’expression des genes
cibles régulant le développement osseux incluant ALP, collagene de type 1, ostéopontine,
MMP9 et SP7 [344].

Le facteur de transcription SP7 — également connu sous le nom d'osterix (OSX) — et la voie
de signalisation Wnt conduisent a un phénotype ostéogene plutdt que cartilagineux. La perte
de SP7 entraine la formation de cartilage ectopique, mettant en évidence son réle dans la
détermination de la lignée des cellules ostéo / chrondrocytaires. Wnt active la B-caténine qui,
a son tour, entre dans le noyau et se lie a 'ADN. La B-caténine est nécessaire pour la
progression du stade Runx2 au stade Runx2-SP7des ostéoblastes. D'autres éléments favorisant
le phénotype ostéogénique comprennent I'activation du facteur de transcription 4 (ATF4), qui
est exprimé dans les ostéocytes plus matures et les protéines morphogéniques osseuses
(BMP).

RANK/RANKL/OPG
Ostéoprotégérine (OPG)

L'OPG est une glycoprotéine sécrétée appartenant la super famille des récepteurs du le TNF
(TNFFRSF11B). Elle a une activité antiostéoclastique en se fixant a son principal ligand
RANKL. Sa forme dimérique est biologiquement plus active que sa forme monomérique avec
une plus grande affinité pour RANKL [345]. OPG est exprimée de facon préférentielle par les
cellules stromales de la moelle osseuse, les CE, les CML, les fibroblastes, monocytes, les
ostéoclastes ainsi que certaines cellules tumorales [346,347].

OPG intervient dans le remodelage osseux ; agit comme un récepteur leurre de RANK ligand

I'empéchant de se lier a RANK, ainsi elle inhibe la différenciation et I'activation
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osteoclastique [348]. Un déficit en OPG induit ainsi 1’0ostéoporose, et favorise les fractures et

1I’accroissement de la vitesse de renouvellement de tissu osseux [349] (Figure 27 ).

BMP6/CTHRC1/EFNB2/S1P
WNT10B/SEMA4D/CT-1

Figure 27. Actions paracrines des ostéoblastes, des ostéocytes et des facteurs dérivés des ostéoclastes. Les

molécules sécrétées par les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes s'influencent mutuellement de maniére
paracrine pour maintenir I'équilibre de la formation osseuse et de la résorption osseuse. Les ostéoblastes
activent la formation des ostéoclastes en exprimant le M-CSF, RANKL et WNT5A et inhibent I'activité des
ostéoclastes grace a I'OPG, un récepteur leurre de RANKL, SEMA3A et WNT16. SOST dérivé des ostéocytes
inhibe la différenciation des ostéoblastes et stimule I'ostéoclastogenése. Les ostéoclastes sécrétent également des
facteurs de couplage tels que BMP6, CTHRC1, EFNB2, S1P, WNT10B, SEMA4D et CT-1 pour agir sur les

ostéoblastes et les ostéocytes et ainsi influencer la formation osseuse [350].

OPG intervient également dans le systéme vasculaire, les souris déficientes opg”~ présentent
des calcifications aortiques et rénales. L’absence d’OPG dans des souris athérosclérotiques
apoE™" accélére le développement des calcifications athéromateuses [349]. A I’inverse,
I'administration d’OPG prévient la formation de calcifications induites par la warfarine ou de
fortes doses de vitamine D. Des études sur un modéle animal athérogene ont démontré que
I'administration d'OPG n'empéchait pas les lésions athéroscléreuses mais prévenait la
calcification de ces lésions [351,352].

De tels effets semblent liés a I'inflammation [353] et peuvent expliquer les calcifications dans

certaines zones des plaques d'athérosclérose ou sont retrouvés de nombreux macrophages.

Outre son role dans 1’ostéoclastogenése, OPG semble jouer des roles plus larges dans d’autres
contextes biologiques (immunité, cancer...). Dans le contexte vasculaire, OPG est notamment
présent dans les corps Weibel et Palade des cellules endothéliales associées aux facteurs de
von Willebrand. En réponse a des stimuli inflammatoires, I'OPG est relarguée des corps
Weibel et Palade des cellules endothéliales [354,355]. OPG induit la survie des cellules
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endotheliales par une voie dépendante des intégrines [356,357] et favorise la survie en se liant
a TRAIL en empéchant I’effet pro apoptotiques des cytokines de la famille du TNF [358,359].
OPG agit aussi comme un facteur de croissance autocrine/paracrine pour les CML et
contribuerait aux progressions des lésions d'athérosclérose.

RANK appartient a la super famille des récepteurs du TNF, il sagit d'une protéine
transmembranaire. RANK est le récepteur de RANK ligand (RANKL) a la surface des
précurseurs ostéoclastique et des ostéoclastes matures au niveau osseux, mais il est également
exprimé par les lymphocytes, les cellules dendritiques, les cellules endothéliales et les
fibroblastes. RANK est une protéine peu modulée par les facteurs exogenes. L'expression de
RANK peut étre stimulée par le CD40 ligand (CD40L) sur les cellules dendritiques par
I'engagement du TCR associée au TGFp et a I'lL4 sur les lymphocytes T. RANK intervient
dans la différenciation et la survie des ostéoclastes. L’invalidation de RANK chez la souris
conduit a une ostéopétrose sévere ainsi gqu'un manque d'ostéoclastes mature [360]. RANK est
également impliqué dans la prolifération est le chimiotactisme des cellules endothéliales, il

permet une néoangiogenése comparable du bFGF [361].

RANK ligand est un polypeptide membre de la superfamille du TNF, c'est une protéine
transmembranaire dont il existe trois isoformes résultant d’un épissage alternatif [362,363].
Le rble exact des trois isoformes de RANKL est mal connu. RANKL joue un role central dans
I'ostéoclastogenese [363], RANKL est exprimé par un grand nombre de cellules (os, moelle
osseuse, cartilage) [364,365], les organes lymphoides et par le systéme vasculaire [346].
RANKL est un facteur indispensable a la formation des ostéoclastes, en se fixant a son
récepteur RANK a la surface des cellules préostéoclastes, il induit une activation de RANK et
en présence de M-CSF contribue a leur différenciation en ostéoclastes mature. RANKL est un
facteur de survie des osteéoclastes matures [366,367], lorsque RANKL est invalidée, on
observe une ostéopétrose severe associee a une absence d'ostéoclastes fonctionnels [368].

Au niveau vasculaire, RANK et RANKL ne sont pas détectés dans les vaisseaux sains non
calcifiés [346], sous I'action de cytokines pro inflammatoire comme I’'IL1B ou le TNFa les
cellules endothéliales expriment fortement OPG et RANKL [346,369]. RANKL surexprimé a
la surface des cellules endothéliales peut alors permettre la différenciation ostéoclastique de
précurseurs monocytaires [346]. OPG et RANKL produits par les cellules endothéliales ont
un effet autocrine. RANKL prévient partiellement la mort de cellules endotheliales via la voie
PI3kinase/AKT [370]. De plus, lI'anticorps humanisé dirigé contre RANKL (denosumab) a
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prouvé son efficacité dans les atteintes vasculaires en prévenant les dépéts de calcium dans les
arteres de souris exprimant RANKL [371].

OPG et RANKL interviennent dans la stabilité de la plaque d'athérome [372]. Au cours des
situations inflammatoires, les cellules endothéliales sécretent des quantités importantes d'OPG
induisant I'expression de molécules d'adhésion & leur surface et augmente la fixation des
monocytes, des lymphocytes. La baisse du ratio OPG/ RANKL induit une augmentation de
I'expression de métalloprotéases et de leur activité pourrait favoriser une diminution de

I'épaisseur de la chape fibreuse et favoriserait la formation de thrombus (Figure 26).

Role Of OPG/RANKL In ATHEROSCLEROSIS & PLAQUE STABILITY
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Figure 26. Role de I'OPG dans I'athérosclérose. 1. En présence de cytokines pro-inflammatoires, I'expression
d’OPG est régulée dans les cellules endothéliales, ce qui augmente I'expression des molécules d'adhésion des
cellules endothéliales, contribuant a la transmigration des monocytes et des lymphocytes dans I'intima de la
paroi vasculaire. 2. Les cellules inflammatoires régulent a la hausse I'expression de I'activateur du récepteur du
Sacteur nucléaire kB (RANKL) et forment des CML vasculaires. 3. RANKL avec OPG a des ratios OPG /
RANKL inférieurs augmentent I'activité de la métalloprotéinase matricielle. 4. L'augmentation de I'activité de la
métalloprotéinase matricielle (MMP) entraine la dégradation de la matrice extracellulaire et réduit I'épaisseur
de la coiffe fibreuse, dont I'érosion provoque la formation de thrombus. IFN = interféron; TNF = facteur de

nécrose tumorale [372].
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Ostéopontin (OPN)

OPN est une protéine acide extracellulaire, composée de phosphosérines qui ont une forte
affinité pour les hydroxyapatites. OPN est retrouvé dans les tissus minéralisés comme 1'os.
Dans des modéles murin, I’invalidation de I'OPN est un facteur associé aux calcifications
vasculaires [373]. L'OPN régule la minéralisation de deux fagons : d’une part par une
inhibition de la croissance des cristaux d'apatite et d'autre part elle stimule les fonctions
ostéoclastiques. OPN est absente des arteres saines et est abondamment retrouvée dans les

plaques calcifiées [374].
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1.4 Epigénétique et micro-ARN

L’épigénétique regroupe I’ensemble des mécanismes pré- et post-transcriptomiques qui
modifient de maniere réversible, transmissible et adaptative I'expression génique sans
modifier les séquences nucléotidiques. L’épigénétique peut expliquer les caractéres acquis
éventuellement transmis entre génération. Les modifications épigénétiques sont induites par
I'environnement au sens large, la cellule recoit en permanence de nombreux signaux
informant sur son environnement de maniére a ce qu’elle se spécialise en fonction des
situations. Ces signaux peuvent étre en lien avec un comportement (alimentation, tabagisme,
stress...) et conduisent a des modifications dans 1'expression de nos génes sans en affecter
leurs séquences. Ce phénomene peut étre transitoire mais il existe également des
modifications épigénétiques pérennes qui persistent bien apreés la disparition du signal qui les
a induits. L’épigénétique se traduit notamment au moyen de marques covalentes biochimiques
imposées par des enzymes sur I'ADN ou sur les protéines histones. Les principaux
mécanismes pre-transcriptomiques sont: la méthylation des histones qui se déroule
principalement au niveau des résidus lysine et induit une fermeture de la chromatine en
favorisant I'enroulement de I'ADN autour des histones ; I'acétylation qui se déroule également
sur les lysines et entraine, a l'inverse, une ouverture de la chromatine permettant la
transcription ; la phosphorylation, [I'ubiquitination et la sumoylation des histones ont
également un role important dans le contr6le du remodelage de la chromatine et de
I’expression génique. Parmi les mécanismes post-transcriptionnels de 1’épigénétique, les
microARNs sont devenus au cours de ces dernieres années un champ d’investigation en
recherche fondamental et appliquée trés prometteur, notamment pour développer de nouvelles

approches diagnostiques et thérapeutiques.

1.4.1 Micro-ARN

Les micro-ARN (miARN) sont de courts acides ribonucléiques simple brin, non codants,
hautement conserves au cours de 1’évolution et propre aux cellules eucaryotes. Ils sont de
tailles variables, le plus souvent entre 20 et 24 nucléotides. Les miARN sont des régulateurs
traductionnels capables d’inhiber I'expression de nombreux genes cibles. Leur appariement
avec une seéquence complémentaire de I'ARN messager (ARNm) du gene cible conduit a une
répression de la traduction ou a une dégradation de cet ARNm. Actuellement, plus de 2000

miARN humains ont été identifiés, et on pense qu'ils régulent plus de 60% des génes codant
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les protéines humaines, beaucoup de ces miARN étant capable de se fixer a de nombreux
genes cibles (Figure 28) [375].

La plupart des miARN de mammiféres sont transcrits dans le noyau par I'ARN polymérase 11,
en tant que molécules précurseurs (pré-miARN) [376]. L'exportation de pré-miRNA est
médiée par un récepteur de transport nucléaire, nommé exportin-5 (Exp5). Une fois dans le
cytoplasme, les pré-microARN subiront une étape de maturation sous I'action de I'enzyme
ARN polymeérases de type Il dicer. lls deviendront des micro- ARN double brin d'une
longueur d'environ 22 nucléotides et s'associeront au complexe de silencing induit par I'ARN
(RISC) qui facilite et stabilise les interactions miARN-ARNm. lIs peuvent se lier a la région
3' non traduite (UTR) de leurs transcrits cibles, produisant une réduction de I'expression

génique par blocage traductionnel ou dégradation de 'ARNm [377] (Figure 29).

La liaison de I'ARNm est provoquée par la complémentarité de la sequence du miARN (7-8
nucléotides a l'extrémité 5' de la molécule de miRNA) avec une séquence complémentaire
dans I'ARNm cible. Cette correspondance imprécise donne lieu a de nombreux ARN
contenant des sites de liaison potentiels pour un miARN donné. Par conséquent, un seul

miARN a la possibilité de réguler des centaines de cibles différentes [378].

Figure28 : Principaux concepts: miARN régulateur clé des cascades générales d'expression génique telles que

la prolifération, la différenciation, I'apoptose et I'inflammation [379].
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Figure 29 : Voie miARN. Les microARN sont transcrits par I'ARN polymérase Il sous forme de grands
précurseurs d'ARN appelés pré-miARN et comprennent un capuchon 5 ‘et une queue poly-A3. Les pré-miARN
sont traités dans le noyau par le complexe de microprocesseurs, constitué de I'enzyme RNase |1l Drosha4 et de
la protéine de liaison a I'ARN double brin, Pasha. Les pré-miARN sont ensuite exportés dans le cytoplasme par
le karyophérine exportin 5 (Exp5). Une fois dans le cytoplasme, les pré-miARN subissent une étape de traitement
supplémentaire par I'enzyme RNAse 111 Dicer générant le miARN, un ARN double brin d'une longueur d'environ
22 nucléotides. Dicer initie également la formation du complexe de silencing induit par I'ARN (RISC). RISC est

responsable de I'extinction de génes observée en raison de I'expression de miARN et de l'interférence ARN [379].

1.4.2 Micro-ARN et pathologies artérielles périphériques

Des miARN spécifiques ont été établis comme régulateurs du phénotype des CML vasculaires
en ciblant des facteurs de transcription, qui jouent le réle de commutateurs moléculaires pour

la différenciation de ces cellules [380,381].

Récemment, les miARN-143/145 ont été identifiés comme les miARN les plus abondants
dans les artéres normales et sont principalement localisés dans les CML vasculaires. Il a été
démontré que lorsqu'ils sont regulés a la baisse, le groupe miARN-143/145, co-exprimé a
partir d'un seul promoteur, contréle le passage du phénotype contractile au phénotype
synthétique, permettant aux CML vasculaire de migrer et de proliférer. Ainsi, les miARN-
143/145 étant régulés a la baisse dans les vaisseaux endommagés ou athérosclérotiques,
pourraient étre responsables de la modification phénotypique des CML vasculaires dans ces

contextes pathologiques [382]. De plus, la signalisation du PDGF module I'expression de
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mMiARN-221. Ce miARN régule I'expression des genes CML vasculaires et la prolifération
cellulaire [383].

En clinique, dans I’AOMI, la fonction de miARN-21 a été évaluée dans les artéres humaines
et les CML vasculaires [384]; miARN-21 régule la fonction des CML vasculaires en inhibant
I’expression de la tropomyosine 1. En outre, une forte expression de miARN-503 a eté
retrouvéee dans le plasma de patients diabétiques avec ischémie critique. Le role du miARN-
503 dans les dysfonctions endothéliales induites par le diabéte a été établi, contribuant ainsi a
une angiogenese post-ischémique altérée, et démontrant que la surexpression du miARN-503
inhibait également la prolifération et la migration des CML vasculaires [385]. Le miARN-503
pourrait ainsi étre considéré comme un suppresseur de la néovascularisation post-ischémique
dans le diabéte et une cible thérapeutique potentielle pour améliorer la cicatrisation des tissus

ischémiques.

Dans I’AOMI, on observe également une augmentation significative pour le miARN-130a, le
mMiARN-210, le mi-ARN-221, le miARN-27b et une diminution du miARN-222 [386].
L'augmentation des niveaux de miARN-130a et de miARN-27b était en corrélation avec la
séverité de la maladie (stade de Fontaine). Stather et al. ont établi un groupe de miARN
spécifiques, tels que miARN-I et 7e, miARN-15b, miARN-16, miARN-20b, miARN-25,
mMiARN-26b, mMiARN-27b, miARN-28-5p, miARN-126, miARN-195, miARN-335 et
miARN-363 régulés a la baisse chez les patients atteints de maladie artérielle périphérique et
peuvent les distinguer des individus en bonne santé, illustrant de nouvelles applications

diagnostiques grace a ces miARN [387].

1.4.3 Micro-ARN et ossification

De nombreuses études récentes montrent que les miARN peuvent moduler 1’ostéogeneése et la

calcification, en régulant différents aspects clé de ces processus.
Matrice extracellulaire

Les ostéoblastes sécrétent une variété de protéines de MEC extrémement spécialisée qui
servent d'échafaudage sur lequel le minéral est déposé dans une étape de maturation finale,
tandis que d'autres conferent une flexibilité structurelle pour résister a la contrainte de
compression et de traction. Tout miARN ciblant les ARNm des glycoprotéines non

collagéeniques et des protéoglycanes tels que I'ostéonectine, la Bone sialoprotein et
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I'ostéocalcine (OCN), qui sont tous impliqués dans la calcification de la MEC [388],

permettrait un contréle important sur la minéralisation de la matrice.
Ostéogenese

Les miARN-29a et miARN-29c ciblant I'ostéonectine semblent en effet jouer un réle dans la
maturation des ostéoblastes, et leurs niveaux d'expression augmentent au cours de
I'ostéogenese tardive [389]. De méme comparable, le miARN-125b, qui cible directement
I'ARNm de I'OCN, est fortement exprimé dans les ostéoblastes humains primaires isolés de
I'os trabéculaire humain et est donc impliqué dans I'homéostasie osseuse normale [390]. Dans
I'os, la vitamine D liée a son récepteur, VDR, participe au processus de minéralisation, et une
perturbation de la voie VDR peut conduire a des défauts de minéralisation tels que ceux
trouvés dans le rachitisme [391]. L'importance du miARN-125b dans l'identité des
ostéoblastes est illustrée par le fait que le miARN-125b exogene bloque la différenciation,
alors que son inhibition induit indirectement une activité phosphatases alcalines (ALP) plus
élevée [392]. De plus, dans le cancer du sein et de la prostate, souvent métastasé aux os [393],
la régulation négative de miARN-125b augmente I'expression de la cible VDR [394],
démontrant ainsi I'importance de miARN-125b dans I'ostéogenese. Alors que les seuls
miARN actuellement signalés ciblant directement I'ALP de type osseux sont mi-ARN-
204/211 [395], 16 sites de liaison de miARN conservés supplémentaires sont prédits dans son
3'UTR (microrna.org). Puisque I'expression d'ALP maintient non seulement la minéralisation
de la matrice, mais gu'elle initie la minéralisation de la matrice, elle peut étre exprimee par
une cellule souche mésenchymateuse, comme cela a été confirmé pour le miARN-204 [396].
Une fois entiérement intégrés dans la matrice, les ostéoblastes acquiérent de nouvelles
fonctions lorsqu'ils se différencient en ostéocytes, ce qui permet de détecter et de répondre a
la stimulation mécanique d'une maniére anabolique. Cette réponse est médiée par la
cyclooxygénase-2 (COX2) [397,398], qui produit des prostaglandines stimulant la
prolifération [399]. Bien qu'aucun miARN régulateur de Cox2 n‘ait été identifié dans le
contexte des ostéoblastes ou de la charge mécanique, miARN-101a et miARN-199a régulent
négativement la Cox2 chez les embryons précoces de souris lors de l'implantation [400].
Identifié dans plusieurs cribles de mi-ARN, miARN-199a s'associe a la différenciation des
ostéoblastes [401,402], suggérant que son identification en tant qu' « ostéo mi-ARN » peut
étre liée a son contrdle de Cox2. De plus, bien qu'ils ne soient pas directement liés a Cox2,
miARN-218, miARN-191, miARN-3010a et miARN-33 ont récemment été identifies dans

des cellules ostéoblastiques MC3T3-E1 pour répondre a une contrainte mécanique [403].
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Avant la calcification de la matrice, les ostéoprogeniteurs proliférants sécrétent I'OPN [404],
code par Sppl. Alors que plusieurs microARN ont été associés a la régulation Sppl (mi-ARN
541 [405], miARN-21 [406]), aucun miARN directement « silencing » Sppl n'a été identifié
dans les ostéoblastes ou leurs précurseurs. Cependant, miARN-299-5p cible Sppl dans les
cellules cancéreuses du sein [407] et miARN-127-5p cible Sppl dans les chondrocytes [408]
et ainsi ils peuvent également le faire dans les pré-ostéoblastes. Le composant non collagéne
de la MEC ne constitue qu'une petite partie. En effet, plus de 90% des protéines dela MEC
sécrétées sont des fibrilles collagéniques, principalement celles du collagene de type I.
Puisque le collagéene est si abondant, il n'est pas surprenant que la perturbation de la
production de collagene soit une cause profonde de I’ostéogenése imparfaite [409,410]. Tout
miARN régulant les génes du collagene peut donc non seulement étre important pour
I'ostéogenese normale, mais leur dérégulation pourrait potentiellement étre impliquée dans
I'étiologie de I’ostéogenése imparfaite. Par exemple, miARN-29b régule directement Collal,
Colla2 et Col3al dans les cellules hépatiques [411]. La sécrétion des protéines de la MEC
diminue en association avec une différenciation prolongée, et la fonction de miARN-29b dans
les ostéoblastes pourrait étre de supprimer I'expression des protéines de collagéne permettant
a la matrice de fibrilles de collagéne de mdrir pour le dép6t minéral [412]. Par conséquent,
I'expression des mIARN semblables a miARN-29b devrait étre plus élevée que les
ostéoblastes passent a I'étape de calcification. L'effet pro-ostéogénique de miARN-21 peut
résulter d'une régulation indirecte de Collal, puisque miARN-21 provoque indirectement une
expression élevée de Collal et a son tour le dépbt de collagéne de type | dans un modéle
murin de fibrose pulmonaire [413]. Fait intéressant, COL1Al recombinant régule
positivement I'expression de miARN-21, illustrant une boucle de rétroaction inconnue entre la
protéine et le miARN qui empéche probablement I'arrét complet du transcrit [413]. miARN-
21 est également augmenté par le TGF pro-ostéogénique et les BMPs, mais étonnamment
pas par le contrble transcriptionnel, mais plutdt par un traitement amélioré du pré-miARN
[414]. Une autre protéine ECM produite dans les pré-ostéoblastes est la fibronectine, une
protéine d'adhésion qui se lie aux intégrines pour influencer la prolifération cellulaire et le
développement des tissus [415,416]. Bien que miARN-200b et miARN-377 régulent la
fibronectine dans les cellules tubulaires proximales des reins et dans la neuropathie diabétique

respectivement, un réle de ces miARN dans l'ostéogenése reste a déterminer [417,418].

Aux vues de ces nombreuses données qui montrent le rdle majeur que pourrait avoir les
miARN dans les pathologies vasculaires et les processus de calcification et ossification, nous
avons entrepris d’identifier les mIARN et leurs genes cible associés aux calcifications

athéromateuses dans le cadre de ces PAD.
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Le tableau 1 synthétise les principaux miARN decrits au cours des maladies artérielles

périphériques et lors des processus d’ostéogenese.

miARN

Modalité d’intervention et type cellulaire régulé par miARN

Maladie artérielle périphérique

miARN prolifération, migration cellulaire

miARN-21

miARN-21 régule la fonction des CML vasculaires en inhibant I’expression de la tropomyosine 1
[384].

mMiARN-143/145

Impliqué dans la migration et la prolifération des CML vasculaires, miARN-143/145 régulés a la
baisse dans les vaisseaux endommagés ou athérosclérotiques, pourraient étre responsables de la

modification phénotypique des CML vasculaires dans ces contextes pathologiques [382].

La signalisation du PDGF module I'expression de miARN-221. Ce miARN régule I'expression des

miARN-221 . . o .

génes des CML vasculaires et la prolifération cellulaire [383].

La surexpression du miARN-503 inhibe la prolifération et la migration des CML vasculaires,
miARN-503 suppresseur de la néovascularisation post-ischémique dans le diabete ; intervient dans la dysfonction

endothéliale [385].

miARN biomarqueurs potentiels

miARN-I, miARN-7¢,
miARN-15, miARN-16,
miARN-20b miARN-25,
miARN-26b miARN-27b,
miARN-28-5p miARN-126,
miARN-195, miARN-222,
miARN-335, miARN-363

miARN-let 7e, miARN-15b, miARN-16, miARN-20b, miARN-25, miARN-26b, miARN-27b,
miARN-28-5p, miARN-126, miARN- 195, miARN-335 et miARN-363 régulés a la baisse chez les
patients atteints de maladie artérielle périphérique et peuvent les distinguer des individus sains,
illustrant des applications diagnostiques potentielles grace a ces miARN [386,387].

mMiARN-27b, miARN-130a,
miARN-210, mi-ARN-221

Au cours de I’AOMI augmentation significative pour le miARN-130a, le miARN-210, le mi-ARN-
221, le miARN-27b, possible biomarqueur de I’AOMI [386].

L'augmentation des niveaux de miARN-130a et de miARN-27b était en corrélation avec la sévérité
I’ AOMI [386].

ossification

Action sur les ostéoblastes, ostéocytes

miARN-29a, miARN-29¢
miARN-125b

miARN-29a et miARN-29¢c, miARN-125b ciblant I’ostéonectine semblent jouer un réle dans la
maturation des ostéoblastes, et leurs niveaux d’expression augmentent au cours de I’ostéogenése
tardive [389,390].

miARN-33, miARN-191
miARN-218, miARN-3010a

mMiARN-218, miARN-191, miARN-3010a et miARN-33 ont récemment été identifiés dans des

cellules ostéoblastiques pour répondre a une contrainte mécanique [403].

miARN-125b

miARN-125b exogene bloque la différenciation des ostéoblastes, [392,394].

miARN-199a

miARN-199a s’associe a la différenciation des ostéoblastes [401,402].

Action sur la matrice extra-cellulaire

miARN-21

mMIiARN-21 est augmenté par le TGFp pro-ostéogénique et les BMPs [414].

miARN-29b

Dans les ostéoblastes, miARN-29b pourrait supprimer I'expression des protéines de collagéne

permettant a la matrice de fibrilles de collagéne de favoriser les dépots minéraux [412].

miARN-204/211

mi-ARN-204/211 ciblent directement les phosphatases alcalines de type osseux qui maintient et
initie la minéralisation de la matrice, ils peuvent étre exprimés par les cellules souches

mésenchymateuses [395,396].

Tableau 1: Synthése de principaux miARN décrits au cours de la maladie artérielle

périphérique etlors des processus d’ostéogencse.
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1.5 Concept de I’hétérogénéité artérielle et hétérogéneité des PAD

Il existe une hétérogénéité artérielle, que ce soit pour les artéres saines ou celles souffrant
d'athérosclerose. En effet, comme cité précédemment, les arteres ont une origine
embryologique distincte, elles sont issus de cellules de la créte neurale pour l'aorte thoracique
et les artéres carotides alors que l'aorte abdominale et les artéres iliofémorales ont une origine
mésodermique [264]. De plus, il été montré de longue date dans un modéle canin que lorsque
I'on transplante une aorte abdominale au niveau thoracique et réciproquement, les
comportements des segments greffés correspondent, en terme de calcifications, aux
comportements qu'elles auraient eus au niveau de leur site anatomique initiale faisant
suspecter que les processus a l'origine des calcifications sont intrinséques au segment artériel

et peu dépendant du régime de flux auquel elles sont soumises [419].

L’observation clinique quotidienne ainsi que des données de la litérature montrent I’existence
d’une hétérogénéité de l’expression de I’athérome en fonction du territoire artériel. La
susceptibilité des arteres aux facteurs de risque cardiovasculaire que son 1’hypertension
artérielle, le tabac, le diabéte I'age est différentes en fonction du territoire artériel [420]. Ainsi,
en chirurgie cardiaque, I’utilisation des artéres thoraciques internes pour les revascularisations
coronaire est d’usage fréquent. En effet, I’artere thoracique interne est le plus souvent
indemne de lésion alors que dans le méme temps, les artéres coronaires sont le siege de
lésions athéromateuses séveres. De la méme fagon, le chirurgien vasculaire privilégie I’artére
fémorale profonde en cas de revascularisation a 1’étage fémoral car celle-ci est le plus souvent
épargnée par la maladie athéromateuse. De plus, lors des endartériectomies a 1’étage fémoral,
les plaques sont le plus souvent «dures » pour les femorales alors qu’elles apparaissent

« molles » au niveau carotidien.

De la méme facon, les résultats des traitements endovasculaires suggerent une hétérogénéité
artérielle selon le territoire traité. Des études cliniques ont permis de montrer que les taux de
resténose intrastent variaient considérablement d’une localisation artérielle a une autre. Par
exemple, la fréquence de la resténose a un an au niveau carotidien est évaluée entre 6 et 9 %,
a 20% au niveau fémoral commun et entre 30et 40 % au niveau fémoral superficiel
[168,169]. Concernant les arteres de plus petits calibres telles que les artéres jambiéres, les

taux de resténose intrastent dépassent ceux observés dans le réseau coronarien (30-50 %
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versus 10-35 %)[170,171]. De plus, le score calcique médian est plus éleve au sein des arteres

iliaques qu’au sein des artéres carotidiennes [179].

Etude comparative des lésions athéeromateuses (ECLA)

A partir de ces différents constats, nous avons émis I’hypothése qu’il existait une différence
phénotypique des plaques athéromateuses selon le territoire artériel. Le laboratoire d’accueil
INSERM UMR1238 a mis en place 1’étude descriptive (Etude comparative des lésions
athéromateuses [ECLA]) en comparant les plaques athéromateuses carotidienne et fémorale
de patients opérés d’endartériectomic [254]. Nous avons noté des differences a la fois
quantitatives et qualitatives entre les plaques carotidiennes et fémorales. En effet les plaques
carotidiennes étaient plus fréqguemment de nature lipidique (72 %, n=32/45) tandis que les
plaques fémorales étaient plus fréqguemment de nature fibrocalcique (93 % n= 40/43). La
prévalence de la métaplasie ostéoide distinguait particulierement les plaques fémorales (63 %,
n= 29/43) par rapport aux plaques carotidiennes (20 % n= 9/45). Sur le plan qualitatif, la
teneur en calcium était plus élevée au sein des plaques fémorales, alors que la teneur en

cholestérol était plus élevée au sein des plaques carotidiennes [254].

Afin de comprendre quels mécanismes étaient a I’origine des processus de calcification en
fonction du lit artériel nous avons souhaité évaluer le lien entre les différents facteurs de
risque cardiovasculaire et le type histologique de calcification artérielle. Nous avons
également évalué le lien entre les expressions différentielles de genes en fonction des

territoires artériels en comparant les artéres carotides, fémorales et infra-poplitées.

Au niveau moléculaire, nous avons enfin étudié le lien entre le TGFp et la propension des

arteres fémorales a la minéralisation.

Une meilleure compréhension des processus intervenant dans les calcifications artérielles
périphériques pourrait étre utile pour le diagnostique, la prise en charge, mais également pour
la mise au point de ballons/stents actifs qui pourraient interférer avec ces processus de

calcification de maniere spécifique en fonction du territoire ciblé.
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2. Implication des cellules musculaires lisses dans les
calcifications artérielles en fonction du territoire
avec évaluation de I’effet du TGFP sur le processus
de calcification

Ce premier travail avait pour objectif de confirmer I'hétérogénéité des calcifications en
fonction du territoire artériel, élargie a 4 territoires périphériques, d'évaluer la composition
cellulaire au niveau des calcifications, et d’identifier les processus moléculaires a l'origine de

ces différences.

Des plaques d’athérome de 4 territoires ont été étudiés (aorte, carotides, fémorales, infra
poplitées). Les arteres de donneurs d'organes ont servi de contréle sans athérome. L'analyse
histologique des échantillons d’artéres athérosclérotiques de la biocollection ECLAGEN a
mis en évidence que la composition des plaques au niveau de I'aorte abdominale et carotides
était riche en lipides et en inflammation, alors que les plaques fémorales et infra poplitées
présentaient plus de fibrose et de calcification. La présence d’ossification des plaques est
particulierement importante dans le territoire fémoral. La répartition cellulaire est également
différente au sein des plaques avec significativement moins de cellules musculaires lisses au
niveau des plaques aortiques. Les macrophages sont plus fréquemment retrouvés dans les
plaques carotidiennes que dans les fémorales, et les cellules endothéliales sont en proportion
plus importantes dans les plaques infra poplitées par rapport aux fémorales et aux carotides.
Sur le plan histologique, en termes de calcification, nous n’avons pas retrouvé de différence
significative pour ces cellules a 1’échelle de la plaque globale, qui présente souvent plusieurs
types de calcification. Les cultures de CML primaires issues de ces différents territoires sains
ont mis en évidence que celles issues des artéres fémorales ont une propension plus
importante a la calcification, avec une surexpression de Runx2, ALP et ostéopontine
notamment.

Ces differences fonctionnelles sont retrouvées au niveau moléculaire grace a une analyse de
puces a ADN. L'analyse transcriptomique a permis de ségréger les artéres en fonction de leur
origine anatomique. Ainsi, de nombreux genes associés a la réponse immunitaire, a
l'ossification et au métabolisme lipidique étaient différentiellement exprimés entre les
carotides et fémorales. Parmi ces genes ont été retrouvé des membres de la famille du TGFp.

Pour valider I’'importance du TGF et de son récepteur principal (TGFBR1), nous avons inhibé
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I’expression de TGFBR1 dans les CML des carotides et des fémorales. Nous avons observe
que I’inhibition de TGFBR1 empechait la mineralisation des CML de fémorales, sans affecter
la minéralisation des CML de carotides, laissant ainsi entrevoir un role significatif de TGFf

dans les susceptibilités différentes de calcification des artéres périphériques.
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Abstract

Vascular calcification is a strong and independent predictive factor for cardiovascular com-
plications and mortality. Our previous work identified important discrepancies in plaque
composition and calcification types between carotid and femoral arteries. The objective of
this study is to further characterize and understand the heterogeneity in vascular calcifica-
tion among vascular beds, and to identify molecular mechanisms underlying this process.
We established ECLAGEN biocollection that encompasses human atherosclerotic lesions
and healthy arteries from different locations (abdominal, thoracic aorta, carotid, femoral,
and infrapopliteal arteries) for histological, cell isolation, and transcriptomic analysis. Our
results show that lesion composition differs between these locations. Femoral arteries are
the most calcified arteries overall. They develop denser calcifications (sheet-like, nodule),
and are highly susceptible to osteoid metaplasia. These discrepancies may derive from
intrinsic differences between SMCs originating from these locations, as microarray analysis
showed specific transcriptomic profiles between primary SMCs isolated from each arterial
bed. These molecular differences translated into functional disparities. SMC from femoral
arteries showed the highest propensity to mineralize due to an increase in basal TGF sig-
naling. Our results suggest that biological heterogeneity of resident vascular cells between
arterial beds, reflected by our transcriptomic analysis, is critical in understanding plague biol-
ogy and calcification, and may have strong implications in vascular therapeutic approaches.
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Introduction

Vascular calcification is a strong and independent predictive factor for cardiovascular compli-
cations and mortality, the leading cause of death worldwide [1]. Accumulating evidence show
that calcification in atherosclerosis mechanically affects plaque stability both directly and indi-
rectly. Destabilizing calcification (approx. 5pum) increases mechanical stress within the fibrous
cap due to the important mismatch between the stiff microcalcifications and the collagen-rich
cap [2-4]. Moreover, advanced and extensive calcification contributes to plaque stability,
while increasing arterial stiffness and hypertension, an important risk factor for plaque rupture
[5-8].

Despite being exposed to similar risk factors, peripheral arteries develop heterogeneous
lesions. Our previous work showed in a population with similar demographic and biological
data that carotid arteries develop predominantly lipid-rich lesions and microcalcifications,
while femoral arteries develop fibrotic lesions, with extensive calcification and frequent pres-
ence of osteoid tissue [9-11].

Historically considered to be a passive process related to aging, it is now recognized as an
active process, closely related to bone metabolism due notably to the presence of actual bone
structure and numerous typical bone-related molecules and cell types in calcified lesions. Vas-
cular smooth muscle cells (SMC), and pericytes found in advanced lesions with neovasculari-
zation, can mineralize directly when cultured in osteogenic milieu, and could directly
contribute to plaque calcification [12,13]. Recent work by Hutcheson et al demonstrated that
Macrophages and SMC release matrix vesicles and calcifying exosomes in response to inflam-
mation and apoptosis [14-16]. The formation of matrix vesicles initiates the phospho-calcic
nucleation and early hydroxyapatite formation, a similar process found in growth plate in
bone.

Molecular mechanisms directly regulating the formation of ectopic calcification in vascula-
ture remain poorly understood. Major bone related molecules (OPG, RANKL, BMP, MGP. . .)
have been found in calcified lesions but specific molecular determinants orchestrating plaque
mineralization in arterial beds remain poorly understood [17].

To elucidate these mechanisms, and to better understand plaque calcification heterogeneity
among vascular beds, we used our ECLAGEN biocollection of human atherosclerotic lesions
from different arterial locations (abdominal and thoracic aorta, carotid, femoral, and infrapo-
pliteal arteries).

Our results show that lesion composition differs between these locations. Femoral arteries
are the most calcified arteries overall. They develop more advanced calcifications (sheet-like,
nodule), and are highly susceptible to osteoid metaplasia (OM). These discrepancies could
derive from intrinsic differences between SMCs originating from these locations. SMC from
femoral arteries have the highest propensity to mineralize due to an increase in basal trans-
forming growth factor B (TGFp) signaling.

Material and methods
Patients and biological samples

ECLAGEN biocollection included two main groups of patients. First, atherosclerotic diseased
arteries were harvested from patients undergoing arterial open surgery for at least one arterial
location: carotid artery (CA), thoracic (TA) and abdominal aorta (AA), and common femoral
(FA) and infrapopliteal arteries (PA). Non-atheromatous, healthy arteries were harvested from
organ donors. In this case, up to five arterial territories, as previously described, were collected
from the same donor. For all patients, demographic data, patient medical history and blood
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Table 1.
AA (n=46) CA (n=87) FA (n =53) PA (n = 25) Total (n = 211)

Smoking 22 (48%) 20 (23%) 22 (429%) 2 (8%) 66 (31.3%) <0,001
Hypertension 22 (48%) 65 (75%) 38 (72%) 23 (92%) 148 (70.1%) <0,001
Diabetes 5(11%) 25 (29%) 23 (43%) 18 (72%) 71 (33.6%) <0,001
Dyslipidemia 31 (67%) 68 (78%) 30 (57%) 12 (48%) 141 (66.8%) 0,009
Gender (M) 40 (87%) 63 (72%) 47 (89%) 21 (84%) 171 (81%) 0,06
IMC (>30) 7 (15%) 13 (15%) 9 (17%) 7 (28%) 36 (17.1%) 0,48
Age (mean+SD) 66+8 71+9 66+9 74+12 69+10 0.001
¢GFR? <30ml/min 0 (0%) 4 (4.6%) 2 (3.8%) 2 (8%) 8 (3.8%) 0.41
eGFR <60ml/min 8 (17.4%) 28 (32.2%) 10 (18.9%) 12 (48%) 59 (27.5%) 0.049

“eGFR: estimated glomerular filtration rate

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191976.t001

samples were collected. Altogether, ECLAGEN includes 244 patients (217 atherosclerotic
patients and 27 organ donors for healthy arteries), recruited in Nantes from october 2011 to
december 2015 (Table 1).

Sample collection and handling was performed in accordance with the guidelines of the
medical and ethical committee in Nantes, France, and all patients participating in the study
provided written informed consent (research protocol#PFS09-014, authorized on Dec 23,
2009 by the agence de biomédecine). In case of organ donors, the absence of patient opposition
to organs donation and an informed and signed consent was required from the patient’s fam-
ily. In all cases the priority was given to the therapeutic harvesting rather the scientific harvest-
ing. Legal and ethical authorizations have been granted by the french research ministry (n
*DC-2008-402), the national commission for computerized information and liberties (CNIL,
n°1520735 v 0), and the local ethical committee (groupe nantais d’éthique dans le domaine de
la santé, GNEDS). For carotid and femoral arteries, endarterectomies were performed on a
consecutive series of patients using conventional surgical techniques. For carotid and femoral
arteries, the sample was limited to one lesion since endarterectomies were performed. The pla-
que was removed at the bifurcation from the lumen as a single specimen. For aorta and infra-
popliteal arteries, the sample was harvested with the most severe atheromatous lesion seen
during the procedure, and surgeons collected a similarly sized sample as carotid and femoral
specimens. All samples were 1-2cm long. For histology, we analyzed sections of the core of the
lesion present in each arterial sample.

None atheromatous arteries were collected from arterial allograft donors. Sample collection
and handling was performed in accordance with the guidelines of the medical and ethical com-
mittee in Nantes, France, and all patients or patient’s next of kin provided written informed
consent,

Exclusion criteria for non-atheromatous arteries and patients were history of cardiovascular
diseases (ischemia cardiopathy, stroke, peripheral artery diseases), or presence of macroscopic
athero-thrombosis during tissue collection.

Histological and immunological analyses

For histological analysis, the tissue samples were fixed in 10% formalin for 24-48h, decalcified
in Sakura TDE 30 fluid for 5 days, and embedded in paraffin. Ten serial sections from the mid-
dle of the atherosclerotic lesion were processed. These sections were stained with hematoxylin
and eosin (HE, Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Grading of lesion types was based on
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the updated AHA classification [18]. Immunohistochemistry (IHC) was performed to localize
and semi-quantify endothelial cells with CD31 antibody (Dako, Glostrup, Denmark), pericytes
with NG2 antibody (Millipore, Billerica, MA, USA), smooth muscle cells with smooth muscle
actin-o. (-SMA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), and macrophages with CD68 anti-
body (Immunotech, Marseille, France). For each IHC staining, a negative control excluded the
primary antibody. Whole sections were imaged with the NanoZoomer digital slide scanner
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan).

For each patient, the whole slide was scanned. We quantified positive stained area using
Image Pro Plus (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) with similar parameters
for all samples. Numbers were expressed as a percentage of the stained area over the area of the
plaque for each patient, and final results are the mean of the whole cohort. We analyzed the
presence of calcification types (sheet like, nodular, clear center/micro calcifications, and oste-
oid metaplasia) by 2 independent investigators.

Cell isolation, culture and differentiation assays

Fresh tissues are collected, stored in cold PBS for 3—-6 hours before processing. We washed the
sampled with cold PBS then dissociated non-atheromatous arteries from organ donors with an
enzymatic mix including by collagenases (Liberase DL, Roche), elastase (porcine elastase,
Sigma-Aldrich) and DNAse (DNAsel, Sigma-Aldrich) in High glucose DMEM. A first short
digestion step permitted endothelial cell isolation. Then mechanical dissociation followed by a
longer incubation with digestion mix allowed smooth muscle cells isolation.

We removed occlusive debris from cell suspension using 7um mesh strainer. Additional
centrifugation removed smaller debris and cells were plated in gelatin-coated (1% porcine type
B gelatin, Sigma-Aldrich) 12 wells plate (Corning cell bind, Corning) in complete media
ECBM?2 and SMCBM?2 for endothelial cell (EC) and SMC respectively (Promocell, Heidelberg,
Germany). In case of EC/SMC mixed populations, we performed an immune-magnetic sepa-
ration using CD31 beads (anti-human CD31 beads, Thermo Fischer scientific).

The SMCs used in the study were isolated from non-atheromatous arteries of various arte-
rial location of the same organ donors. These medial derived SMCs were used between 3 and 5
passages. Exclusion criteria for non-atheromatous arteries group were history of cardiovascu-
lar diseases (ischemia cardiopathy, stroke, peripheral artery diseases), or presence of athero-
sclerotic lesion during tissue collection. We did not observe medial calcification for these
samples by histology, as the sample was divided in separate pieces to perform such analysis.

We repeated the experiments for 5 independent donors (3 males, 2 females), from 18 to
64-year-old (mean 45.8+/-7.9). There was no significant difference in age between groups.

SMC were differentiated into osteoblastic cells by adding 1.8-3 mM inorganic phosphate to
3% Fetal Calf Serum (FCS) containing DMEM culture medium, as previously described [19].
SMC differentiation and mineralization was assessed 7-9 days after treatment, using alizarin
red staining (Sigma-Aldrich).

Assessment of TGFP Receptor 1 (TGFPR1) signaling activity was evaluated through the lev-
els of phosphorylated smad3. Induction consisted in treating cells with TGFp for 45 minutes.
SD208 (2-(5-Chloro-2-fluorophenyl)pteridin-4-yl] pyridin-4-yl-amine, Sigma-Aldrich) was
added 1h before TGF treatment. Antibodies for P-smad3 and Smad3 were purchased from
Millipore, and vinculin from Cell Signaling Technology.

Gene expression and microarray analysis

Total RNA from SMC was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies, Inc.).
For microarray analysis, RNA was hybridized to Agilent human gene expression microarrays
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(G4851C). Fluorescence values corresponding to raw expression data were extracted. Positive
and negative control probes were removed, Non-linear effects such as background or satura-
tion were corrected by Lowess [20] against 2 median profile of all samples [21]. Values of repli-
cate probes were averaged and the data matrix was filtered to 20,000 probes based on highest
median expression values. Clusters of co-expressed genes were identified using K-means
(k = 11) on natural-log-transformed and gene-median-centered data with uncentered correla-
tion as a similarity metric in Gene Cluster 3.0 [22]. The value of k was determined by analyzing
the presence of novel phenotype-specific gene clusters after incrementing k (start value
k = 10). Hierarchical clustering was performed using Gene Cluster 3.0 and heatmaps were dis-
played using Java Treeview. Clusters separating the different arterial beds were selected and a
collective p-value was calculated. For each sample, a mean expression value of all genes was
calculated. The mean values of different arterial beds were compared. This strategy based on
strong correlation of gene expression allowed us to avoid multitesting. Hierarchical clustering
of these clusters demonstrated a great homogeneity.

Microarray data can be found at: hitp://www.ncbinlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?token=

ibwbossexboxzmt&acc=GSES4012

Gene Ontology enrichment analysis of the different clusters was performed using GoMiner.
[23] Enrichment of GO terms were determined using the 20,000 probes list as background.
Annotations with FDR<0.05 were considered significant.

Por specific gene quantification, total RNAs were also reversed transcribed using the tran-
scriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche Applied Science). Real-time monitoring of
PCR amplification of complementary DNA (cDNA) was performed using DNA primers on
CFX96 detector system (Bio-Rad) with SYBR PCR Master Mix (Bio-Rad). Target gene expres-
sion was normalized to HPRT levels in respective samples as an internal standard, and the
comparative cycle threshold (Ct) method was used to calculated relative quantification of tar-
get mRNAs: runi-relafed transcription factor 2 (RUNX2) (I -GTGCCTAGGCGCATTICA/ R-G
GCTCTTCTTRACTGAGAGTGGALG), osteocalcin (OC) (F-GGCGCTRACCTGTATCRARTGG, E-T
CAGCCARCTCSTCACACTC), alkaline phosphatase (ALP) (F=ARCRCCARCCCRGGGORAC/R-C
GTCACKRATGCCCACAGATT), TGFBRI (F-GCAGACTTAGGACTGGCAGTAAG /R-AGRACTT
CAGGGGCCATGET), SMAD7 (F-TTTGCCTCGGACAGCTCRAT /R-TTTTTGCTCCGCACCTT
C1G), SERPINEL (F=-GCTTTTGIGIGCCT GG IAGAAA/ R=TCECAGGCASTACAAGAGTGA),
HPRT (F-TGACCTTCATTTATTTIGCATACC/ R-CCGAGCAAGACGTTCAGTCCT,).

Statistics

Variables are displayed as mean + SID. Two investigators performed the morphologic observa-
tions independently and blindly, without any indication on the arterial bed or patient group.
Data were analyzed by the Kruskal-Wallis one-way analysis of variance and Bonferroni post-
test for each factor. Population statistics between ECLAGEN groups was analyzed by Fisher’s
exact test and global ANOVA for age comparison. Statistical analyses were performed using
Graphpad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). A p-value < .05 was consid-
ered statistically significant. All in vitro experiments were performed all least 3 times, with 3
independent samples preparations.

Results

Atherosclerosis heterogeneity among vascular beds

We previously reported a drastic difference in plaque composition between carotid and femo-
ral arteries with our first human lesion biocollection ECLA [8,9,11,24], ECLAGEN biocollec-
tion comprises 230 patients. We collected a total of 308 lesions and healthy arteries from
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Fig 1. Heterogeneous atherosclerotic lesions among arterial beds. (A) Atherosclerotic lesions from patients (P) and
healthy arteries (H) were collected. (B-C) Representative images of hematoxylin/eosin (HE) stained lesions and AHA
classification of plaque composition from each arterial location, (I3) Quantification of immunohistochemical stainings for
endothelial cell, SMC, macrophage, and pericyle in lesions [rom each arterial bed. Bars represenl mean + SD (" p<0.05).
Lumen (L), Media (M), Lipid core (L.C), Fibrous Cap (FC), and Fibrosis and Calcification (F&C).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191976.9g001

abdominal (AA, n = 46/11, patient/healthy) and thoracic aorta (TA, n = 3/19), carotid (CA,
n = 87/20), femoral (FA, n = 53/20), and infrapopliteal arteries (PA, n = 28/21) (Fig 1A).
Healthy arteries were obtained from healthy organ donors, and multiple locations were col-
lected from the same organ donor for a more reliable comparison (in vitro work). The histo-
logical characterization of plaque morphometry and composition confirmed specificities in
plaque development depending on anatomical location (F'ig 1B).

Abdominal and carotid arteries develop predominantly lipid-rich lesions, with a marked
presence of lipid core (75% and 56%). Femoral and infrapopliteal arteries exhibit highly
fibrotic and/or calcified lesions. Plaques from infrapoliteal arteries are largely fibrotic (57%),
but also develop large calcification (33%). Femoral arteries present mostly calcified lesions
(56%) and fibrotic lesions (16%). Only scarce lesions with lipid inclusions were found in femo-
ral and infrapopliteal arteries (Fig 1 C).

Cellular composition reflected plaque diversity between typical atheromatous carotid
lesions, enriched in lipids and with highest macrophage content among vascular beds, and
lower limb arteries that develop stenotic lesions with extensive fibrosis, with scarce

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191976  January 26, 2018 6/17

86



o ®
@ : PLOS ‘ ONE Impact of SMC heterogeneity in calcification

macrophage presence. Femoral arteries and infrapopliteal arteries are both associated with
increased neoangiogenesis, reflected by a significant increased presence of endothelial cells
and pericytes within the diseased intima (Fig 1D).

Plaque heterogeneity among vascular beds correlates with differences in
calcification burden

Vascular calcification is a general term that encompasses various forms of mineralized struc-
tures. We and others previously identified four main types of intimal calcification in athero-
sclerotic lesions [9,25]. Clear center/microcalcification-often present in close proximity from
lipid-rich core, sheet-like calcification-stratified areas of mineralizing tissue, nodules, and
osteoid metaplasia—actual bone structure characterized by the presence of osteoid tissue with
the presence of osteocyte-like cells, multinucleated osteoclast-like cells, and a lipid and leuco-
cytes-rich pseudo bone-marrow (Fig 2A) [11,26].
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Fig 2. Heterogeneous calcification types among arterial beds included in ECLAGEN biocollection. Atherosclerotic lesions often present
multiple calcification types (arrows). (A) Microcalcification/clear center calcification, sheet-like calcification, calcified nodule, osteoid metaplasia.
(B) Differential presence of calcificalion types among lesions from each arterial location. (AA, n = 46; CA, n = 87; FA, n = 53; PA, n = 28).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191976.9002
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Fig 3. Cell content associated with vascular calcifications. (A) Quantification of endothelial cell, SMC, macrophage, and pericyte
content in lesions with given calcification types (A) (AA, n = 46; CA, n = 87; FA, n = 53; PA, n = 28). (B) Representative images
illustrating the close proximity of SMC and macrophages with sheet-like and nodular calcifications, respectively. Bars represent
mean + SEM.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191976.9003

Only few samples in this cohort were found without any form of calcification (18%). The
abdominal aortas present the least calcification burden overall, with mostly lipid-related
microcalcification (present in 47.8% of all aortic lesions) and sheet-like calcification (39.1%).
Infrapopliteal arteries and femoral are more prone to develop dense and structured calcifica-
tion compared to aorta and carotid arteries (sheet-like: 85.1% (FA) and 80.0% (PA) vs 39.1%
(AA) and 58.2% (CA), and nodules: 85.1% (FA) and 58.0% (PA) vs 13.0% (AA) and 49.5%
(CA)).

Femoral arteries are significantly more calcified than any other vascular bed, with a high
prevalence of all advanced calcification types, and specifically OM (44.7%), far more frequent
in femoral than in carotid (5.2%), aorta (0%) or infrapopliteal arteries (16.0%). This calcifica-
tion heterogeneity, together with plaque composition, suggests that specific local environment
or/and molecular determinants orient plaque development and calcification formation
depending on the anatomical location.

To assess whether predominant atheromatous cell types (macrophage, smooth muscle cell,
endothelial cell, and pericyte) could play a direct role in each calcification types formation and
evolution, we evaluated their quantitative and qualitative association (S1 Fig).

Quantitative analysis for each staining did not reach any significant difference in SMC,
macrophage, EC and pericytes with any calcification type (Fig 3A). Many of the lesions ana-
lyzed presented several types of calcification, which makes the quantitative analysis difficult to
interpret at the whole lesion level. We observed a trend towards a quantitative association
between SMC with sheet-like, and EC/pericytes with OM, as in our previous study [8]. We
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better estimated the link between cell and calcification types by analyzing their spatial proxim-
ity. Sheet-like predominantly develop and emerge from SMC-rich fibrotic parts of the lesions,
while macrophages are often found in close proximity or direct contact with calcified nodules,
suggesting a direct implication of these cell types in their respective formation (Iig 3B).

SMC from none atheromatous femoral arteries are more prone to
mineralization

Among atheromatous cells, SMCs are a prominent active player in vascular calcification due to
their mineralizing properties when subjected to a pro-osteogenic miliew. The close localization
of SMCs to sheet-like calcifications in plaques and to medial calcification in chronic kidney dis-
ease (CKD) patients further advocates for a direct role of SMC in plaque mineralization. To
assess the contribution of SMC in vascular calcification heterogeneity among vascular beds, we
isolated primary medial SMC from healthy abdominal and thoracic aorta, carotid, femoral and
infrapopliteal arteries from given non-atherosclerotic organ donors. We induced cell minerali-
zation in presence of 1.2-3.0mM inorganic phosphate in culture medium for 7 days. Our own
primary SMCs showed similar mineralizing capacities as commercial SMC, with no difference
in cell viability (Fig 4A).

We cultivated SMC from the 5 healthy arterial locations for 7 days in osteogenic condition.
The results shown in Fig 4B indicate that SMC from femoral arteries mineralize 39.8% more
than infrapopliteal arteries, and than other vascular beds (66.5% vs CA, 57.0% vs TA, and
88.9% vs AA). Differential ability to mineralize was also reflected by a marked increase in oste-
oblastic marker expression (runx2, alkaline phosphatase, osteopontin) in femoral SMC com-
pared to other arterial beds (Fig 4C). SMC mineralization capacities correlated with the extent
of plaque calcification observed in patient lesions, suggesting that specific propensities among
SMC to mineralize could directly contribute to atheromatous calcification heterogeneity in
peripheral arteries,

SMC from peripheral arteries express specific transcriptomic signatures

Vascular calcification heterogeneity among vascular beds could either derive from local micro-
environmental specificities and or reflect molecular singularities between arterial beds. To ana-
Iyze these differences and identify key molecules involved in this process, we performed a
transcriptomic microarray analysis with medial SMCs isolated from the 5 healthy peripheral
arterial beds indicated above (from 54 and 64-year-old organ donors) (S1 File).

K-means analysis of the microarray data identified several gene clusters with arterial bed(s)
specific expression profiles (I'ig 5).

Incrementing k from 10 to 11 revealed the presence of an FA-specific gene cluster (cluster
10). Further increasing k to 12 or 13 did not reveal any novel phenotype-specific gene clusters,
Therefore, k was fixed at 11. Two clusters were selected because of striking differential expres-
sion levels between FA/PA and AA/TA/CA arterial beds (cluster 6 (2437 probes) and cluster 7
{2846 probes)). Two additional clusters were selected because of an FA-specific gene expres-
sion profile (cluster 3 (1748 probes) and cluster 10 (1679 probes)). Functional annotation anal-
ysis showed that genes downregulated in FA/PA vs. AA/TA/CA arterial beds (cluster 6) were
mostly involved in endocrine system development, translational termination, macremolecular
complex disassembly and antigen processing and presentation. Enriched annotations among
the upregulated genes (cluster 7) included functions related to intracellular transport and pro-
tein localization. Genes highly expressed in the FA arterial bed only {cluster 3) were notably
involved in cellular carbohydrate metabolic processes. Genes downregulated in the FA arterial
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Fig 4. Differential mineralization properties of SMC depending on their anatomical origin. (A) Mineralizalion of
commercial and SMC isolated from healthy thoracic aorta (ECLAGEN sample) 10 days after treatment with indicated
concenlralions of inorganic phosphate. (B) Mineralizalion afller 7 days of SMCs isolaled [rom each healthy analomical
location, in presence of 2.4 mM inorganic phosphate (mineralized area in %). (C) Differential expression of
osleoblastic markers Runx2, ALP and OPN in SMCs [rom different arlerial beds. Bars represent mean + SD.
("p<0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191976.9004

bed vs. all others (cluster 10) were involved in the immune response. This gene cluster also
contained genes involved in ossification and lipid localization.

As femoral arteries are more prone to mineralize, we screened for important signaling path-
ways linked to osteoblastic differentiation and tissue mineralization in cluster 3 and 10.
Among the genes specifically overexpressed or absent in FA compared to other vascular beds,
we found that 19 members of TGEp signaling.

This suggests that TGFp signaling might play a role in the differential mineralization capac-
ities of SMC depending on their anatomical origin.

Differential TGFp signaling in SMC from different arterial beds accounts
for SMC mineralization heterogeneity

Gene screening from transcriptomic analysis led to the identification of TGEp signaling, spe-
cifically upregulated in femoral arteries. Individual qPCR analysis confirmed elevated levels of
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TGFBRI in femoral SMC, compared to infrapopliteal arteries (2.7 fold), carotid (70.5 fold),
and aorta (49 fold). Additional TGFp signaling related molecules (smad?7, serpine, bambi)
have been found differentially expressed in femoral and infrapopliteal arteries compared to
other arterial beds (Fig 6A).

We confirmed higher basal and induced TGFPR1 signaling in femoral-derived SMC com-
pared to carotid-derived cells, through the increased presence of phosphorylated smad3 (Fig
6B).

Because TGEFp has been already reported in cell mineralization process and vascular cell
transdifferentiation in osteoblast-like cells [27-29], we postulated that high propensity of
femoral cells to mineralize could derive from an increase presence of TGFp signaling. To
assess this question, we treated femoral and carotid arterial SMC with T'GFp signaling
inhibitor $D208 while inducing osteobastic differentiation with high inorganic phosphate
medium. Fig 6C and 6E show that TGFp blockade with SD208 at 1 and 2.5uM or targeted
siIRNA was sufficient to efficiently prevent femoral cells mineralization, but not for carotid
SMC, confirming a specific role of TGFf} signaling in SMC mineralization in an anatomical
dependent manner.

Discussion

QOur work further explores the differential development of atherosclerosis amang vascular beds
and suggests potential clinical implications. A better understanding of the mechanisms regu-
lating plaque development and evolution towards a typical lipid-rich inflamed vulnerable
lesion, a fibrous, or a highly calcified plaque could lead to new therapeutic strategies for pre-
venting acute athero-thrombotic events,

We and others have previously reported that carotid and femoral arteries develop very dif-
ferent lesion types [9,30]. While exposed to the same cardiovascular risks, carotid arteries pre-
dominantly present classical atheromatous lesions, and femoral arteries develop fibro-calcic
lesions. Our present study, that includes additional vascular beds, confirmed and extended this
plaque heterogeneity characterization. Infrapopliteal arteries, anatomically close to the femoral
bed, show similarly fibrotic and calcified lesions. Sheet-like calcifications (found in the media
of chronic kidney diseases) are the predominant form of plaque mineralization in infrapopli-
teal arteries, with limited presence of microcalcifications, nodules and bone tissue, the latter
being found almost exclusively in femoral arteries. Carotid lesions develop all kinds of calcifi-
cation, compared to the aorta that seems overall less prone to mineralize,

QOur observations strongly suggest that microcalcification derive from the lipid-rich,
necrotic core in inflamed lesions, supporting a role of apoptosis and necrosis in early calcifica-
tion events, as previously reported [31,32]. The more structured calcifications do not quantita-
tively correlate with SMC, macrophages or EC content within the lesion, but qualitative
analysis indicates that sheet-like calcifications develop in close proximity of SMC-rich areas,
and macrophages often associate with calcified nodules. This observation further supports the
contributing role of SMC and macrophages in vascular calcification. SMCs are believed to play
an active role in plaque mineralization through their release of calcifying matrix vesicles and
their osteogenic differentiation ability [33-35]. Macrophages have also been reported to play a
supportive role in plaque mineralization through the release of matrix vesicles and by their
lineage with osteoclastic cells [36-38]. A more thorough histological with multiple co-stainings
would attest the real phenotype of macrophages and smooth muscle cells present in each
lesion, as CD68 and SMA can be also expressed at lesser levels by other myeloid and mesen-
chymal-derived cell types, respectively, and with respect with recent work suggesting that
SMC could even transdifferentiate into macrophage-like cells [39].
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‘T'he quantitative analysis failed to illustrate these associations, because most of the lesions
exhibit several types of calcification. The discrepancies among calcification types (localization,
morphology, associated lesions and territories) strongly suggest that specific mechanisms may
regulate their formation and development. Direct and systematic chronological link between
microcalcification, sheet-like, nodule and OM seems unlikely, based on the drastic difference
in associated plaque composition. This critical question remains unexplored due to the lack of
technological imaging modality capable of detecting and following up each calcification form
over time in given lesions.

One limitation of such study alse remains that diseased specimens from each vascular bed
was obtained from different patients, and other vascular beds cannot be analyzed besides those
operated upon.

Calcification and plaque compuosition heterogeneity among vascular beds ¢ould derive
from specific local microenvironmental (e.g. hemodynamics), intrinsic biological singularities
that orient and regulate plaque evolution and mineralization, or both. Clinical data analysis
did not show any significant impact of common cardiovascular risk factors (age, sex, diabetes,
dyslipidemia) with calcification, all types included, nor with any given calcification type. Sulk-
ava ef al recently confirmed plaque heterogeneity among vascular beds at transcriptomic levels
[40]. Our results show SMC heterogeneity among vascular beds, with marked specific tran-
scriptomic signatures between lower (femoral and infrapopliteal arteries arteries), and upper
body (aorta and carotid arteries), even several months of culture following isolation from
healthy arteries. Qur results provide molecular evidence that SMC differ between arterial beds.
The differential expression of numerous developmental genes in our transcriptomic analysis
may reflect their different embryonic origins [41,42], and is reflected by SMC heterogeneity
[43].

TGFp signaling plays a critical role in atherosclerosis, with important contribution many
aspects of the disease (hyperlipidemia, hypertension, immunomodulation, thrombosis, and
vascular remodeling). TGFf is in particular a key regulator of SMC phenotypic switch leading
to SMC migration, proliferation, matrix production, but also mineralization [29,44,45]. Our
transcriptomic analysis indicates a marked difference in basal TGFp signaling or TG sensi-
tivity in arterial beds. Overexpression of TGFBRI in femoral arteries is likely to favor SMC
switch, mineralization, and hence calcification. In addition to specific local microenvironment,
the marked vascular cell (SMC, EC) heterogeneity demonstrated by our transcriptomic analy-
sis and other reports, is a key element to better understand plaque biclogy and development.

Supporting information

§1 Fig. Plaque Heterogeneity among vascular beds. Representative images of Hematoxylin/
Fosin (HE) and Masson’s Trichrome colorations, and immuno-histochemical staining for
endothelial cell (CD31, brown), SMC (0-smooth muscle actin, red), and macrophage (CD68,
brown). Lumen (L), Media (M), Lipid core (LC), Fibrous Cap (FC), and Fibrosis and Calcifica-
tion (F&C). Quantitative analysis was performed within the lesion as indicated by the dotted
line.

(TIF)

S$1 File. Microarray analysis between SMCs isolated from healthy arterial beds. Values of
replicate probes for 20k genes based on highest median expression values (Signiticance analy-
sis of microarrays (SAM) analysis).

(XLSX)
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3. Impact des Facteurs de risque cardiovasculaire
sur les calcifications et différences génomiques entre
arteres athérosclérotiques et arteres saines issues de
différents territoires périphéeriques

Dans ce second travail nous avons voulu évaluer les associations potentielles entre les facteurs
de risque cardiovasculaire et les différents types de calcifications. Comme précédemment
décrit dans la littérature, nous avons d’abord confirmé que les facteurs de risque étaient
associés a différentes atteintes athéromateuses selon les territoires. Dans cette étude, le tabac
était significativement associé aux Iésions fémorales, le diabete aux lésions infra-poplitées, et
la dyslipidémie aux lésions carotidiennes. Les calcifications artérielles, en analyse
multivariée, étaient plus fréquentes chez les sujets ageés, en présence d’hypertension et dans les
territoires fémoraux et infra-poplités. Il n'existe cependant pas d'association significative entre
les différents types de calcifications et les facteurs de risque cardiovasculaire classiques (age,

tabac, diabete, hypertension, genre, insuffisance renale, dyslipédmie et obésité).

L'étude transcriptomique par des puces a ADN de 166 échantillons de la biocollection
ECLAGEN par une analyse de K means a permis de ségréger les artéres selon leur origine
anatomique que ce soit pour les arteres saines ou les artéres présentant des lésions
d'athérosclérose. Ces différences d'expressions respectives entre territoire font suspecter une
hétérogénéite biologique intrinseque des lits artériels. Certains clusters comprenant des genes
en lien avec la réponse immunitaire, le stockage lipidique, les fonctions lysosomales ou la
résorption osseuse sont surexprimés dans les carotides pathologiques alors que certains
clusters de genes en relation avec la matrice extracellulaire, I’angiogenése, la prolifération des
ostéoblastes, la régionalisation, la contraction musculaire ou la morphologenése de I'os
enchondrale sont surexprimés au niveau des arteres fémorales et infra-poplitées

pathologiques.

Si l'on regroupe les différents clusters de genes différentiellement exprimés en grandes
fonctions physiologiques, nous avons mis en évidence au niveau des carotides
athérosclérotiques une surexpression de la signalisation de I’IL1p (inflammation), du systéme
de présentation de I'antigene CMH de classe 11, de la prolifération leucocytaire, des réponses

cellulaires un stimulus. Les artéres fémorales quant a elles sont associées aux fonctions du
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développement osseux, de la jonction cellulaire, de la contraction cellulaire et la voie

signalisation Wnt.

L’expression différenticlle des genes seuls associés au controle et a la régulation des

calcifications est suffisante pour regrouper les artéres selon les territoires anatomiques.

Ces différences suggerent donc que les spécificités biologiques des arteres saines pourraient
prédisposer au développement de types de plaques particuliers et ainsi au développement de
types de calcification particuliers (ex microcalcification etossification).
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Calcification is independently associated with cardiovascular events and morbidity. The calcification
burden in atherosclerotic lesions quantitatively and qualitatively differs between arterial beds.
Cardiovascular risk factors (CVRF) differentially affect plaque development between arterial beds. The
aim of this study was to evaluate the impact of CVRF on atherosclerotic plaque calcification and to
further study the molecular arterial heterogeneity that could account forthese differences. Histological
analysis was performed on atherosclerotic plaques from 153 carotid, 97 femoral and 28 infrapopliteal
arteries. CVRF showed minor associations with plaque calcification: age and hypertension affected only
the overall presence of calcification but not the type of the calcification, which significantly differed
between arterial beds. Transcriptome analysis revealed distinct gene expression profiles associated
with each territory in atherosclerotic and healthy arteries. Canonical pathway analysis showed the
preferential involvement of immune system-related processes in both atherosclerotic and healthy
carotid arteries. Bone development-related genes were among those mostly enriched in atherosclerotic
and healthy femoral arteries, which are more prone to developing endochondral calcification. This study
highlights the heterogeneous nature of arteries from different peripheral vascular beds and contributes
to a better understanding of atherosclerosis formation and evolution.

Vascular calcification is an independent predicting factor for cardiovascular events and morbidity!. Vascular
calcification is associated with a worse prognosis after lower limb artery endovascular revascularization: multi-
variate analysis reported that the percentage of calcified plaque is an independent predictor of binary restenosis
at 12 months®. Vascular calcification favors plaque rupture and contributes to hypertension depending on its
localization and extent.

Anatomo-histological studies have shown that atherosclerotic plaque compositions largely differ between ana-
tomical locations in peripheral arterial diseases (PAD). Plaque calcifications are heterogeneous with various types
of calcifications, including predominantly microcalcifications in carotid arteries (CA) and bone tissue (osteoid
metaplasia) in femoral arteries (FA)**. These differences do not derive from distinct stages of plaque progres-
sion, as femoral plaques tend to develop later than those in CA®. The discrepancies in calcification burden could
therefore derive from different shear stress conditions®, intrinsic biclogical differences between vascular cells as
suggested by their diverse embryological origins™?, or exposure to different cardiovascular risk factors (CVRF),
as CVRF also differentially affect plaque development differentially between arterial beds®'2.
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The CVRF for PAD mirror those of cerebrovascular and coronary atherosclerosis, including a positive family
history, diabetes mellitus, smoking, chronic kidney disease, hypertension, dyslipidemia and age'?~**. Smoking
and diabetes are particularly virulent and are independently associated with worse outcomes'. The influence of
CVREF on atherosclerotic localization is well known® !! with a strong relationship between smoking or dyslipi-
demia, whereas diabetes appears more specific to below the knee disease!’ and hypertension favors intracranial
atherosclerosis’.

The differential impact of systemic CVRF on vascular beds and differential atherosclerotic plaque calcifica-
tions and compositions suggest biological arterial heterogeneity. Numerous clinical data support this concept?* 22,
Molecular data supporting biclogical heterogeneity in human peripheral arteries are scarce, however. Seo ef al.
compared gene expression in proximal and distal aorta from heart donors?L. They identified a small group of
genes with location-dependent expression levels. More recently, Sulkava et al. identified genes differentially
expressed between atherosclerotic plaques from CA and FA and from abdominal aortas in humans, reflecting
plaque heterogeneity between these beds?*.

The aim of our study was to better understand differential plaque calcification among different peripheral
arterial beds. We first analyzed the association between CVRF exposition and atherosclerosis plaque calcification
using our human plaque bio-collections ECLA and ECLAGEN. As classic CRVF did not show a major impact
on plaque calcifications in CA, FA or infrapopliteal arteries (IPA), we analyzed arterial-bed-specific gene expres-
sion profiles in both atherosclerotic and healthy arteries by transcriptomic analysis with a particular focus on
calcification-associated genes.

Materials and Methods

Patients. From February 2008 to December 2015, atheromatous plaques were harvested and collected (ECLA
and ECLAGEN bio-collections) from patients undergoing carotid, femoral or infrapopliteal endarterectomy in
the Department of Vascular Surgery at Nantes University Hospital. Details about this bio-collection have been
published elsewhere?®%”. Healthy arteries free of atherosclerotic lesions were obtained from organ donors. Sample
collection and handling was performed in accordance with the guidelines of the Medical and Ethical Committee
in Nantes, France, and written informed consent was obtained from all patients and from next of kin for all organ
donors. The experimental protocol was approved by the Agence de Biomédecine (research protocol #PFS09-
014, authorized on Dec 23, 2009, by the Agence de Biomédecine, France). Legal and ethical authorizations
were granted by the French Research Ministry (n® DC-2008-402), the National Commission for Computerized
Information and Liberties (CNIL, n° 1520735v 0), and the local ethical committee (GNEDS). Patients suffer-
ing from non-atherosclerotic peripheral arterial disease, thrombosis or restenosis were excluded. Demographic
and clinical data were collected, including age, gender, treatment, CVRF (high blood pressure, diabetes mellitus,
dyslipidemia, tobacco use (active/past user) and obesity (BMI = 30kg/m?)), and Cockcroft creatinine clearance.
Prior to surgery, blood specimens were collected for lipid balance and phospho-calcic metabolism assessments.

CVREF were defined as follows. Regarding smoking, we unfortunately do not know whether smoking was still
active at the sampling time. We only looked at tobacco exposure. The definition of diabetes was the presence of
two fasting blood glucose measurements >>1.26 g/l. Hypertension was defined as the presence of persistent blood
pressure (>>140 mmHg diastolic, 90 mmHg systolic) for more than three months. Dyslipidemia was present when
LDL levels were higher than defined thresholds, which depended on the presence of a cardiovascular event, dia-
betes, and the number of associated CVRE

For CA and FA, endarterectomies were performed on a consecutive series of patients using conventional
surgical techniques according ESVS guidelines®®. For these arteries, the sample was limited to one lesion because
endarterectomies were performed. The plaque was removed at the bifurcation from the lumen as a single speci-
men. For IPA, the sample with the most severe atheromatous lesion was harvested. All samples were 1-2 cm long.
For histology, we analyzed sections of the core of the lesion present in each arterial sample.

CA samples were mostly collected in endarterectomy procedures (97.4% of cases), and arterial bypass was
performed in 2.6% of cases. For FA, 68.4% of the arteries were removed during bypass surgery, 30.5% after endar-
terectomy and 1.1% after amputation. Approximately 11.6% of the FA were thrombosed before the surgical pro-
cedure. For IPA, 88% were removed after amputation and 12% after bypass surgery. Approximately 24% of IPA
were thrombosed before the surgical procedure.

The exclusion criteria for non-atheromatous arteries and patients were a history of cardiovascular diseases
(ischemia cardiopathy, stroke, or peripheral artery diseases) or the presence of macroscopic athero-thrombosis
during tissue collection.

Histology processing. The atherosclerotic plaques were harvested and fixed in 10% formalin for 24-48h
and then decalcified in Sakura TDE 30 fluid. They were embedded in paraffin. Sections (4-pm thickness) were
stained with hematoxylin eosin (HE). Whole sections were imaged with a NanoZoomer digital slide scanner
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan).

Histological classification of atherosclerotic plaque calcification.  The sections were graded accord-
ing to a previously described strategy®L. Atherosclerotic plaque calcification classification was based on five cat-
egories: no calcification, microcalcifications, sheet calcifications, nodular calcifications, and osteoid metaplasia®.
Microcalcifications consisted of </50-um vesicle-like structures outlined by calcium deposits; sheet calcifica-
tions were defined as a large calcifying fibrosis; nodular calcification was characterized by dense circular calei-
fied structures; osteoid metaplasia consisted of bone tissue with typical stratified osteoid matrix encapsulating
osteocyte-like cells surroundinglipid-rich bone marrow.

For each artery, three sections of pathological or healthy segments were analyzed. Sections were classified ina
blinded fashion by two independent investigators (TQ and OE).
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Tobaccon, | Hypertension Diabetes Dyslipidemia | Mean age | Sex (male) | Obesityn, | eGFR < 60 ml/min
(%) n, (%) mellitus n, (%) | n, (%) (5D) n, (%) (%) n, (%)

CA 59 (38.6) 123 (80.4) 35(22.9) 120(78.9) 70+ 10 112(73.2) |22(144) |43{(28.1)

FA 50(51.5) 74(76.3) 33(34.0} 66 (68.0) 679 85(87.6) 16 (16.5) 17(17.5)

IPA 2(7.1) 23 (82.1) 18(64.3) 12 (42.9) 74112 21(75.0) 7(25.0) 13 {46.4)

Globalp <0.001 073 <0.001 0.001 0.003 0.02 0.34 0.008

FAvsCA 0.05 — 0.06 0.07 0.001 0.007 — 0.07

FAvsIPA | <0.001 — 0.008 0.03 0.001 0.13 — 0.005

CAvsIPA |[0.001 — <0.001 <0.001 Q.06 0.52 — 0.07

Table 1. Frequency of cardiovascular risk factors among arterials beds. (CA: carotid arteries, FA: femoral
arteries, [PA: infrapopliteal arteries, eGFR: estimated glomerular filtration rate).

Gene expression analysis. Samples for RNA processing were harvested and immediately snap-frozen
in liquid nitrogen or stored in All-protect Tissue Reagent (Qiagen). Total RNA was extracted from 31 healthy
arteries (10 CA, 11 FA, and 10 IPA) and 65 atherosclerotic arteries (27 CA, 25 FA, 13 [PA) using Macherey
Nagel NucleoSpin columns (Macherey Nagel, Diiren, Germany). RNA was hybridized to Agilent Human Gene
Expression Microarrays. Fluorescence values corresponding to raw expression data were extracted using Feature
Extraction Software (Agilent). Positive and negative control probes were removed. Non-linear effects, such as
background or saturation, were corrected by Lowess against a median profile of all samples. Values of replicate
probes were averaged, and the data matrix was filtered to 20,000 probes based on highest median expression val-
ues. Microarray data have been deposited in NCBI'’s Gene Expression Omnibus (GEQ) and are accessible through
GEO Series accession number GSE100927. Clusters of co-expressed genes were identified using the partitional
clustering method k-means (k= 10)* on natural-log-transformed and gene-median-centered data with uncen-
tered correlation as a similarity metric in Gene Cluster 3.0°. Hierarchical clustering was performed using Gene
Cluster 3.0, and heatmaps were displayed using Java Treeview?'. Clusters separating the different arterial beds
were selected, and a collective p was calculated. For each sample, a mean expression value of all genes from the
cluster was calculated. The hereby obtained mean values of different arterial beds were compared. This strategy,
which was based on strong correlations of gene expression, allowed us to avoid multitesting.

Two-class significance analysis of microarrays (SAM)* was used to identify genes with statistically signifi-
cant differential expression between different arterial territories. With this method, each gene is first assigned a
score on the basis of a modified t-test, and genes with scores greater than a user-defined threshold are selected.
Repeated random sample permutations are used to estimate the percentage of genes identified by chance (false
discovery rate, FDR) among the selected genes. The FDR is similar to a p adjusted for multiple comparisons. For
all SAM analyses, the chosen delta threshold corresponded to the lowest median FDR (FDR = 0%).

Gene Ontology (GO)* enrichment analysis of the different clusters was performed using GoMiner®.
Enrichment of GO terms was determined using the 20,000 probe list as background. Annotations with
FDR « 0.05 were considered significant. GO terms enriched in gene lists obtained after SAM analysis were filtered
to remove redundancy, and the top scoring elements were visualized using the web-based tool REVIGO (http://
revigo.irb.hr/)®. For atherosclerotic arteries, only GO terms with FDR = 0% were used as input in REVIGO.
For healthy arteries, GO terms with FDR < 0.05 were used. The parameters were as follows: Allowed similar-
ity=Small (0.5); Homo sapiens database; and Simrel as semantic similarity measure.

Statistical analysis. Continuous data are presented as the mean (= standard deviation). Categorical varia-
bles are presented as counts (proportions). T-tests were performed to test for significant differences in continuous
parameters between two or more groups. The 2 or Fisher exact test (based on expected frequency) was used to
compare categorical variables between groups. 'The Bonferroni method was used for post hoc tests. We adjusted
the p level according to the number of hypotheses tested. Logistic regression analysis [with odds ratios (OR) and
confidence intervals (CI)] was used to evaluate the association between CVRF and calcification. From univariate
analysis, we selected variables with p < 0.10 (statistical criterion). Variables were eliminated from highest tolow-
est p in the multivariate model, but remained in the final model if p was less than 0.05 or seemed to be confound-
ing (more than 10% change in estimate). All two-way interactions between pairs of predictors in the model were
tested one at a time. p < 0.05 was considered statistically significant when no Bonferroni correction was applied.
Data were analyzed with SAS packages (SAS Institute Inec. version 9.4, Cary, NC).

CVRF and calcifications were analyzed by comparing the arterial territories (CA, FA and IPA) in pathological
arteries.

Data availability statement. 'The datasets generated and/or analyzed in the current study are available
from the corresponding author upon reasonable request.

Results

Cardiovascular risk factors, arterial territories and atherosclerotic plaque calcification hetero-
geneity. Two hundred seventy-eight atherosclerotic arteries were evaluated (153 CA, 97 FA and 28 [PA). We
first assessed the impact of CVRF on atherosclerotic disease in different arterial territories (Table 1). Tobacco use
was significantly associated with atherosclerotic FA; diabetes mellitus was more frequent in patients with diseased
[PA. Dyslipidemia was more frequent in carotid disease, and patients with infrapopliteal disease were significantly
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Figure 1. (a) Hematoxylin eosin (HE) staining showing microcalcification, sheet calcification, nodular
calcification, and osteoid metaplasia. (b) Atherosclerotic plaque calcification distribution among arterial
territories (¥p << 0.05, ¥¥p < 0.01, and ***p < 0.001).

older and had a lower estimated glomerular filtration rate (eGFR) under 60 ml/min than patients with disease in
other territories.

Before surgery, patients were treated with statins in 68.6% of CA, 66.3% of FA and 68% of IPA cases. Patients
were treated with ACE inhibitor therapy in 61.6% of CA, 31.6% of FA, and 20% of TPA cases. Angiotensin 2 recep-
tor blockers were given to 22.6%, 15.8% and 8% of patients with CA, FA, and IPA, respectively. Patients received
another antihypertensive treatment, respectively, in 45.8%, 45.3% and 64% of CA, FA, and IPA cases. Diabetes
was treated in 22.9% of patients with CA, 34% of patients with FA and 64% of patients with type 2 diabetes had
metformin in 5.9%, 14.7% and 24% of CA, FA, and IPA cases respectively.

The nen-atherosclerotic group consisted of 62 patients (20 CA, 20 FA and 22 IPA), the mean age was 49.3
years, 47.3 years and 47.2 years for CA, FA, and IPA, respectively; 72.2% were men (65%, 75% and 77.3%, respec-
tively, in CA, FA, and TPA), 33.9% had current smoking (35%, 35% and 31.8% in CA, FA, and IPA, respectively);
24.2% had hypertension (30%, 20% and 22.7% in CA, FA, and IPA, respectively), 1.6% had diabetes (5% of CA);
9.7% had dyslipidemia (15%, 10% and 4.5% in CA, TA, and IPA, respectively), and 27.4% were obese (35%, 25%
and 22.7% in CA, FA, and IPA, respectively). Approximately 6.5% of non-atherosclerotic group had estimated
glomerular filtration under 60 ml/min {10% of CA, 5% of FA and none in IPA).

All diseased arteries presented with advanced atherosclerotic plaques and differentially encompassed the
main calcification types illustrated in Fig. 1a,b shows the distribution of calcification types according to arterial
territory.

Overall, FA were extensively calcified and presented more plaque calcification than CA (p =0.02).

Osteoid metaplasia was more frequent in FA than in CA (p < 0.0001) or IPA (p < 0.05). In contrast, CA devel-
oped more microcalcifications than FA (p =0.001). Sheet and nodular calcifications also varied among arterial
beds: FA presented with more sheet (p <0.0001) and more nodular calcification (p <0.0001) than CA. Forty-four
samples showed no calcification at all. In most cases, several types of calcification were present within the same
atherosclerotic plaque. On average, 1.6 types of calcifications were found in CA; 2.6 in FA and 1.5 in IPA.

Multivariate analysis comparing calcified vs non-calcified plaques showed that age (p =0.003), hypertension
{p=0.02) and territory (p = 0.007) were significantly associated with the presence of calcification in atheroscle-
rotic plaques. However, no significant association was identified between CRVF and type of calcification (osteoid
metaplasia, microcalcification, sheet calcification or nodular calcification) (Table 2).

Multivariate analysis further confirmed that arterial bed influences the presence of osteoid metaplasia, as FA
developed drastically more osteoid metaplasia than CA or IPA (p < 0.0001) (Fig. 2). Sheet and nodular calcifi-
cations also varied among arterial beds; FA presented more sheet (p < 0.0001) and more nodular calcification
{p < 0.0001) than CA.

K-means clustering of arterial territories. CVRF affect plaque development differently between arte-
rial beds, but they have minor effects on differential calcification in atherosclerosis lesions. We explored the
hypothesis that calcification heterogeneity might be directly derived from intrinsic vascular bed heterogeneity
by performing transcriptome analysis on atherosclerotic and healthy arteries from the CA, FA, and IPA ter-
ritories. We first obtained an overview of the functional annotations associated with each arterial territory by
using k-means clustering combined with Gene Ontology enrichment analysis. Atherosclerotic lesions display
clear arterial-territory-associated gene expression profiles (Fig. 3a). Of the ten clusters, all but one cluster (cluster
6) display differential expression between at least two arterial territories. In addition, all clusters were signifi-
cantly enriched in functional annotations. Clusters 7 to 10 show the most extreme expression differences, clearly
distinguishing CA vs. FA and IPA. Genes highly expressed in CA (clusters 9 and 10) were significantly enriched
in functional annotations related to immune response, lipid storage, lysosomal functicning, bone resorption,
hemostasis, extracellular matrix and apoptosis. Genes highly expressed in FA and IPA (clusters 7 and 8) were
significantly enriched in functional annotations related to extracellular matrix, angiogenesis, osteoblast differ-
entiation, regionalization, muscle contraction, endochondral bone morphogenesis, cell adhesion, synapse and
transcription. Although the expression profiles of atherosclerotic FA and IPA were similar, some functions appear
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Tobacco n, (%) 41 (44.6) 78(84.8) | 74(804) |25(27.2) |17(15.6)
Hypertension n, (%) 79 (41.6) 160(84.2) |145(763) |42(22.1) |26013.2)
Diabetes mellitus n, (%) | 28 (39.4) 64(90.1) |55(775) | 20(282) |[10(14.7)
Dyslipidemia n, (%) 67 (40.6) 140(84.8) |132(80.0) |40(242) |[31067
Mean age ( +5D) 71410 70411 72412 71410 66410
Sex (male) n, (%) 69 (36.9) 160(85.6) | 146(78.1) |43(23.0) |28(14.2)
Cbesity n, (%) 20(54.1) 33(89.2) | 29(78.4) 7(189) 6(15.8)
eGFR< 60ml/minn, (%) | 25(39.1) 54(84.4) | 44(68.8) 15(234) |7(117)

Table 2. Frequency of cardiovascular risk factors in calcification subtypes. No significant link was found
between risk factors and calcification subtypes. (OM: osteoid metaplasia; SD: standard deviation; eGFR:
estimated glomerular filtration rate).

a Osteoid metaplasia

FA vs CA - —a—

IPA vs CA 4 —a—
eGFR < 60 ml/min -
Obesity -
Dyslipidemia -
Diabetes mellitus —a—
Hypertension -
Tobacco 4
Age A
Male 1

0.1 1 10

FAvs CAl—a—
IPA vs CA - —_—.——
eGFR < 60 ml/min 4 —_—
Obesity 4 —a—
Dyslipidemia —a——
Diabetes mellitus -
Hypertension -
Tobacco 4
Age -
Male 4 —a
0.1 1 10

Figure 2. Forrest plot of relationships between cardiovascular risk factors, arterial territories and osteoid
metaplasia (a) or microcalcification (b). Arterial territories influence the type of plaque calcification, whereas
cardiovascular risk factors are not associated with the type of calcification. (CA: carotid arteries, FA: femoral
arteries, IPA: infrapopliteal arteries, eGFR: estimated glomerular filtration rate)

to be differently affected in both arterial territories. Genes involved in hematopoiesis, apoptosis, transcription,
angiogenesis and inflammatory response (cluster 1) were more highly expressed in FA than in IPA. The opposite
was observed for genes involved in protein lipidation, zinc ion binding and transcription (cluster 4). In healthy
arteries without atherosclerotic lesions, we also identified associations between arterial territories and functional
annotations, albeit to a lesser extent (Fig. 3b). As in the pathological arteries, genes associated with immune
response, cholesterol storage, apoptosis, lysosome and bone resorption (cluster 4) were more highly expressed
in CA than in FA and IPA, whereas genes involved in muscle contraction and regionalization had lower expres-
sion in CA than in FA and IPA (cluster 9). Differences between the pathological and healthy tissues were also
observed. In healthy arteries, functional annotations associated with the genes from cluster 10 (including osteo-
blast proliferation and pattern specification process) were affected by up-regulation in CA compared to FA and
IPA. This result was not found in pathological arteries.

Differential gene expression analysis of arterial territories. Two-class SAM analysis (FDR=0)
between the different arterial territories identified a large number of differentially expressed genes in atheroscle-
rotic arteries. The number of differential genes seemed to be proportional to the anatomical distance between the
arterial territories: 5,181 genes between CA and IPA, 3,836 genes between CA and FA and 257 genes between FA
and IPA. As shown schematically in Fig. 4 (left side), genes that were differentially expressed between CA and
FA largely overlapped those that were differentially expressed between CA and IPA. In healthy arteries, we also
identified genes that were differentially expressed between the three arterial territories (Fig. 4, right side). Again,
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Figure 3. K-means clustering and GO enrichment analysis of (a) atherosclerotic and (b) healthy arteries. Gene
expression is presented as a colored matrix in which each row represents a gene and each column represents

a sample. Green, black and red correspond to lower values, median values and higher values, respectively.
Representative enriched Gene Ontology terms (FDR < 5%) are indicated within each cluster. Within each
cluster, the average of all probes was calculated for each sample. These average values were then compared
between the arterial territories with Student’s t-test. Inter-territorial comparisons with p < 0.01 are indicated by
horizontal arrows on the left side of the clusters. White = CA = carotid artery; light gray = FA = femoral artery;
dark gray = [PA = infrapopliteal artery.

CAvs. FA

FAvs. IPA’ i

Figure 4. Proportional Venn diagram of differentially expressed genes between 3 arterial territories in

atherosclerotic and healthy arteries according to two-class SAM analysis*’.

the number of differential genes seemed proportional to the anatomical distance: 215 genes between CA and IPA,
201 genes between CA and FA and 8 genes between FA and TPA. For atherosclerotic arteries, anatomical distance
was reflected by a substantial overlap between genes that were differentially expressed between CA and IPA and
between CA and FA. However, this overlap was relatively smaller in healthy arteries than in atherosclerotic arter-
ies, pointing towards a more territorial-specific gene expression profile in healthy arteries. All genes are listed in
Supplementary File 1.
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Carotid vs Femoral

Atherosclerotic arteries Healthy arteries

e Gene name B Gene name FC
symbol symbol
Up-regulated
MMP7 Matrix Metallopeptidase 7 6.0 |CCL18 C-C Motif Chemokine Ligand 18 10.4
APOC1 Apolipoprotein C1 5.1 | HAND2 Heart and Neural Crest Derivatives Expressed 2 4.6
MMP12 Matrix Metallopeptidase 12 47 |KeNK17 Potassium Two Pore Domain Channel Subfamily K 44
Member 17
HsasTz | Heparan Sulfate-Glucosamine 3- 3.7 |HAND2AS1 | HAND2 Antisense RNA 1 44
Sulfotransferase 2
HTRA4 htrA Serine Peptidase 4 3.6 |SPINT2 Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 2 3.6
Polycystin 2 Like 1, Transient Receptor Microtubule Associated Tumor Suppressor
PKD2L1 Potential Cation Channel 35 |MTUS2 Candidate 2 32
CHIT1 Chitinase 1 3.4 |RBP4 Retinol Binding Protein 4 3.0
MMP1 Matrix Metallopeptidase 1 3.3 |CCDC146 | Coiled-Coil Domain Containing 146 3.0
CHILY Chitinase 3 Like 1 33 |Hs3sT2 ;ieparan Sulfate-Glucosamine 3-Sulfotransferase 29
IL411 Interleukin 4 Induced 1 32 |cLEcagpq | CTyee Lectin Domain Family 4 Member G 29
Pseudogene 1
Down -regulated

HOXCB Homecbox C8 -9.9 | HOXCS Homeobox C9 -11.4
HOXC9 Homeobox C9 -9.3 | HOXC6 Homeobox C6 93
HOXC4 Homeobox C4 -6.2 [HOTAIR HOX Transcript Antisense RNA 6.7
HOXA7 Homeobox A7 -6.1 | HOXA7 Homeobox A7 5.9
DES Desmin -55 | EMX208 EMX2 Opposite Strand/Antisense RNA -5.7
HOTAIR HOX Transcript Antisense RNA -5.4 | HOXC4 Homeobox C4 53
PITX1 Paired Like Homeodomain 1 -4.4 | EMX2 Empty Spiracles Homeobox 2 -5.2
HOXA9 Homeobox A9 -4.3 | HOXA9 Homeobox A9 -5.2
HOXC8 Homeobox C8 -4.2 | SLN Sarcolipin -5.2
CXCL14 C-X-C Motif Chemokine Ligand 14 -4.1 | DES Desmin -5.2

Carotid vs Infrapopliteal

Atherosclerotic arteries Healthy arteries

o Gene name FC S Gene name FC
symbol symbol
Up-regulated
MMP7 Matrix Metallopeptidase 7 14.2 | RBP4 Retinol Binding Protein 4 4.1
MMP12 Matrix Metallopeptidase 12 1256 | MTUS2 Microtubule Associated Tumor Suppressor 41
Candidate 2
. . Potassium Two Pore Domain Channel Subfamily K
APOC1 Apolipoprotein C1 9.3 |KCNK17 Member 17 35
CCL18 C-C Motif Chemokine Ligand 18 8.7 | SPINT2 Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 2 34
SPP1 Secreted Phosphoprotein 1 7.4 | PLINA Perilipin 4 3.0
MARCO g"::l;f::ge Receptor with Collagenous | g 5 | pjanp PILR Alpha Associated Neural Protein 29
. . Family with Sequence Similarity 19 Member A5,
MMP9 Matrix Metallopeptidase 9 6.1 | FAM19A5 C.C Motif Chemokine Like 27
Hgagrz | Heparan Sufate-Glucosamine 3- 60 |MS4a4A [ Membrane Spanning 4-Domains A4A 27
Sulfotransferase 2
CHIT1 Chitinase 1 5.7 | COL4A4 Collagen Type IV Alpha 4 Chain 2.7
IL1RN Interleukin 1 Receptor Antagonist 56 |CECR1 Cat Eye Syndrome Chromosome Region, 27
Candidate 1
Down -regulated
HOXC6 Homecbox C6 -9.9 | HOXC9 Homeobox C9 -8.5
HOXC9 Homeobox C9 -9.3 | HOXC6 Homeobox C6 -7.6
HOXC4 Homeobox C4 -6.2 | HOXA9 Homeobox AS 7.1
HOXA7 Homeobox A7 -6.1 | EMX20S EMX2 Opposite Strand/Antisense RNA -6.4
DES Desmin -5.5 | HOXA7 Homeobox A7 -6.3
HOTAIR HOX Transcript Antisense RNA -5.4 | EMX2 Empty Spiracles Homeobox 2 -6.0
PITX1 Paired Like Homeodomain 1 -4.4 | HOTAIR HOX Transcript Antisense RNA -6.0
HOXA9 Homecbox A9 -4.3 | HOXC4 Homeobox C4 -5.2

Figure 5. Top 10 most differentially expressed genes between arterial territories in atherosclerotic and healthy
arteries after SAM analysis (FDR =09%). (IPA: infrapopliteal arteries, FC: fold changes, FDR: false discovery rate).

Figure 5 shows the top 10 most differentially expressed genes between the three arterial territories in both
atherosclerotic and healthy arteries. For atherosclerotic arteries, the results were very similar for the comparisons
between CA and FA and between CA and IPA: compared to both FA and IPA, CA displayed higher expression
levels of several matrix metallopeptidases (MMP7, MMP12, MMP1 (CA vs. FA only) and MMP9 (CA vs. IPA
only)} and lower expression levels of several homeobox genes (HOXA7, HOXA9, HOXC4, HOXC6, [IOXCS8
and HOXC9). The FA vs. [PA comparison revealed higher expression levels of AP-1 transcription factor complex
components (FOSB, FOS and ATF3) in A and lower expression levels of two bone-related genes (STMN2 and
CHI3L2) and two angiogenesis-related genes (ISM1 and SFRP1). Among the top 10 most differentially expressed
genes in healthy tissue, four genes were expressed at a higher level in CA than in both FA and [PA: KCNK17,
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SPINT2, MUTS2 and RBP4. CCL18, which is involved in inflam matory and immune responses, was the most dif-
ferential gene in CA vs. FA. Perilipin 4 (PLIN4), which is involved in the biogenesis of lipid droplets, was among
the genes that were expressed at a higher level in CA vs. IPA. As in atherosclerotic arteries, several homeobox
genes (HOXA7Y, HOXA9, HOXC4, HOXCs, HOXCY, and EMX2) were expressed at alower level in CA vs. both
FA and IPA in healthy arteries. Gene expression differences between healthy FA and IPA resembled those between
atherosclerotic FA and IPA with the involvement of AP-1 transcription factor complex components (more highly
expressed in FA) and vascular-development-associated gene HAND?2 (more highly expressed in [PA).

Figure 6 displays an overview of functional annotations enriched among differentially expressed genes
between CA and FA. Because of the limited number of genes differentially expressed between FA and TPA, we did
not include IPA in this analysis. In atherosclerotic tissue, genes that were more highly expressed in CA than in
EA are characterized by their association with inflammatory processes, including innate and adaptive immunity,
such as interleukin-1 production and antigen presentation. Genes that were more highly expressed in FA than in
CA show a clear enrichment of bone-development-associated functional categories. In healthy tissue, the smaller
number of genes differentially expressed between CA and FA somewhat limited the analysis. However, we were
able to reveal an association between a higher expression in CA vs. FA and functional categories associated with
the immune system. Genes that were more highly expressed in FA than in CA healthy tissue were mostly involved
in muscle and skeletal system development. The full list of enriched GO terms is provided in Supplementary

File 2.

Calcification transcriptional signature of arterial territories.  To further focus on the association
between arterial territories and differential calcification, we selected genes involved in calcification-related
functions from those differentially expressed among the three arterial territories in control samples based on
multiclass SAM analysis. A total of 39 genes were selected based on the presence of the terms ‘bone; ‘cartilage]
‘mineralization’ or ‘skeletal development’ in their GO categories or on literature analysis. Figure 7 shows that
two-way hierarchical clustering based on these 39 calcification-related genes separated the control arteries into
three groups: One group - very distinct from the other two groups - consisting only of carotid arteries, one group
consisting mainly of femoral arteries, and one group consisting mainly of infra-popliteal arteries. Two main gene
expression profiles — separated by a solid white horizontal line in Fig. 7 - are responsible for this separation: A
group of 11 genes with a significant higher expression level in CA than in FA and IPA, and a group of 28 genes
with an inverse profile. Among these 39 genes, six (denoted with an asterisk in Fig. 7) have been associated with
negative effects on bone formation and they all display a higher gene expression level in CA than in FA and [PA.
HAND?2 shows the most consistent lowest expression level in all FA samples. Dotted horizontal lines in Fig. 7
delineate gene clusters with differential expression between each arterial bed.

Discussion

This study further demonstrates calcification plaque heterogeneity among peripheral arteries. Osteoid metapla-
sia is very frequent in FA, whereas microcalcifications are more prominent in CA. QOur results show that plaque
calcification types are not linked to CVRF, whereas CVRF specifically associate with peripheral territory in ather-
osclerosis. This finding is supported by previous studies showing that tobacco induces more lesions in arteries of
the lower limbs than in cerebral or coronary arteries and that hypertension favors intracranial atheroma®'%, Older
age, male sex, diabetes, heart failure, and critical limb ischemia are associated with distal disease, whereas female
sex, smoking, hypertension, dyslipidemia, coronary heart disease, cerebrovascular disease, chronic obstructive
pulmonary disease, and critical limb ischemia are associated with proximal disease. In patients with PAD, prox-
imal and distal disease locations are associated with distinct risk factors and comorbidity profiles. Distal disease
is associated with worse survival even after adjustment for risk factors, comorbidities, and resting ankle brachial
index®. Accordingly, we report in our study that tobacco use was more frequent among patients undergoing fem-
oral endarterectomy than among those who underwent carotid endarterectomy and that dyslipidemia was more
frequent among the latter group.

Plaque calcification and morphology have also been reported to be linked to chronic kidney disease, insulin
resistance and dyslipidemia in patients with PAD®. However, even though CVRF have an impact on the location
of disease progression, they do not appear to have a significant impact on the type of calcification according to
our findings; age and hypertension are the only CVRF associated with vascular calcification. Age potentially
reflects the progression of disease, and hypertension may reflect the extent of calcification rather than act as a
causal factor

Altogether, these results further reveal a high degree of heterogeneity among arterial beds, as they are dif-
ferentially associated with CVRF in atherosclerosis development, developing distinct plaques and calcification
types®37+%%, A rterial biological heterogeneity, which may be directly responsible for these discrepancies, has also
been repeatedly observed clinically. Long term outcomes after open surgery show drastic differences depending
on the area treated. The infra renal aorta and its branches (including FA) has greater atherosclerosis recurrence
than the aortic arch or the celiac aorta®. Stenting results also suggest arterial heterogeneity depending on the
treatment area. Clinical studies have shown that rates of intra-stent restenosis vary considerably from one arte-
rial location to another: the frequency of restenosis at one year is between 6 and 9% at the carotid level, 20% at
the common femoral level and between 30 and 40% at the superficial femoral level?**~*, For arteries of smaller
caliber, such as leg arteries, the intra-stent restenosis rates (30-50%) exceed those observed in the coronary artery
(10-35%)*>*4. Moreover, restenosis progression differs between arterial beds. The risk of restenosis in coronary
arteries has been shown to reach a plateau at six months*>. For FA, the plateau occurs between 12 and 18 months?.

Arterial heterogeneity has thus been known for years, but little data are available at molecular level as evidence
tosupport this notion. We are the first to identify transcriptomic differences according to peripheral arterial beds
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Figure 6. REVIGO TreeMap view of GO terms enriched among up- (upper TreeMaps) or down-regulated
(lower TreeMaps) genes in CA vs. FA in atherosclerotic and healthy tissue. Input consisted of GO terms
enriched at FDR = 0% for atherosclerotic arteries or FDR < 5% for healthy arteries with at least 5 changed
genes per GO category. Each rectangle is a single cluster representative. The representatives are joined into
‘superclusters’ of loosely related terms that are visualized with distinct colors (indicated by centralized black
text). The size of the rectangles reflects the enrichment of the GO term.

for both atherosclerotic and healthy human arteries. Sulkava et al. analyzed the differential expression of major
pathways by comparing different pathological territories (CA, FA and abdominal aorta) to healthy internal tho-
racic arteries®. Arterial territory-associated gene expression changes were studied in only atherosclerotic arteries.
In agreement with their results, we identified several HOX genes that were expressed at a significant lower level
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Figure 7. Two-way hierarchical clustering of control arteries and calcification-related genes. Genes were
selected based on significant differential expression between the three arterial beds in control arteries
{multiclass SAM analysis, FDR = 0%} and an association with bone-related functions through literature analysis
or the presence of the terms ‘bone] ‘cartilage, ‘mineralization’ or ‘skeletal development’ in their GO categories.
Gene expression is presented as a coloured matrix where each row represents a gene and each column a sample.
Green, black and red correspond to lower values, median values and higher values, respectively. Colour coding
of the samples is as follows: blue = carotid arteries, orange = femoral arteries, vellow = infra-popliteal arteries.
The main branches of the gene and sample clusters are separated by white lines.

in atherosclerotic CA vs. FA. Some overlap (including HOXA2) was also identified between both gene lists with
significantly higher expression levels in atherosclerotic CA vs. FA. However, in contrast to their findings, we
identified higher expression of several MMPs in CA vs. FA. The comparison between both studies was limited by
the fact that Sulkava ef al. only included genes in this analysis that were differentially expressed in pathological vs.
healthy arteries. Furthermore, they did not directly compare the implication of canonical pathways in atheroscle-
rosis in different arterial beds; instead, they only listed pathways that they found to be involved in pathological
vs. healthy arteries. Therefore, their study provided ample results on genes involved in atherosclerosis in general,
but did not provide results on inter-territorial differences. Our study focused on the differences between carotid,
femoral and infrapopliteal arterial beds in both atherosclerotic and healthy tissue. Gene Ontology enrichment
analysis of k-means clusters clearly reflected the known histological characteristics of carotid vs. femoral athero-
sclerotic plaques’. The association of femoral plaques with the presence of bone-related features was illustrated by
an enrichment of genes involved in osteoblast differentiation and bone morphogenesis in these plaques. Examples
include the high expression levels of transforming growth factor beta 3 (TGFB3) and bone morphogenetic pro-
tein 2 (BMP), which have a synergistic effect of osteogenic differentiation*®. BMP2 kinase (BMP2K), which may
impair osteoblast differentiation, had reduced expression in femoral plaques®. Two structurally related members
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from the thrombospondin family (COMP and THBS3) were also among the femoral-plaque-specific genes. Both
of these extracellular matrix genes are involved in bone development, and COMP has been shown to be stimu-
lated by TGFB3*. The enrichment of immune response and lipid-related functional categories in carotid ather-
osclerotic arteries corresponded with the known enrichment of lipids and inflammatory cells in these plaques.
In our analysis focused on the identification of genes that were significantly differentially expressed between dis-
eased arterial beds, we consistently found key players in inflammation, matrix remodeling (MMPs), and numer-
ous HOX family genes. HOX genes encode transcription factors that play a key role in morphogenesis. Genes
regulated by HOX transcription factors are involved in development and skeletal differentiation.

These results most likely reflect the major differences in composition observed histologically between
lipid-rich and inflamed lesions in CA compared to fibrotic and heavily calcified plaques in FA**%. Qur study
identified gene expression changes between non-atherosclerotic arterial tissue from different arterial territories.
These results now allow us to distinguish between genes involved in atherosclerosis at the clinical stage of the
disease (e.g., metalloproteinases) and genes potentially involved in differential predisposition to the disease (HOX
genes and the AP-1 transcription factor complex). The differential representation of functional categories among
genes expressed in different arterial beds in healthy arteries displayed striking similarities to those in atheroscle-
rotic arteries. In both cases, genes involved in the immune system are more strongly expressed in CA thanin FA,
whereas genes involved in skeletal (bone) development and muscle function are more strongly expressed in FA
than in CA. These results are consistent with the type of lesions typically found in these locations. This important
finding suggests that arterial heterogeneity precludes the evolution of plaque fate and may be critical in predis-
posing arteries to the development of fibrosis and calcification.
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4. Etude des Micro RNA dans les processus des
calcifications artérielles periphériques

Les résultas des analyses transcriptomiques que nous avons réalisées ont montré qu’il existait
un nombre important de genes avec des expressions différentielles entre les différents
territoires, entre les artéres pathologiques et calcifiées, et entre les arteres saines. Une partie
de ces expressions différentielles peut étre due a la régulation de miARNS.

Pour tester cette hypothése nous avons réalisé une étude des miARN pouvant intervenir dans
la régulation des calcifications artérielles périphériques. Le croisement de nos données
transcriptomique avec un screening des principaux miARN humains nous permettra a la fois
de renforcer la pertinence de couples miARN/genes cible dans les calcifications
athéromateuses et 1’hétérogénéité artérielle, explorer le role intrinséque des miARN dans ce
processus, et nous donnera enfin un autre levier moléculaire pour proposer de nouveaux outils

diagnostiques et thérapeutiques.

4.1 Matériel et méthodes

Nous avons effectué une analyse de I’expression de 750 microARN au moyen de cartes
tagman microfluidiques pour les principaux miARN humains (Tagman Low Density Arrays,
Thermo Fischer). Cette étude a été réalisée sur 60 artéres : 20 arteres carotides pathologiques
(10 calcifiées, 10 non calcifiées), 20 artéeres fémorales pathologiques (toutes calcifiées, 10
ossifiées, 10 non ossifiées), 10 artéres carotides saines et 10 arteres fémorales saines. Ces

mémes échantillons avaient également été utilisés pour 1’analyse transcriptomique.

L’analyse globale des résultats des TLDA a été réalisée avec le logiciel : Expression Suite

Software v1.1 (Thermo Fischer).
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4.2 Reésultats

Nous avons dans un premier temps évalué les miARN qui étaient les plus associés aux
calcifications et a l'ossification au sein des arteres en distinguant les territoires artériels
carotidiens et fémoraux, les échantillons pathologiques fémoraux utilisés étant tous calcifiés.
Nous avons eégalement identifié les miARN qui semblent étre impliqués aussi bien au niveau
des territoires artériels fémoraux que carotidiens. Dans un second temps de l'analyse, nous
avons identifié les genes cibles des miARN ; puis nous avons regroupé ses génes cibles par
grandes fonctions et nous avons identifié des voies faisant intervenir miARN sur des cellules
d'intérét comme cellules musculaires lisses ou sur des voies d'intérét comme la calcification et

l'ossification.

Le niveau d'expression des miARN a été analysé au moyen d'un diagramme de répartition
évaluant le niveau d'expression de ces miARN en fonction des territoires calcifiés versus non

calcifiés, et ossifiés versus non ossifiés (Figure 30).

Les miIARN hsa-miARN-515-3p, hsa-miARN-497, hsa-miARN-136, hsa-miARN-183, hsa-
miARN-383, hsa-miARN-518e étaient associés aux calcifications carotidiennes. Les miARN
hsa-miARN-127-5p, hsa-miARN-640, hsa-miARN-183, hsa-miARN-155-5p, hsa-miARN-
548c étaient associés a 1’ossification au niveau des artéres fémorales. Ces miARN ont été
sélectionnés puisqu'apres une recherche bibliographique, il s'agit des miARN qui sont connus
pour étre impliqués dans les voies signalisations intracellulaires du calcium, ou la
différenciation des cellules musculaires lisses. Par ailleurs, les miARN-548c et 1278 ont été
sélectionnés puisqu'il s'agit des miARN les plus régulés au sein des arteres fémorales

ossifiées.
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518e 5,654
383 4223
136 3,678
497 3,370
5481 3,663
183 2,997
524 2,863
924 2,612
627 2,337
92b 2,353

0,037
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0,033
0,052
0,052
0,043
0,023
0,041
0,041
0,042
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Figure 30 : Diagramme de répartition des miARN au niveau des artéeres carotides en fonction de la présence ou

non de calcifications pariétales et au niveau des artéres fémorales en fonction de la présence ou non de plaque

d'athérome ossifiée de type métaplasie ostéoide. Chaque miARN, représenté par un point, est caractérisé selon

sa différence d’expression dans la condition calcifiée/ossifiée vs non calcifiée/non ossifiée respectivement en

abscisse, et selon la significativé de cette régulation en ordonée (valeur p statistique). Les miARNs sélectionnés

sont les mIARN sous exprimés (en vert) et sur exprimés (en rouge) de maniére significative (p<0.05) avec un

facteur supérieur a 2.

Outre ces miARN d’intérét, nous avons voulu identifier les miARN spécifiques des plaques et

du territoire fémoral, susceptibles de développer des calcifications ou des ossifications.
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Les stratégies d'identification des miARN associés aux calcifications, a 1’ossification, et aux

arteres fémorales sont présentées dans la figure 31.
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Figure 31 : MiARN spécifiquement exprimés par les calcifications, par les plaques ossifiées et
miARN spécifique des plaques fémorales. Diagramme de venn montrant les miARN communs

des plaques fémorales, des plaques ossifiées et les plaques calcifiées.

Certains des miARN identifiés et récoupés par ces différentes analyses croisées régulent
différents genes cibles intervenant dans des fonctions biologiques directement associées aux

CML vasculaire (Figure 32), ou sur les voies de signalisation du calcium (Figure 33).
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miRNA: hsa-miR-127-5p, 640, 183
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Figure 32: Géne cible interférant avec les miARN 127- 5p, 640,183, effet au niveau de la cellule musculaire

lisse avec un effet sur la vasoconstriction ou la vasodilatation.
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miRNA: hsa-miR-127-5p, 640, 183
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Figure 33 : Géne cible interférant avec les miARN 127-5p, 640,183 intervenants au niveau de la signalisation

calcique intracellulaire. En bleu sont représentés les différents genes cibles de ces miARN.

L’ensemble des geénes cible de ces miARN d’intérét, référencés par la base de donnees
miRWalk2.0, ont été regroupés en Cluster de grande fonction par I’analyse REVIGO. Lorsque
I'on s'intéresse aux artéres fémorales ossifiées par rapport aux artéres fémorales non ossifiées
notamment, on s'apercoit que les genes cibles des miARN d’intérét interviennent au niveau de
la résorption osseuse, de la différenciation des cellules mésenchymateuses, de la voie Wnt,
confirmant leur role potentiel dans les processus de minéralisation. lls régulent également de

facon négative le métabolisme cellulaire, et interviennent dans I'apoptose (Figure 34)
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Figure 34 : Cluster des grandes fonctions des genes cible des miARN différentiellement exprimés par les parois

des arteres fémorales ossifiées.

Nous avons ensuite évalué la probabilité que ces miARN aient un role dans la régulation des
calcifcations des arteres périphériques en analysant dans la littérature le lien entre les miARN
identifiés et des génes intervenant dans I’ossification, la minéralisation que nous avions
identifiés lors de D’analyse de I’expression génique différentielle danss notre étude

transcriptomique.

Les sites suivants reférencant les mi-ARN et leurs cibles ont été utilisé pour cette analyse :

http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php ;

http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/miRpub.html ;

http://www.mirdb.org ; http://34.236.212.39/microrna/home.do.

Le miARN-1278 pourrait réguler le géne CXCL14 qui intervient dans le chimiotactisme des
cellules immunitaires participant a leurs recrurement ; le miARN-497 la calponin 1 (CNNL1)
qui est protéine cytosquelettique de base des CML, elle régule a la baisse pendant la
dédifférenciation du des CML vasculaires ; le miARN-136 la substance amyloide 2 (SAA2)
qui intervient dans les processus inflammatoires et le miARN-554 la Phospholipase A2
Groupe VII (PLA2G7) qui est une enzyme modulant I’action du facteur d'activation des

plaquettes.
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5. Discussion

5.1 Les processus de calcification artériel sont complexes avec des
mécanismes communs mais également des différences
particulieres en fonctions des territoires qui restent a élucider

Ce travail s’est appuyé sur deux biocollections humaines (ECLA et ECLAGEN) de patients
avec des plaques d’athérosclérose dans les arteres périphériques. Le premier axe de travail a
confirmé et étendu les constatations réalisées dans des études précédentes sur les
calcifications artérielles périphériques en réunissant les deux biocollections avec une analyse
en aveugle standardisée. Ainsi, nous avons constaté 1’hétérogénéité des quatre types de
calcifications : microcalcifications/ calcifications a centre clair, calcification en feuille,
calcification nodulaire et la métapasie ostéoide dans 5 localisations anatomiques. A I’instar
des etudes précédentes [254,421], les arteres carotides présentaient préférentiellement plus de
microcalcification que les autres territoires alors que la métaplasie ostéoide était largement

plus fréquente au niveau des arteres fémorales.

Nous avons dans un premier temps évaluer le lien entre les facteurs de risque cardiovasculaire
conventionnels et les différents types de calcification, puisque les facteurs de risque
cardiovasculaire impactent de facon différente les territoires artériels, comme la dyslipidémie
au niveau carotidien, ou le diabete et le tabagisme au niveau des arteres des membres
inférieurs [420], mais aucun de ces facteurs classiques n'était associé un type particulier de
calcification ; le seul élément associé aux sous types de calcifications est le territoire
artérielle, territoire fémoral pour la métaplasie ostéoide et territoire carotidien pour les
microcalcifications/clear center. L hypertension artérielle était associée aux calcifications en
général, il est difficile de savoir, dans I'état actuel des connaissances, si les calcifications
engendrant la rigidité artérielle sont a l'origine de I'nypertension ; ou si I'hypertension est la
conséquence de I’augmentation de rigidité artérielle liée aux calcifications. Par la suite, pour
expliquer ces différences de calcifications en fonction des territoires artériels, nous avons
pratiqué une analyse transcriptomique avec une analyse de l'expression differentielle des
géenes. Cette étude a permis de ségréger les arteres en fonction de 1’origine anatomique par
I'expression génique différentielle.

Cette ségrégation transcriptomique en fonction du territoire artériel existe sur les arteres

athéromateuses comme sur les artéres saines.

119



L'analyse en Cluster de grande fonction a mis en évidence une surexpression forte au niveau
des carotides athéromateuses des génes impliqués dans les processus inflammatoires, de
I'immunité innée et adaptative, comme la production d'interleukine-1 et la présentation de
I'antigene, dans le stockage des lipides, la résorption osseuse, la matrice extracellulaire et
I'apoptose. Alors qu'au niveau des artéres fémorales et infra poplitées on observait une
régulation importante de génes en rapport avec la matrice extracellulaire, I'angiogenese la
différenciation ostéoblastique, la minéralisation, la contraction musculaire, la morphologie
osseuse ou l'adhésion cellulaire. Ces différences refletent des compositions de plaques
differentes et confirment une récente étude de Sulkava et al [422].

Dans le tissu sain, nous avons été en mesure de réveler une association entre une expression
plus élevée dans les carotides et des catégories fonctionnelles associées au systeme
immunitaire. Les génes qui étaient plus fortement exprimés dans les fémorales des tissus sains
étaient principalement impliqués dans le développement des muscles et du squelette. Puis
nous avons sélectionné les genes en rapport avec des calcifications parmi tous les genes
différentiellement exprimés entre territoires sains. Trente-neuf génes associés a l'os, au
cartilage, a la minéralisation ont éte sélectionnés. De maniére intéressante, l'expression
différentielle de ces seuls 39 génes suffit a ségréger les artéres en fonction du territoire

carotidien, fémoral ou infra poplitées.

Lorsque I'on fait une analyse plus focale, en regardant I'expression d'un seul géne, on constate
que les carotides avec des lésions d’athérosclérose présentaient des niveaux d'expression plus
élevés de plusieurs métallopeptidases matricielles (MMP7, MMP12, MMP1 (CA vs. FA) et
MMP9 (CA vs. IPA)) et des niveaux d'expression plus faibles de plusieurs génes homéotiques
(HOXA7, HOXA9, HOXC4, HOXC6, HOXC8 et HOXC9). Parmi les 10 genes les plus
différentiellement exprimés dans le tissu sain, quatre genes ont été exprimés a un niveau plus
élevé dans les carotides que dans arteres des membres inférieurs : KCNK17, SPINT2,
MUTS2 et RBP4. Comme dans les arteres athéroscléreuses, plusieurs génes homéobox
(HOXAT7, HOXA9, HOXC4, HOXC6, HOXC9 et EMX2) ont été exprimés a un niveau
inférieur dans les carotides par rapport aux artéres des membres inférieurs dans les artéres

saines.

Ces données recoupent les travaux de Sulkava et al qui retrouvaient également une
hétérogénéité dans I'expression génique en fonction des territoires artériels. Notre étude ainsi
que celle des finlandais, ont retrouvé des molécules et des voies de signalisation cellulaires
similaires. Sulkava et al ont montré que les géenes les plus régulés entre les artéres saines et

athéroscléreuse étaient l'ostéopontine et plusieurs MMP, et les plus régulés étaient les
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effecteurs de mort cellulaire (CIDEC, CIDEA) et I'apolipoprotéine D. En outre, 156 voies ont
été differentiellement exprimées dans les plaques athérosclérotiques, principalement liées a
I'inflammation, en particulier liés au trafic et a la signalisation des leucocytes [422].

Dans I'étude finlandaise, MMP 7, 9,12 et MMP9 comme de facon intéressante PLA2G7 (cible
potentielle de miARN d’intérét) étaient des génes différentiellement exprimés entre les artéres
athéroscléreuses et les contrdles artériels thoraciques internes. De plus, lorsque I'on analyse
I'expression différentielle génique, on constate que les genes HOXC6, HOXC8, HOXADS,
HOXC4 et HOXA9 sont moins exprimés dans les carotides que dans les fémorales ce qui est
tout a fait concordant avec nos résultats. Par ailleurs, les voies canoniques les plus
differentiellement exprimées par rapport au controle regroupaient les voies la fibrose
hépatique, de la maturation des cellules dendritiques, du signal axonal, de I'adhésion et la
diapédese leucocytaire, des interactions entre les cellules dendritiques et les cellules NK, de la
présentation d'antigéne et I'extravasation leucocytaire. Alors que les voies canonique
différentiellement exprimées au niveau des fémorales par rapport au contréle était
I'extravasation leucocytaire, la fibrose hépatique, la maturation des cellules dendritiques, la
présentation d'antigéne, l'intervention des macrophages des fibroblastes des cellules
endothéliales au cours des processus inflammatoires rhumatismaux, I'adhésion de la diapédése
leucocytaire, le signal TREM1[422].

Cependant la force de notre travail est d'avoir fait des comparaisons entre les différents
territoires sur le territoire sain comme pathologique et d'avoir poursuivi les explorations sur
les CML isolées de territoire sain, alors que I'équipe finlandaise avait utilisé comme

comparateur l'artere thoracique interne.

De maniére plus surprenante, des différences importantes ont également été retrouvées pour
les artéres saines, les artéres carotides exprimaient également plus de genes associés a la
réponse immunitaire, au stockage du cholestérol, a I'apoptose et a la résorption osseuse alors
que les arteres fémorales et infra poplitées exprimaient plus la contraction musculaire et la
régionalisation. Le nombre de géne différentiellement exprimés était moindre dans les arteres
saines que dans les artéres pathologiques. Au vu de ces résultats, nous formulons I'nypothese
qu'il est possible que chaque territoire artériel posséde une signature génomique propre qui
prédispose au développement d'un certain type de plaque d'athérome et d'un certain type de
calcification. Ces différentes d'identités pourraient étre expliquées par des processus
épigénétique en particulier par I’intermédiaire des miARN avec une régulation prédisposant a

l'ossification au niveau du territoire fémoral.
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Il est envisageable qu'un des fondements de cette hétérogenéité artérielle découle de
I'embryogenese et des processus cellulaires qui y sont associés, puisque les différents
territoires artériels ont une origine embryologique distinctes [264], dans cette hypothése on
voit que les génes HOX associés a la régionnalisations, c'est-a-dire la répartition dans I'espace
des différents organes et structures physiologiques, sont exprimés de facon différentielle en
fonction des territoires, le role de ces génes HOX dans la calcification artérielle est

pleinement & étudier.

5.2 Différents types de plaques et différents types de calcifications

Pour expliquer la présence de différents types de calcifications artérielles, microcalcifications,
calcifications nodulaires, calcifications en feuillets, métaplasie ostéoide, plusieurs hypothéses
sont possibles :

Une des hypotheses est que la formation de calcifications artérielles reproduit 1’ossification
physiologique, la présence d'un tissu ostéoide dans une lésion artérielle serait la forme la plus
aboutie de la minéralisation. Elle pourrait refléter un processus évoluant de longue date
d'abord par une minéralisation peu structurée puis évoluerait vers un tissu minéral plus
complexe avec une forme organisée [281].

Plusieurs types de calcifications artérielles peuvent préexister au sein d'une méme lésion
d'athérosclérose. La métaplasie ostéoide n'étant pas la calcification qui prédomine dans la
Iésion athérosclérotique. Cette hypothese suggére que les autres types de calcifications sont
des formes moins évoluées qui ne serait pas encore au stade de la métaplasie ostéoide.
Environ 15 a 20% des valves et des vaisseaux calcifiés contiennent de I'os trabéculaire
complexe sur le plan architectural [179,337,423,424]. |1l n'est pas certain qu'il existe un
continuum entre les différents types de plaques. Sur les données de notre travail comme dans
celui de Dalager et al.[425] nous formulons I’hypothése que les plaques sont différentes en
fonction des territoires et qu'elles ne passent pas par tous les types de calcifications. En effet,
dans notre biocollection nous n'avons que tres rarement retrouvé des microcalcifications au
niveau des artéres fémorales alors que les calcifications en feuille et nodulaires étaient
fortement représentées suggérant des mécanismes de calcification différents au niveau des
plagues avec des évolutions différentes selon les territoires; cette hypothése reste a

démontrer.
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La minéralisation du tissu et des plaques pourraient étre le produit de plusieurs mécanismes
qui peuvent coexister au sein d'une méme paroi artérielle calcifiée [260,426,427]. Dans cette
hypothése, les vésicules matricielles et les corps apoptotiques issus des cellules de la plaque
formeraient un environnement propice a l'agrégation de cristaux et a la minéralisation. Cet
environnement pourrait induire la différenciation ostéogénique de précurseurs cellulaire
environnant. La calcification artérielle est, ainsi, un processus actif contrélé par des cellules
qui favorisent l'ossification par I'expression de facteurs de croissance ostéogéniques, de
protéines matricielles et d'autres molécules apparentées aux ostéoblastes dans les tissus
squelettiques [428-430]. Ces processus faisant intervenir les vésicules matricielles et
differents types cellulaires peuvent étre d'une part responsable de la présence des différents
sous types de calcifications par des interactions distinctes qui dépendent de I'environnement
cytokinique mais également des contraintes hémodynamiques. Ainsi, on peut s'interroger sur
la présence d'ossification au niveau de l'intima des artéres fémorales, les procédés qui sous-
tendent a la métaplasie ostéoide font peut-étre partie de l'identité biologique des arteres

fémorales dans des conditions rhéologiques et cytokinique particuliére.

L'origine des cellules de type ostéoblastique dans la calcification vasculaire est controversée,
mais une possibilité est que ces cellules proviennent de la paroi du vaisseau lui-méme. Ces
cellules, également connues sous le nom de cellules vasculaires calcifiantes (CVC), se sont
avérées donner naissance a de multiples lignées de cellules mésenchymateuses, y compris des
ostéoblastes [430-432]. Alternativement, les cellules de type ostéoblastique pourraient
provenir de précurseurs mésenchymateux circulants endogeénes tels que certaines sous-
populations de monocytes CD14 ayant un potentiel similaire [433]. D'autres équipes ont
suggéré que la migration des péricytes adventitiels ou des myofibroblastes dans la paroi
vasculaire représente la population de cellules minéralisantes dans la calcification artérielle au
cours du diabete [282,434]. Une autre possibilité est que les cellules endothéliales elles-
mémes subissent une transition endothéliale-mésenchymateuse et une différenciation
ostéogénique [342,435,436]. Les CML peuvent également participer a ces processus de
calcification car elles sont capables d'adopter un certain nombre de phénotypes, y compris des
phénotypes procalcifiant (ostéogéniques, chondrocytaires, ostéoclastes), adipogéniques et
macrophagiques [268].

La calcification intimale athéroscléreuse, de loin, la forme la plus prévalente de vasculopathie
calcifiante, peut procéder a [l'ossification vasculaire par un processus d'ossification
endochondrale [437]. Initialement, les oxylipides inflammatoires et les oxystérols dérivés du

cholestérol LDL et du peroxyde d'hydrogéne s'accumulant aux niveaux sous-intimaux
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conduisent a une calcification intimale athérosclérotique en activant la BMP2 ostéogénique et
la trans-différenciation Runx2 / Cbfal des CML vasculaires en chondrocytes et ostéoblastes
[221,281,428]. Le recrutement de CVC fournirait une source supplémentaire
d'ostéoprogéniteurs [191]. Les CML vasculaires et les CVC produisent des vésicules
matricielles minéralisantes et des corps apoptotiques qui favorisent la minéralisation
[427,438,439]. Il a été montré que les arteres calcifiées et les cellules vasculaires cultivées
expriment des protéines de la matrice osseuse et des facteurs régulateurs tels que
ostéopontine, MGP, sialoprotéine osseuse, ostéonectine, collagéne | et ostéocalcine [440-
443].

Il semble plausible que les plaques ossifiées soient structurellement plus stables et donc moins
sujettes a la rupture de la plaque [179]. De méme, il a été proposé que l'ossification se produit
comme un mécanisme adaptatif pour englober les sites inflammatoires afin de limiter la
propagation des processus nocifs et protéger les tissus voisins [440]. Les plaques ossifiées
pourraient avoir un role indirect sur I'nypertension artérielle, en raison de la rigidification de
la paroi vasculaire, cette majoration de la pression artérielle augmente le stress mécanique sur

les autres plaques avec un potentiel risque de déstabilisation.

Il semble également important de distinguer les calcifications intimales et médiales
puisqu'elles surviennent dans des arteres de calibre de différents, elles ne sont pas favorisées
par les mémes facteurs de risque cardiovasculaire. Les calcifications intimales résulteraient
d'un processus proche de l'ossification alors que les calcifications médiales rencontrées le plus
souvent au cours de l'insuffisance rénale chronique, du diabete seraient secondaires a des
troubles du métabolisme phosphocalcique [209,374,444]. Les calcifications médiales sont sur
le plan morphologique trés proche des calcifications en feuille que nous avons retrouvé au
cours de ce travail. En outre, il existe une interrelation entre le métabolisme phosphocalcique
et les calcifications vasculaires puisque certains travaux ont mis en évidence que l'ostéoporose
était un facteur de risque indépendant de calcifications de l'aorte abdominale est de risque
d'augmentation d'épaisseur intima média au niveau des carotides [445].

Il existe de fortes similarités entre le tissu osseux et formation des ossifications artérielles,
cependant ces tissus ne sont pas soumis aux mémes contraintes mécaniques. Ces contraintes
mécaniques influx fortement sur I'aspect, I'organisation du tissu osseux, les ostéocytes des
fémurs ont une organisation différente de ceux présents au niveau des os du créne. Ceci

suggere que si les mécanismes conduisant a la formation du tissu minéralisées sont similaires
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dans les artéres et dans le tissu osseux, l'organisation finale du tissu minéralisé peut-étre tout a

fait différente en fonction des contraintes locales propres a chaque tissu.

5.3 Evaluation de I’'impliction du TGFp dans le processus de
calcification des arteres fémorales.

Nous avons mieux estime le lien entre les types de cellules et les calcifications en analysant
leur proximité spatiale. Les calcifications en feuille se développent principalement a
proximité des parties fibreuses riches en CML, tandis que les macrophages se trouvent
souvent a proximité ou en contact direct avec les nodules calcifiés, suggerant une implication
directe de ces types de cellules dans leur formation respective. La localisation rapprochée des
CML et des calcifications médiales des plaques chez les patients souffrant d'insuffisance
rénale chronique plaide en faveur d'un role direct de la CML dans la minéralisation, fort de

leur capacité a se transdifférencier en cellules ostéoblastiques.

Les CML vasculaires fémorales montrent une propention plus importante a minéraliser par
rapport aux autres territoires. Cette capacité différentielle a minéraliser est également reflétée
par une augmentation marquée de I'expression des marqueurs ostéoblastiques (runx2,
phosphatase alcaline, ostéopontine) dans la CML vasculaire fémorale par rapport a d'autres
lits artériels. Les capacités de minéralisation des CML étaient en corrélation avec I'étendue de
la calcification de la plaque observée dans les lésions des patients, suggérant que les
susceptibilités spécifiqgues des CML a minéraliser pourraient directement contribuer a
I'nétérogénéité de la calcification athéromateuse dans les artéres périphériques Ces résultats
laissent a penser qu'il existe une hétérogénéité phénotypique au sein des CML vasculaires, il
est possible qu'elles aient une hétérogénéité intrinseque qui dépend d'une part du territoire

artériel mais également de facteurs locaux comme 1’hémodynamique.

L’analyse transcriptomique a montré que certains génes étaient régulés a la baisse dans les
arteres fémorales. Ce groupe contenait des genes impliqués dans l'ossification et la
localisation des lipides. Par ailleurs, d’autres genes étaient spécifiquement surexprimés dans
les artéres fémorales par rapport aux autres lits vasculaires, nous avons trouvé 19 membres de
la signalisation TGFp. Ceci suggere que la signalisation TGFf pourrait jouer un rdle dans les
capacités de minéralisation des CML en fonction de leur origine anatomique. Le TGFp est en

particulier un régulateur clé du commutateur phénotypique des CML conduisant a la
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migration de CML, a la prolifération, a la production de matrice, mais aussi a la
minéralisation [29,44,45].

L'analyse gPCR dans les CML fémorales a confirmé le role de TGFBR1 et de molécules
apparentées a la signalisation de TGFR (smad7, serpine, bambi), dans les processus de

calcification.

Le TGFB a déa été rapporté dans le processus de minéralisation cellulaire et la
transdifférenciation des cellules vasculaires dans les cellules ostéoblastiques [27-29], nous
avons postulé qu'une forte propension des cellules fémorales a se minéraliser pourrait dériver
d'une présence accrue de la signalisation TGFB. Nous avons montré que l'utilisation d'un
inhibiteur du TGFp était suffisante pour prévenir efficacement la minéralisation des cellules
fémorales, mais pas pour les CML carotidiennes, confirmant un rdle spécifique de la

signalisation du TGFf dans la minéralisation CML d'une maniere dépendante anatomique.

Les études cliniques montrent des différences dans le comportement des territoires artériels en
terme de resténose intrastent : au niveau des artéres carotidiennes les resténoses intrastent
surviennent dans 3,4% des cas [446] ; alors que les taux de resténose apres I'implantation d'un
stent de 1’artére fémorale superficielle sont de 30% a 40% (en particulier la resténose tardive)
[447]. Les calcifications peuvent influer sur les resténose intrastent, ainsi, les calcifications
présentes au niveau du bulbe carotidien seraient un facteur modérément protecteur de la
reténose [448,449]. Par ailleurs, certains travaux fondamentaux sur des stent imprégnés de
« gene silencer pyrrole-imidazole » qui est un inhibiteur du TGF bétal ont montré une
réduction de [I'hyperplasie intimale [450]. Actuellement, les prises en charges
interventionnelles des plaques carotidiennes et fémorales utilisent des matériels différents, que
ce soit en termes de ballon d'angioplastie ou de stent. Ces pratiques sont en lien avec les
caractéristiques propres de chaque territoire. Il est tout a fait possible d'imaginer, que dans un
avenir proche, les matériels de traitement endovasculaire des lésions artérielles périphériques
soient imprégnés de substances pharmacoactives différentes selon les territoires, en lien avec
leurs expressions moléculaires. Des thérapeutiques systémiques utilisant la voie du TGF ne
semblent pas envisageables pour le moment en raison du caractére pléiotrope de cette voie qui
intervient dans trés nombreuses fonctions cellulaires et dont I'effet systémique serait délétere.
Cependant une utilisation locale peut étre envisagée a condition que la substance ne diffuse

pas du site opératoire.
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5.4 Elements apportés par ce travalil

On observe une hétérogénéité a différents niveaux ; d'une part une hétérogénéité dans le type
de plaque d'athérosclérose avec certaines plus ou moins riche en lipides, plus ou moins
infiltrées par des cellules inflammatoires, plus ou moins fibreuses et plus ou moins calcifiées ;
d'autre part une hétérogéneité dans le type de calcification des plaques avec quatre grand
sous-types. Il existe également une hétérogénéité au sein des arteres saines et des CML
vasculaires issues de ces territoires, puisqu'ils certains génes et mMIARN sont
differentiellement exprimés en fonction de la localisation anatomique. Ces différences
d’expression génique et épigéniques sont responsables de susceptibilités différentes des

arteres a minéraliser et a calcifier.

5.3 Perspectives

Il est probable qu'il existe différents processus moléculaires a l'origine des calcifications
artérielles. Ces processus sont trés vraisemblablement distincts en fonction des territoires
artériels. Cette notion pourrait avoir des développements en pratique clinique. Ainsi, une
meilleure connaissance des processus de calcification permettrait d'imprégner le matériel
d'angioplastie de différentes substances par pharmaco-actives qui permettraient de réduire les

resténoses et limiter voir de résorber les calcifications.

De la méme facon, des stents imprégnés de certains principes actifs pourraient étre testés dans

des bioréacteurs pour suivre la resténose ou I’endothélialisation en fonction des territoires.

L'environnement, dans lequel se développe les calcifications et les processus d'ossification de
la paroi artérielle, est un autre élément important en prendre en compte ; il faudra caractériser
les liens entre les compartiment osseux et vasculaire, a l'instar des travaux qui ont déja été
réalisés au cours de l'ostéoporose pour mieux appréhender le r6le de chaque voie intervenant
dans le métabolisme phosphocalcique et dans la genese des calcifications artérielles

périphériques.
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