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CONTEXTE DU SUJET

I. CONTEXTE DU SUJET

L’hémostase est un systéme de défense contre le saignement ; la thrombose est la conséquence de
son fonctionnement aberrant dans le temps et dans I’espace. La thrombose consiste en la
formation d’un caillot obturant un vaisseau sanguin. Le caillot, ou thrombus, est le produit final
de I’hémostase primaire (I’agrégation plaquettaire) et de la cascade de la coagulation. Il peut se
développer dans différents territoires vasculaires : dans les veines il conduit a la thrombose
veineuse ; dans les arteres, il peut provoquer une ischémie ou un infarctus. Les facteurs favorisant
la formation d’un thrombus sont la 1ésion endothéliale, la stase sanguine et un déséquilibre de la
balance hémostatique (triade de Virchow). Le risque thrombotique correspond a la probabilité

qu’un thrombus se forme dans la circulation sanguine.

Le risque thrombotique est associé aux facteurs classiques de risque cardiovasculaire qui sont
I’age, I’hypertension, les diabetes de type 1 et 2, les dyslipidémies, le tabac, I’obésité, le sexe, ou
encore des facteurs génétiques'. Ces facteurs de risque, notamment I’hypertension et le
vieillissement entrainent des remaniements de la paroi artérielle et un état hypercoagulable, c'est-
a-dire une augmentation des capacités du sang a coaguler qui prédispose un individu aux
thromboses.

Le contexte général du travail est d’étudier les liens entre les modifications des propriétés
artérielles et la cascade de coagulation dans des contextes favorisant 1’insuffisance cardiaque (IC)
et son aggravation. Nous avons utilis€ le rat Zucker comme modele de syndrome métabolique qui
combine des anomalies du sang et des parois vasculaires, ainsi que le rat spontanément
hypertendu (SHR) qui est naturellement hypertendu, ces deux pathologies favorisant le
développement de I’IC. Nous avons également étudié des souris traitées a 1’aldostérone ainsi
qu’un modele de souris surexprimant le récepteur minéralocorticoide dans 1’endothélium pour
explorer I’interaction du systéme rénine/angiotensine/aldostérone, avec 1’hémostase. Au plan
clinique une cohorte de patients insuffisants cardiaques traités avec un antagoniste du récepteur a

I’aldostérone augmente leurs chances de survie.
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II.

POSITION DU SUJET

POSITION DU SUJET

II.1. Les vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins permettent les échanges de gaz et de nutriments entre I’environnement
extérieur et les organes internes. Trois couches concentriques constituent les gros vaisseaux
sanguins. L’intima, directement en contact avec le sang est constituée de cellules endothéliales
(CE). La média, faite de cellules musculaires lisses (CML) et de matrice extracellulaire, et
I’adventice, couche la plus externe constituée de fibroblastes et de fibres de collagene ou
d’élastine. Au niveau des plus gros vaisseaux deux lames élastiques peuvent également étre
présentes pour séparer I’intima de la média, et la média de 1’adventice, ce sont les limitantes

élastiques interne et externe’ (Figure 1).

-
. / sh Intima
y o

Valvule

| ; Endothélium
i Couche sous-endothéliale

Limitante élastique interne
Média
Limitante élastique externe

Adventice

Artere de

résistance Réseau de

capillaires

A — = |

l \ Cellules endothéliales

Capillaire

Figure 1 : Structure de la paroi artérielle. Trois couches concentriques constituent les gros
vaisseaux sanguins. L’intima directement en contact avec le sang constituée de cellules
endothéliales, la média faite de cellules musculaires lisses et de matrice extracellulaire et
I’adventice, couche la plus externe constituée de fibroblastes et de fibres de collagene ou
d’élastine. La taille de ces couches varie en fonction de la localisation du vaisseau, certaines
couches pouvant disparaitre, c’est le cas de I’adventice au niveau des plus petits vaisseaux.
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POSITION DU SUJET

Les arteres

Les arteres sont classées en fonction de leur taille, qui est également le reflet de leurs fonctions et
de leur structure (Figure 2). Les arteres transportent le sang éjecté des ventricules cardiaques
jusqu’aux organes. Le sang est propulsé du cceur a haute pression et de maniere pulsatile, et, il
perfuse les organes a une pression moyenne constante. Ces fonctions de transport et
d’amortissement sont assurées par deux types de vaisseaux.

Les arteres élastiques

Ces arteres (aorte, arteres carotides, sous-clavieres et iliaques communes), dites de gros calibre
(supérieures a 2 mm de diametre), ont pour rdle de mettre en place un écoulement sanguin
continu a la place de I’écoulement pulsatile existant a la sortie du cceur. Ces arteéres, riches en
fibres d’¢lastine et compliantes, sont capables d’emmagasiner pres de 50 % du volume issu de la
systole pour le restituer lors de la diastole et ainsi amortir la pulsatilité.

Les arteres de résistances et artérioles

Les arteres de résistances (de 2 mm a 150 um de diametre) font suite aux arteres élastiques,
beaucoup moins déformables, et acheminent le sang vers les artérioles (de 8 um a 150 um de
diametre) qui finiront d’atténuer la pulsatilité sanguine pour apporter aux capillaires un flux
continu.

Les capillaires

Les capillaires regroupent tous les vaisseaux faisant moins de 8 um de diametre. C’est au niveau

de ces vaisseaux que se font les échanges gazeux et en nutriments.

Artéres élastiques Artéres de résistance Artérioles  Capillaires
Diamétre >2mm 150 pm—=2 mm 8-150 ym <8 um
Endothélium + ++ P +444
Média i 4+ + 0
Fonction Conduction, compliance Compliance, résistance Résistance, échanges

Figure 2 : Structures et fonctions des différents types d’artéres composant I’arbre vasculaire
(d’aprés Safar et Lacolley., 2007)’.

Les veinules et les veines
Le sang appauvri en dioxygene est pris en charge par les veinules et acheminé vers le coeur par

les veines. Les veines n’ont pas la méme forme que les artéres ni la méme capacité a rester
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circulaires de par I’absence des limitantes élastiques interne et externe. Les veines possedent
également un systeme de valves, constitué de tissu conjonctif dense et formé pas un repli de

I’intima destiné a empécher le reflux sanguin.

I1.2. Les cellules de la paroi vasculaire

La paroi vasculaire remplit de nombreux rdles physiologiques allant de la régulation de la
pression sanguine en passant par les échanges gazeux sans oublier le controle de I’hémostase. Ce

tissu est constitué de plusieurs types cellulaires remplissant chacun des fonctions différentes.

I1.2.1. Les cellules musculaires lisses (CML)

La couche intermédiaire des parois vasculaires, la média, est constituée de CML. Ces cellules,
contrairement aux cellules des muscles striés, sont uninuclées et leur contraction est régulée par
le systeme nerveux autonome. Elles sont responsables de la régulation du diametre des vaisseaux.
Une vasoconstriction excessive au niveau péripérique est responsable d’une hypertension tandis
qu’une trop forte vasodilatation provoquera une hypotension. Le maintien d’une tension
physiologique passe par une régulation impliquant les récepteurs adrénergiques et le systeme
rénine angiotensine aldostérone (RAA). L’activation des récepteurs a; et o, adrénergique

provoque une vasoconstriction, tandis que I’activation des récepteurs B, aboutit & une

vasodilatation.

I1.2.2. Les cellules endothéliales (CE)
Ces cellules ont un rdle fondamental dans un large panel de processus physiologiques tel que la
régulation du tonus vasculaire, la coagulation, ou encore I'immunité (Figure 3). Les CE sont

issues du mésoderme, tout comme les autres cellules hématopoiétiques et représentent 1,5 % de

4
la masse corporelle™.
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Produits matriciels Facteurs anti- Facteurs pro-thrombotiques
Fibronectine thrombotiques Facteur Von Willebrand
Laminine Prostacycline Thromboxane A2
Collagéne Thrombomoduline Thomboplastine
Protéoglycanes Antithrombine Facteur V
Protéases Activateur du plasminogéne Facteur d’activation plaquettaire
Héparine Inhibiteur de ’activateur du plasminogéne

Métabolisme des lipides \ I I » Facteurs de croissance

Récepteur aux LDL 4 . I
Lipoprotéine lipase h ) Cellules endothéliales @ Facteur de croissance de type insuline

Facteur de croissance de transformation
/ l Facteur de stimulation des colonies
Facteurs vasoconstricteurs Molécules inflammatoires Facteurs vasodilatateurs
Enzyme de conversion de I’angiotensine Interleukine 1, 6, 8 Oxyde nitrique

Thromboxane A2 Leucotriénes Prostacycline

Leukotrienes Complexe majeur d’histocompatibilité
Radicaux libres

Endothéline

Figure 3: Actions des (cellules endothéliales) CE. Les CE ont a la fois des fonctions
métaboliques et de synthese et agissent via un large panel de molécules sur de nombreux types
cellulaires. LDL : lipoprotéine de faible densité (d’aprés Galley et Webster., 2004)*.

En dépit de leur origine commune, ces cellules présentent des phénotypes tres variables
dépendant de leur localisation dans 1’arbre vasculaire. Ainsi cette monocouche de cellules peut
étre continue dans les gros vaisseaux et fenétrée dans la microcirculation. Les CE sont aplaties,
faisant 0,3 pm d’¢épaisseur dans les capillaires et jusqu’a 10 um dans certains gros vaisseaux.
Elles sont allongées dans le sens du flux sanguin’ 4 et possedent une durée de vie tres longue
(plusieurs années)’ en dépit des stress qu’elles subissent. Ces cellules sont également polarisées,
leur partie apicale, en contact avec le sang, a des propriétés anticoagulantes (ou
thromborésistantes) en séparant le sang de la partie thrombogene sous-jacente. Les CE sont
directement ancrées dans les éléments thrombogenes de la paroi, ¢éléments qu’elles sont capables
de synthétiser tels que le collagene ou des métalloprotéinases matricielles (MMP), d’ou
I’importance de la polarisation, les éléments anticoagulants devant étre dirigés vers le pdle apical

et les éléments procoagulants constituant la lame basale vers le pdle basal.
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I1.2.3. Les marqueurs et I’évaluation de I’état de I’endothélium

L’¢tat de I’endothélium et sa dégradation vont influencer des processus allant de I’immunité a
I’hémostase. Un mauvais fonctionnement peut se traduire par la sécrétion anarchique de
différentes molécules (angiopoietine-2, CD146, facteur von Willebrand (vWF)), cet état est
appelé activation endothéliale. L’atteinte globale des fonctions des CE est appelée dysfonction
endothéliale®. La dysfonction endothéliale est un état pathologique caractérisé par un déséquilibre
entre les substances vasodilatatrices, antimitotiques et antithrombotiques et les substances
vasoconstrictrices, prothrombotiques et 2 fonction proliférative’.

Il existe plusieurs marqueurs plasmatiques de la fonction endothéliale.

Le dosage de molécules d’adhérence circulantes est souvent utilis¢é pour explorer 1’état de
I’endothélium. Le CD146 ou MCAM (molécule d’adhérence aux cellules de mélanome) est une
molécule d’adhérence de 113 kDa codée par le gene MCAM, localisé au niveau des jonctions
endothéliales. Le CD146 soluble (sCD146) renseigne sur I’état des jonctions endothéliales'”.
ICAM-1 (molécule 1 d’adhérence intercellulaire) est principalement synthétisée par les CE mais
¢galement pas les cellules immunitaires. C’est une protéine transmembranaire a un seul domaine

- 11
transmembranaire

. ICAM permet la liaison a l’intégrine LFA-1 (antigene 1 associé aux
fonctions lymphocytaires), présente a la surface des leucocytes. L’expression d’ICAM est tres
augmentée au niveau des CE et des cellules du systeme immunitaire (macrophages, lymphocytes)
lorsque ces cellules sont stimulées par des cytokines proinflammatoires telles que le facteur de
nécrose tumorale oo (TNF-a) ou I’interleukine (IL) 1 et elle acquiert une activité proinflammatoire
une fois liée 2 une intégrine'>. VCAM-1 (molécule 1 d’adhérence vasculaire) est exclusivement
synthétisée par les CE, plusieurs isoformes existent chez I’homme. Tout comme ICAM-1 son
expression augmente apres stimulation par des cytokines, elle permet également 1’adhérence de

lymphocytes au vaisseau'”. Le fait de retrouver une augmentation dans le plasma de ces

molécules témoigne de la présence d’une altération de I’endothélium.

Dans le cas d’un diabete de type 2 le taux de la phospholipase A, associée aux lipoprotéines de

faible densite (PLA,-LDL) est corrélé a la gravité de la dysfonction endothéliale. La PLA,-LDL
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est une phospholipase calcium-indépendante dont la fonction est d’hydrolyser et d’inactiver les
facteurs d’activation plaquettaire et les phospholipides issus des LDL oxydés '*"°.

Plusieurs facteurs de la coagulation sont également utilisés et peuvent rendre compte de 1’état de
I’endothélium. C’est notamment le cas du vWF, de I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire
(TFPI), de la thrombomoduline (TM), de I’inhibiteur-1 de I’activateur du plasminogene (PAI-1)

et de I’activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA).

I1.2.4. La régulation de la vaso-réactivité par I’endothélium

Le contrdle de la réactivité vasculaire est principalement réalisé par les CE. Ce role de
I’endothélium a été observé pour la premicre fois en 1980 par Robert Furrchgott qui mit en
évidence une relaxation de 1’aorte chez le lapin en réponse a 1’acétylcholine via I’endothélium'®.
Les CML de la média ont leur tonus modulé par les facteurs libérés par les CE (Figure 4). Dans
des conditions physiologiques la balance entre facteurs de relaxation et facteurs de contraction
tend vers une prédominance des facteurs de relaxation, le principal, découvert en 1987, étant le
monoxyde d’azote (NO)'". La synthése du NO est réalisée dans les CE a partir d’arginine. La NO
synthase (NOS) catalyse 1’oxydation de ’arginine en oxyde nitrique et en citrulline via son
domaine oxygénase en deux réactions de mono oxygénation'® :

L-Arginine + NADPH + H" + O, > NOHLA + NADP" + H,0

NOHLA + % NADPH + %2 H" + O, > L-Citrulline + ¥2 NADP" + NO + H,0O

La NOS existe sous 3 isoformes, une forme endothéliale (eNOS), une forme inductible (iNOS) et
une forme neuronale (nNOS)". Ces trois formes, qui sont ubiquitaires, sont exprimées au niveau
des CE, des CML et des cellules myocardiques, des plaquettes, des macrophages, des
lymphocytes, des neurones et sont codées par des genes situés sur différents chromosomes. Le
gene de la forme endothéliale se situe sur le chromosome 7 et la protéine qui en résulte est
membranaire***'.

La majorité du NO synthétisé au niveau pariétal Iest par les CE**. Le NO étant tres labile, il
diffuse vers les CML ou il joue son role de vasodilatateur. Il active la guanylate cyclase soluble

(sGC) ce qui provoque une augmentation de la guanosine mono-phosphate cyclique (GMPc)
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produite a partir de guanosine tri-phosphate (GTP)*. La finalité de cette cascade est 1’ouverture
des canaux potassiques qui vont permettre 1’hyperpolarisation et la relaxation de la CML.
L’intervention d’un facteur endothélial hyperpolarisant (EDHF) qui serait responsable de
I’hyperpolarisation des CML en provoquant I’ouverture des canaux potassiques est ¢galement
évoqué624.

D’autres facteurs relaxants et contractants produits par [’endothélium peuvent également
intervenir. La relaxation des CML peut intervenir par I’intermédiaire de la prostacycline (PGIy),
produite a partir d’acide arachidonique (AA) par ’enzyme cyclo-oxygénase (COX) au niveau des
CE. La PGI, provoque une augmentation d’AMPc (adénosine mono-phosphate cyclique) au
niveau des CML qui va aboutir a leur relaxation. Bien que les effets de la PGI, soient moindres
que ceux du NO, les deux mécanismes sont interdépendants. En effet, la PGI, potentialise la
libération de NO, ce dernier permettant d’augmenter en retour son action en inhibant la
phosphodiestérase au niveau des CML.

D’autres composés comme le péroxyde d’hydrogene (H,0,), le monoxyde de carbone (CO), le
sulfure d’hydrogene et le dioxyde de soufre (H,S, SO,), des produits de dégradation du
cytochrome P450 (CYP) comme les acides epoxy-eicosatrienoiques, ont un effet sur les CE en
augmentant les concentrations extracellulaires de K' provoquant Dactivation des canaux

calciques potassium-dépendants™.

18



POSITION DU SUJET

Cellule musculaire
lisse vasculaire

Figure 4 : Interactions entre les CE, les CML. Le relargage de Ca”* intracellulaire et I’influx de
Ca”™ extracellulaire au niveau des CE initient :

- la vasodilatation endothélium-dépendante aboutissant a la génération de NO (monoxyde
d’azote) par I’eNOS (NO synthase endothéliale).

- la synthese de prostacycline (PGI,) par la cyclooxygénase (COX).

- Pactivation de I’EDHF (facteur endothélial hyperpolarisant).

L’activation NO dépendante de la guanylate cyclase (sGC) produit de la guanosine
monophosphate cyclique (cGMP) et de la protéine kinase G (PKG). L’ouverture des canaux
BKCa (BK), I’hyperpolarisation, et la fermeture des canaux Ca’* dépendants (VGCC) par la
cGMP et PKG permettent la relaxation des CML. De plus I’activation du récepteur IP; des CML
par PGI, permet 1’augmentation d’adénosine monophosphate cyclique (cAMP) aboutissant
également a la relaxation par inhibition de la kinase des chaines de myosine de bas poids
moléculaire (MLCK). L’hyperpolarisation des CML se fait par :

- PEDHF via les pores myoendothélialaux (MEGJ)
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- la formation de CYP (cytochrome P450), tout comme d’acide epoxy-eicosatrienoique (ETTs)
(par leur action sur les canaux BK) et/ou d’efflux de K™ par ouverture des canaux SK, SKCa,
KCa2.3

- les conductances induites (IK ou IKCa, KCa3.1) par les canaux potassium-dépendants. Le tissu
adipeux périvasculaire pourrait également moduler les interactions CE-CML par la sécrétion de
molécules telles que des adipokines ou encore la génération de superoxyde (d’apres Triggle et
coll., 2012)25. CE : cellules endothéliales ; CML : cellules musculaires lisses.

I1.2.5. L’implication des CML dans I’hémostase

La fonction la plus connue des CML est la vasomotricité qui conditionne I’irrigation sanguine des
organes. Sa régulation est assurée par le systetme nerveux autonome ainsi que par la production
intrinseque de NO par les CE™.

L’athérosclérose qui allie inflammation, cellules du systétme immunitaire (macrophage,
neutrophiles, lymphocyte) et conduit a une déstabilisation de la paroi vasculaire pouvant mener a
une rupture de la plaque d’athérome et provoquer des thromboses. Le systéme de I’hémostase est
de plus en plus fortement li¢ a la mise en place et au développement de la plaque d’athérome.

En cas de breche vasculaire, les CML exercent un effet de vasoconstriction et I’exposition du
collagene présent au niveau du sous-endothélium favorise 1’activation et 1’agrégation plaquettaire
pour aboutir a des thrombi plaquettaires et fibrino-cruoriques plus stables. De surcroit, les CML
se trouvent alors au contact de sang et pourraient étre directement impliquées dans I’hémostase.
La synthese de molécules procoagulantes par les CML suggere également que ces cellules
pourraient de facon autonome générer de la thrombine au niveau pariétal. Cette thrombine est
susceptible exercer des effets cellulaires ou des effets coagulants au sein de la paroi.

La molécule centrale de la coagulation sanguine, la thrombine, a aussi des effets sur plusieurs
fonctions biologiques des cellules constituant la paroi vasculaire, comme la prolifération, la
différenciation, la migration des CML ou des CE, la réponse inflammatoire, la production de la
matrice extracellulaire (MEC), le développement vasculaire, 1’athérogénese et 1’angiogénese. Vu
et coll ont découvert le premier récepteur de la thrombine, appartenant a la famille des récepteurs
PARs, récepteur 1 activé par les protéases (PAR-1)?. La thrombine, via ce récepteur, module la
vasoconstriction ou la vasodilatation de la paroi vasculaire en fonction des agonistes libérés par
I’activation des CML. En pathologie, la thrombine peut agir comme un facteur de croissance

participant a la régulation de la prolifération des CML dans le remodelage vasculaire. Ce
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remodelage intervient dans les processus d’athérosclérose, d’hypertension et de resténose. Les
récepteurs PAR-1, -2 et -4, présents a la surface des CML, sont responsables des effets de la
thrombine sur la migrationzs, la prolifération et I’hypertrophie®. En réponse a des contraintes
mécaniques (20% de déformation), il existe une augmentation de I’expression de PAR-1 dans les
CML, qui participe a la prolifération cellulaire induite par la thrombine. Les voies de
signalisation induites par 1’activation des PAR impliquent les MAP kinases : Kinase régulée par
signal extracellulaire (ERK), Kinase C-Jun N-terminal (JNK) et p3830732. La thrombine joue
¢galement un rdle critique dans les processus d’inflammation. La thrombine peut induire
I’expression de facteurs inflammatoires tels que 1’interleukine-6 (IL-6) ou augmenter la sécrétion
des MMP qui dégradent la MEC et accélerent le remodelage vasculaire® ™.

Ainsi, la thrombine régule de tres nombreuses fonctions au niveau de ces cellules telles que la
différenciation, la migration, I’inflammation, la synthése d’ADN et I’expression de certains
genes’® . Une des caractéristiques majeures de la thrombine est le coté pléiotropique de ses
effets, a la fois dans le compartiment sanguin et dans le compartiment pariétal. Les déterminants
de la génération de thrombine par les cellules vasculaires ainsi que les quantités générées ne sont
pas connus et jouent probablement un role majeur dans les effets thrombotiques et cellulaires de
la thrombine.

En raison de la conductance radiale hydraulique, la paroi artérielle est constamment soumise a la
convection de molécules circulantes plasmatiques*'. Par ce processus, les facteurs de coagulation
pourraient se retrouver en contact direct avec les CML en absence de breche vasculaire. Cette
convection physiologique des peptides ou des macromolécules du plasma vers la paroi est la
principale source de stimuli extrinseques, qui, avec le temps, modifie le phénotype des CML
(surcharge lipidique, hyperglycémie ou influence de zymogenes tels que les facteurs de
coagulation) (Figure 5). En réponse a des changements de ces forces de convection liés a
différentes situations physiologiques comme le vieillissement ou pathologiques comme
I’hypertension, 1’athérosclérose ou les anévrismes de ’aorte, les CML peuvent modifier leur

phénotype par des voies de signalisation ligand / récepteur.
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Paroi Vasculaire Sang

Conductance Radiale
Hydraullque

Facteurs
de Coagulation
(Thrombine)

Migration et Prolifération
des CM

Synthése de facteurs
de coagulation

Figure 5 : Transfert bidirectionnel des facteurs de coagulations entre la paroi artérielle et le sang.

I1.3. L’hémostase

Lors d’une bréche vasculaire I’hémostase est le systéme physiologique qui permet de stopper le
saignement. Elle commence par la formation d’un clou plaquettaire, et est suivie de la cascade de
coagulation qui aboutit a la formation d’un caillot de fibrine au niveau de la breche. Ce processus
est trés finement régulé afin d’éviter la formation de caillots qui obstrueraient totalement le
vaisseau lésé. La coagulation est déclenchée par le biais de molécules exposées avec le sang
lorsque la barriere formée par 1’endothélium est rompue et que la couche sous-endothéliale se

retrouve en contact avec le sang.
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I1.3.1. La fonction plaquettaire

Les plaquettes, ou thrombocytes, sont des fragments anucléés issus des mégacaryocytes. Ces
cellules contiennent des filaments d’actine, des microtubules, des grains de glycogéne, des
mitochondries, des granules alpha, des granules denses et des lysosomes. La numération
plaquettaire normale chez I’homme est de 150 a 400 giga/l, 1/3 des plaquettes totales étant
stockées dans la rate.

Leur durée de vie varie entre 7 et 12 jours, elles sont éliminées par phagocytose au niveau de la

rate, du foie, et de la moelle osseuse par les monocytes et macrophages.

I1.3.1.1. L’activation plaquettaire en réponse a une breche vasculaire

L’endothélium sain n’interagit pas avec les plaquettes. Ses propriétés anti-thrombotiques sont
dues a la composition et a I’arrangement des phospholipides et des glycoprotéines de la
membrane qui ne permettent pas I’interaction avec les plaquettes. La CE est polarisée de maniere
a présenter une face apicale anticoagulante (ou thromborésistante) tandis que la face basale, elle,
adhere fortement aux molécules thrombogenes du sous-endothélium.

Ce n’est qu’en cas de breche, ou d’altération de 1’endothélium que les plaquettes vont réagir avec
les éléments thrombogenes du sous-endothélium (collagéne, vVWF, FT) aboutissant a 1’activation
des plaquettes. Ce processus comprend plusieurs étapes qui sont le changement de forme,
I’agrégation, la sécrétion et la microvésiculation conduisant a I’expression a leur surface des

phospholipides procoagulants ***.

I1.3.1.2. L’Adhérence et le changement de forme

De nombreuses molécules interviennent dans 1’adhérence des plaquettes au sous-endothélium tels

que le vVWF ou encore la glycoprotéine (Gp) Ib formant un complexe avec les glycoprotréines IX

et V (Figure 6).
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Le vWF, synthétisé par les CE et les mégacaryocytes, peut €tre soit secrété de manicre
constitutive, soit stocké dans les corps de Weibel Palade jusqu’a sa sécrétion par un stimulus™,
Au niveau des plaquettes, le VWF est stocké dans les granules a d’ou il sera secrété suite a
I’activation des plaquettes®’. La forme plasmatique du vVWF ne permet pas son adhérence aux
plaquettes si ces dernidres ne sont pas activées'®. S’il y a une bréche vasculaire, le vVWF peut se
fixer au collagéne contenu dans le sous-endothélium ce qui provoque un changement
conformationnel du vWF lui permettant d’interagir avec le complexe Gplb-V-IX formé a la

surface des plaquettes47’48.

Quatre glycoprotéines forment le complexe Gplb-IX-V. Il possede des domaines riches en
leucine et est contenu dans la membrane plaquettaire. Gplba et GplbpB sont liées par un pont
disulfure et associées de fagcon non covalente avec GpIX et GpV49.

La fixation du vWF au complexe Gplb-V-IX aboutit a une élévation du calcium cytoplasmique,
un réarrangement du cytosquelette entrainant la dégranulation :

Le complexe VWF/Gplb-V-IX provoque I’activation de la phospholipase Cy2 qui va générer
deux messagers, l’inositol triphosphate (IP3) et le diacyglycérol (DAG) par hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5 bis-phosphate (PIP2). L’IP3 formé mobilise le calcium cytoplasmique et
le DAG active la PKC et induit le réarrangement du cytosquelette d’actine. La finalité est
I’activation de la Gpllbllla qui pourra lier le fibrinogene suite a une modification

. 43
conformationnelle™.
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Figure 6 : Les différentes voies d’activation plaquettaire. Les plaquettes peuvent adhérer au
sous-endothélium par I’intermédiaire de différentes molécules (vWEF, fibronectine,
thrombospondine). Les récepteurs d’adhérence GP Ib-IX-V pour le vWF, PARI et 4 pour la
thrombine, P2Y, pour ’ADP vont induire une forte augmentation cytoplasmique de Ca**. Il est
libéré du systeme tubulaire dense (DST) via le canal formé par le récepteur inositol 1,4,5-
triphosphates (IP;R). Les voies mettent en jeu les phospholipase C B2 (PLCB,) et v2, et la
formation d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG). Le Ca** peut également étre
importé de I’environnement extracellulaire par le canal calcique activable moiety (Orail), canal
activé par interaction avec la molécule d’interaction stromale 1 (STIM1) qui peut étre transloqué
du DTS a la membrane cellulaire lorsque la concentration en Ca** du DTS diminue™'. Cette
augmentation de Ca®™ et de DAG va moduler le facteur d’échange I de la guanine (CalDAG-
GEFI) (et aboutir a la dégranulation plaquettaire). Il va ensuite activer Rap 1b (une protéine de
liaison du GTP) cette derniere régulant le réarrangement du cytosquelette en agissant sur la
molécule d’interaction de Rap-1 (RIAM). Rap-1 et RIAM vont former un complexe avec la
Taline qui va activer I'oupPs et permettre I’agrégation plaquettaire par 1’intermédiaire du
fibrinognene > >,
La réaction pourra également étre amplifiée par 1’activation de la phospholipase A, (PLA>) et la
génération de thromboxane A, (TXA;) qui active la PLCp; par I’'intermédiaire du récepteur aux
thromboxane (TP). D’autres molécules sécrétées peuvent également participer a cette
amplification (ADP, vWF, thrombospondine...)
La fonction anti-agrégeante de 1’endothélium est quant a elle assurée par le NO, la prostacycline
(PGL) via le récepteur aux prostacyclines (IP), qui vont tous deux permettre d’inhiber I’[P3;R par
génération de GMPc et d’AMPc. L’ADP, quant a lui, lorsqu’il agit sur son récepteur P2Y
inhibe 1’adénylate cyclase et la génération d’AMPc (d’aprés Broos et coll., 2011)*.
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Au repos les plaquettes sont discoides (maintenues par les réseaux de microtubules et de
filaments d’actine situés sous la membrane plaquettaire). L’activation provoque la
dépolymérisation des microtubules, tandis que les filaments d’actine, eux, polymérisent. Ces
phénomenes aboutissent a un changement de forme de la plaquette qui devient sphérique et émet
des pseudopodes.

Quand la plaquette est activée, les membranes des granules fusionnent avec celle du systeme
canaliculaire ouvert. Les molécules thrombogenes sécrétées telles que 1’ADP, la sérotonine, la
thrombospondine, le fibrinogene et le VWF vont participer au recrutement de plaquettes non

activées et initier ’agrégation™.

I1.3.1.3. L’agrégation plaquettaire

Le complexe calcium dépendant Gpllbllla ou aj,P; joue un role central dans 1’agrégation
plaquettaire. Il fait partie de la famille des intégrines se liant a des séquences RDG (Arginine-
Glycine-Asparagine). Ces séquences sont présentes au niveau de protéines telles que le
fibrinogene, le vVWF, la prothrombine, la fibronectine ou encore la vitronectine.

Le complexe GplIbllla est un hétérodimere constitué de deux glycoprotéines : IIb et Illa. La
Gpllb est composée d’une chaine lourde extracellulaire (a) et d’une chaine légere
transmembranaire () reliées entre elles par un pont disulfure. La Gpllla est, quant a elle,
constituée d’une chaine polypeptidique unique, comportant plusieurs ponts disulfures.

Chaque plaquette compte environ 50 000 complexes Gpllbllla a sa surface et ce nombre
augmente avec ’activation plaquettaire et la libération du contenu des granules a. Le complexe
est activé suite a une protéolyse de la partie extracellulaire de la sous-unité IIb. Cette activation,
qui provoque un changement de forme, permet au complexe de lier des protéines adhésives telles

que le fibrinogene, le vVWF, ou la vitronectine.

La liaison entre les plaquettes va se faire par I’intermédiaire du fibrinogeéne. Le fibrinogene

posseéde 3 paires de sites de liaison pour la GplIbllla. 1l établit ainsi des ponts entre deux
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Gpllbllla d’une méme plaquette ou de deux plaquettes différentes. Les complexes ainsi formés
vont étre stabilisés par la thrombospondine qui va se fixer sur la GpllIb et le fibrinogéne56_59. Le
vWF se fixe aussi a la Gpllbllla, cela provoque un étalement des plaquettes, leur adhérence
irréversible et participe a étendre 1’agrégation en établissant des ponts avec les Gpllbllla de

plaquettes voisines (Figure 7).

11.3.1.4. La sécrétion

La sécrétion des trois types de granules peut avoir lieu selon deux mécanismes différents faisant
suite a 1’adhérence et a la contraction des plaquettes. Les molécules libérées peuvent renforcer
I’agrégation et la sécrétion des plaquettes (ADP, calcium, fibrinogene et sérotonine), intervenir
dans la cascade de coagulation (FV, fibrinogene, vWF, PS) et modifier la perméabilité vasculaire

(VEGEF) et le tonus vasculaire (sérotonine).

La sécrétion impliquant la voie de I’AA est observée des la présence de faibles concentrations

d’agoniste.

Au moins deux voies permettent de générer de I’AA a partir des phospholipides membranaires :
1) a partir du phosphatidylinositol par action de la phospholipase C (PLC) et de la diglycéride
lipase ou 2) a partir de la phosphatidylcholine ou de la phosphatidyléthanolamine par action de
la phospholipase A2. La cyclooxygénase va transformer une partie de I’AA libéré en
prostaglandine endoperoxydes (PG) G2 et H2. La PGH2 sous ’effet de la thromboxane synthase
(TBX) génere du TBXA2, ce dernier inhibe la production d’AMPc intraplaquettaire et la

libération de calcium. Le TBXA2 est vasoconstricteur et inducteur de 1’agrégation plaquettaire.

Si les concentrations en agonistes sont €levées la sécrétion plaquettaire est déclenchée par un
mécanisme indépendant de la voie de I’AA. Cette voie fait intervenir des protéines G couplées
aux récepteurs des agonistes, la protéine Gp qui active la PLC et la protéine Gi qui inhibe

I’activité de I’adénylate cyclase et diminue le taux d’AMPc. Deux messagers sont générés par

27



POSITION DU SUJET

I’activation de la PLC et I’hydrolyse du PIP2 : I’'IP3 et le DAG. L’IP3 produit mobilise le

calcium cytoplasmique et le DAG active la PKC ce qui favorise la sécrétion et I’agrégation®.

Activation Changement de forme Etalement/Agrégation
A
B
C
‘\ Plaquettes
) BN U2 Sécrétions
.f -q?
Ao Roulement pseudopodes
Attachement -
aHbB3 S P Endothélium

5« 5& GPIb-VIX !/“

Fibres de collagen

Cellules musculaires lisses

Figure 7 : Les différentes étapes de 1’actiations plaquettaire. A et C ; schémas des différentes
phases de 1’agrégation plaquettaire. B : photographie des étapes de la fixation des plaquettes a
une surface de fibrinogeéne. Suite a la stimulation par un agoniste, les plaquettes vont changer de
forme, acquérir la capacité de se fixer aux composants du sous endothélium a 1’aide des
complexes formés par les glycoprotéines Ib-V-IX ou appfs, émettre des pseudopodes par
réarrangement du cytosquelette, et exprimer a leur surface des phospholipides procoagulants en
méme temps que d’émettre des micro-vésicules (particules procoagulantes). Les plaquettes
totalement activées et étalées vont alors recruter/activer d’autres plaquettes pour former le clou
plaquettaire.

(A : d’apres Nurden et coll., 2002%°

B : d’aprés Kuwahara et coll., 2002°!

C : d’apres Lanza et coll., 200862)
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I1.3.1.5. La microvésiculation

La derniere étape de ’activation plaquettaire correspond a I’expression a la face externe des
membranes plaquettaires de phospholipides anioniques procoagulants (Phosphatidylsérine
majoritairement) encore appelée « flip-flop » membranaire. Une libération de microvésicules
riches en phospholipides anioniques dans la circulation sanguine a également lieu. Ces
microvesicules, exprimant a leur surface des phospholipides procoagulants peuvent &tre
impliquées dans la coagulation. Leur r6le dans les pathologies est depuis quelques années mis en

4
avant63’6 .

I1.3.2. Le systeme de la coagulation

La coagulation sanguine permet la formation d’un caillot en cas de bréche vasculaire. La
coagulation nécessite les facteurs de la coagulation (facteurs pro- et anti-coagulants), des surfaces
phospholipidiques ainsi que la présence de calcium.

L’étape majeure de la coagulation est la génération de thrombine, elle précéde la formation du

caillot de fibrine®.

I1.3.2.1. Les protéines de la coagulation

Les protéines de la coagulation sont composées de facteurs pro-coagulants et de facteurs anti-
coagulants qui inhibent la coagulation. A I’exception du facteur tissulaire (FT) tous les facteurs
(F) de la coagulation sont des glycoprotéines dont le lieu de synthése principale est le foie
(Tableau 1). La nomenclature de ces facteurs a été standardisée en 1954, chacun porte un chiffre
romain, chiffre qui est suivit d’un « a » pour désigner les facteurs activés®.

Les facteurs de la coagulation sont de trois types, les zymogenes, les cofacteurs et les inhibiteurs.
> Les zymogenes sont les facteurs présentant une forme inactive et dont une protéolyse limitée et
spécifique provoque leur activation. Suite a cette protéolyse, les facteurs acquierent une activité

enzymatique. Les facteurs II, VII, IX, XI et XII (ainsi que la prékallikréine) sont des zymogenes

de type sérine protéase possédant un site catalytique masqué jusqu’a leur activation. Ce site est
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Concentration
Fonction PM (Da) plamstique Lieu de synthese
(ng/mL)

Fibrinogéne Substrat 333000 200 a 400 Foie

Prothrombine Zymogene 72000 100 Foie

Facteur V Procofacteur 330000 10 Foie

Facteur VII Zymogene 51000 0.5 Foie

Facteur VIII Procofacteur 330000 0.1 Foie

Facteur IX Zymogene 55000 5 Foie

Facteur X Zymogene 59000 10 Foie

Facteur XI Zymogene 160000 5 Foie

Facteur XII Zymogene 80000 30 Foie

Facteur XIII Zymogene 300000 20 Foie

Facteur tissulaire Cofacteur 37000 0 CE, CML, fibroblaste, CE,
macrophages. ..
Protéine C Zymogene 62000 5 Foie
Protéine S Cofacteur 80000 25 Foie
Thrombomoduline Cofacteur 60300 0 CE et CML
Antithrombine Inhibiteur 58200 150 Foie
Récepteur endothelialde sy, 46000 100 CE, CML
la protéine C
Inhibiteur de la voie du Inhibiteur 42000 52420 CE, CML, hépatocytes
facteur tissulaire
Facteur Von Willebrand Cofacteur 270000 10 CE, mégacaryocytes

Tableau 1 : Les protéines de la coagulation.CE : cellules endothéliales ; CML : cellules musculaires lisses ; PM : poids moléculaire.
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situé au niveau de la partie C-terminale. Certains facteurs sont vitamine K-dépendants. La
vitamine K est le cofacteur de I’enzyme carboxylase qui convertit des résidus d’acide glutamique
en acide-y-carboxyglutamique (Gla) dans la région amino-terminale des facteurs II, VIL, IX, X et
des protéines S et C (PS et PC) (Figure 8). La présence de résidus Gla est nécessaire pour la
liaison des protéines aux phospholipides anioniques. Ces résidus forment des liaisons de haute
affinité avec les ions calcium qui vont provoquer un changement de forme du domaine créant

I’exposition de zones hydrophobes et ainsi permettre la fixation aux surfaces cellulaires®”.

Précurseurs inactifs
(Glu)

Vitamine KH2 Vitamine K oxydée
(Nahtohydroquinone) (2, 3 époxyde)
NADPH \ /Epoxide
quinone Vitamine K réductase
réductase (Quinone)

Figure 8 : Réaction de carboxylation des protéines vitamine-K dépendantes. La vitamine K
permet, a I’aide d’une carboxylase, d’activer les précurseurs en protéines fonctionnelles en
convertissant les acides glutamiques (Glu) en acide-y-carboxyglutamique (Gla). La vitamine K
peut étre régénérée par les enzymes époxide réductase et NADPH (nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) quinone réductase.

La prothrombine ou FII, codé chez ’homme par le gene F2, est le précurseur de la molécule clé
de la cascade de coagulation : la thrombine (FIla)®®. Sa masse molaire est de 72 kDa (36 pour la
thrombine) pour une chaine polypeptidique de 579 acides aminés et est présente a une

concentration circulante de 100 ug/ml. La présence en partie N-terminale d’un domaine Gla
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permet a la prothrombine, en présence de calcium, de fixer les phospholipides chargés
négativement (Figure 9). La capacité de la prothrombine a fixer les phospholipides des surfaces

cellulaires va dépendre de la quantité de phospholipide disponible®.

Domaine gla de
la prothrombine

Phosphatidylsérine
de liaison

Figure 9 : Modélisation du complexe formé par les protéines vitamine K-dépendantes a la
surface des phospholipides (exemple de la prothrombine) Le domaine 1 de la prothrombine, 1ié
aux ions Ca®*, s’insére dans la zone interstiticlle de la bicouche lipidique et lie une unique
molécule de phosphatidylsérine. En jaune, la boucle terminale du domaine 1 de la prothrombine ;
en noir, les ions Ca** fixés a la chaine protéique du domaine Gla ; en bleu les chaines latérales des
acides aminés (Lys 3, Arg 10 et Arg 16) qui vont fixer la phosphatidylsérine. Au niveau des
phosphatidylsérines, en rouge 1’oxygene, en bleu 1’azote, en vert le phosphore (d’aprés Huang et
coll., 2003)”.

Les facteurs VII, IX et X portent deux domaines EGF (facteur de croissance épithélial) qui
permettent de former des complexes avec différentes protéines de la coagulation. Au niveau de la
prothrombine ce sont deux domaines « kringles » (K1 et K2) qui assurent cette fonction. Les
facteurs XI et XII (et la prékallikréine) portent également une région coté N-terminal qui leur
donne la capacité de se lier a des surfaces phospholipidiques ainsi qu’a d’autres protéines de la

coagulation (fixation au FXI pour le FXIIa, et fixation 2 la thrombine pour le FXIa)™.

> Les cofacteurs sont au nombre de 3 : facteurs V et VIII et le FT. Ce sont des catalyseurs dont la

fonction est d’augmenter la vitesse d’activation d’autres enzymes (Tableau 2). L’activité
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catalytique du FT existe sans nécessité d’activation préalable. Les facteurs V et VIII acquicrent

leur activité catalytique apres activation par la thrombine®.

e d.e g Complexe d'activation Zymogene K_Cf“/KM 1 Fac‘:teu.r
coagulation uM™, min d'activation
Facteur VIla

Facteur VIIa/FT/PcPs/CaCl, Facteur IX 5560

Facteur VIIa/FT/PcPs/CaCl, Facteur X 885 1,8. 10’
Facteur IXa

Facteurs IXa/VIla/PcPs/CaCl, Facteur X 7937 1,2. 10°

Facteur Xa

Facteurs Xa/Va/PcPs/CaCl, Prothrombine 5019 1,1.1 0°

Tableau 2 : Augmentation de 1’activation des zymogenes en présence de composés formant les
complexes d’activation. Le rapport entre la constante de Michaelis (K,,) et la constante
catalytique (K., donne I’efficacité du complexe enzymatique, et le facteur d’activation est donné
par rapport a I’activation du zymogene seul. PcPs : %)hosphatidylcholine, phosphatidylsérine ;
TF : facteur tissulaire (d’apres Butenas et Mann., 2002) .

Le fibrinogene est une molécule de 340 kDa synthétisée par les hépatocytes, circulant dans le
sang a une concentration de 200 a 450 mg/dl et représentant environ 3% des protéines
plasmatiques. C’est une protéine dimérique composée de 3 paires de chaines (a, 63,5 kDa; f,
56 kDa ; et v, 47 kDa) liées de facon covalente par des ponts disulfures situés aux extrémités N-
terminales des chaines polypeptidiques (Figure 10). Deux domaines forment la protéine, le
domaine E qui contient un pont disulfure et permet de lier les deux sous unités, et le domaine D
qui contient un domaine globulaire. Il contient les fibrinopeptides A et B coté N-terminal des
chaines a et B respectivement qui vont étre libérés suite au clivage par la thrombine. C’est suite a
ce clivage que le fibrinogene va polymériser et la fibrine va étre formée pour aboutir a la
constitution d’un caillot insoluble. Le fibrinogene pourra également permettre la liaison entre les

plaquettes (décrit dans la partie 11.3.1.2).
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Chaine B Fibrinogéne .. . B’
Chaine a Chaine o’

/ - ( Clivage par )
W N\ lathrombine 4 S

/ 5 \
Domaine D Domaine D
Chainey Chainey’ \
Fibrine Domaine E
/Fibrinopéptide A
08 20
"~ Fibrinopéptide B <
Clivage par _ Clivage par
la plasmine la plasmine

Clivage par
la plasmine

Clivage par
la plasmine

Figure 10 : Structure du fibrinogene et de la fibrine. Le fibrinogene est un dimere formé de trois
chaines peptidiques (o, B, y) composé de deux domaines (D et E). La fibrine est produite suite a
protéolyse par la thrombine des chaines a et B et formation de fibrinopeptides A et B. La fibrine

sera ensuite clivé par la plasmine a différents endroits (décrit dans la partie 11.3.3) (d’apres
Putnam., 1975)71.

Il existe deux systeémes qui permettent de limiter la coagulation au niveau d’une breche
vasculaire, ce sont les inhibiteurs circulants, dits steechiométriques, directement actifs dans le
plasma et le systeme de la protéine C (PC) qui lui est dynamique et devient actif en réponse a une
activation par la thrombine. Le rdle de la paroi vasculaire, et notamment des CE, dans la

régulation de I’inhibition de la coagulation est majeur.
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Les principaux inhibiteurs steechiométriques sont :

- D’antithrombine (AT), une protéine de 432 acides aminés produite par le foie, inhibe
principalement la thrombine et le FXa, mais elle a la capacité d’inhiber tous les facteurs de la
coagulation qui ont été activés. Il existe deux formes d’AT, une forme majoritaire, I’a-AT, et une
forme minoritaire la B-AT. La différence entre les deux formes résulte en I’absence de I'un des
sites de glycosylation chez la B-AT ; ils sont au nombre de la 4 chez I’a-AT. De plus la B-AT a
une plus grande affinité pour I’héparine que I’a-AT. Ainsi la vitesse d’inhibition de la thrombine
par AT peut étre jusqu’a 2300 fois lorsque la B-AT est fixée a de I’héparine ou un héparane
sulfate’”. Le FXa quant a lui peut avoir son inhibition augmentée jusqu’a 1 million de fois si des
concentrations physiologiques en calcium sont ajoutées au milieu réactionnel .

- le TFPI, synthétisé principalement par les CE (mais également par le foie ou encore les CML)
inhibe le FXa, contrairement a I’AT, de manicre réversible. C’est un inhibiteur lent, compétitif
qui forme des liaisons faibles. Une fois un complexe formé avec le FXa le TFPI aura la capacité
d’inhiber le complexe formé par le TF et le FVIIa et donc d’inhiber le déclenchement de la
cascade de coagulation (Figure 11). La coagulation ne pourra étre déclenchée que si les

complexes atteignent une certaine concentration TF/FVII'*".
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Figure 11 : Inhibition du facteur tissulaire, des FVIla et FXa par le TFPI (inhibiteur de la voie du

facteur tissulaire, FT). Le TFPI, ici représenté en bleu, peut inhiber directement le complexe
TF/FVIla/FXa, ou se fixer au FXa avant que ce dernier ne lie le complexe FT/FVIla (d’apres
Gomez et McVey., 2006)"°.

- Le systeme dynamique de la PC dépend de plusieurs facteurs et récepteurs : la PC, un récepteur
(le récepteur endothélial a la PC, I’EPCR), un catalyseur de 1’activation par la thrombine (la TM),
un cofacteur (la PS), et un activateur : la thrombine”*"""®,

La PC est une glycoprotéine de 62 kDa synthétisée par le foie, codée par le gecne PROC porté par
le chromosome 2, et présente dans le sang A une concentration de 5 pg/mL". Elle est constituée
de deux chaines, une chaine légere de 155 acides aminés et une lourde de 262 acides aminés liées
par un pont disulfure Lys-Arg. Elle possede un domaine sérine protéase activé par le complexe
thrombine/TM/EPCR suite a un changement conformationnel apres clivage entre les résidus Arg
169-Leu 170°*%".

L’EPCR est une protéine membranaire de type I composée de 2 hélices a et 8 feuillets B reliés

entre eux et permettant de se fixer aux phospholipides (principalement phosphatidylcholine, mais
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également phosphatidyléthanolamine) (Figure 12). Elle est codée, sur le chromosome 20, par le
gene PROCR, et synthétisée par les CE*.L’EPCR n’est pas seulement présent au niveau de
I’endothélium, il peut étre clivé par ADAMI17 (une metallopeptidase aussi appelée TACE pour
enzyme de conversion du TNF-a) et se retrouver dans la circulation®. Cet EPCR circulant peut
fixer la PC et la PC activée (PCa) mais inhibe I’activité anticoagulante de celle-ci, il aura donc un
effet prothrombotique antagoniste de la forme membranaire®. La forme membranaire de 'EPCR
augmente de 20 fois 1’activation de la PC par le complexe thrombine/T M™. Les mutations de
I’EPCR avec la présence de I’haplotype A3 sont liées a une augmentation des thromboses
veineuses™. Chez la souris, 1’inhibition de I’EPCR par un anticorps diminue de 88 % la
conversion de PC en PCa suite a une injection de thrombine, augmentant de ce fait le risque de
thrombose®’. A I’inverse, des souris surexprimant au niveau endothélial I’EPCR seront protégées
de la thrombose en permettant une augmentation de la conversion de PC en PCa®. L’haplotype

A3 de ’EPCR est également corrélé a une augmentation de la quantité d’EPCR circulant®.

Figure 12 : Mod¢lisation de la PC (protéine C) liée a PEPCR (récepteur endothélial de la
protéine C). Seul le domaine vitamine K de la PC est représenté (en violet et vert) et un
phospholipide dans sa partie centrale (spheres noires, rouges, oranges et bleues) sont représentés
(d’apreés Esmon., 2004)%.
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La TM est une protéine transmembranaire de 68 kDa synthétisée par les CE et encodée par le
gene THBD porté par le chromosome 20"°. La forme sécrétable est détectée a deux poids
moléculaires différents (75 kDa et 105 kDa)’". Elle est constituée d’une chaine polypeptidique de
557 acides aminés. Cette protéine a la capacité de fixer la thrombine par I’intermédiaire de ses
domaines EGF 5 et 6 (elle en possede 6 au total) ce qui a pour effet de modifier ses propriétés

enzymatiques tout en inactivant les fonctions pro-coagulantes de la thrombine (Figure 13). La

thrombine couplée a la TM posséde une vitesse d’activation de la PC en PCa augmentée d’un
74,7592

facteur 1000 par rapport a la thrombine seule

Domaine
cytoplasmique Anion-binding
Anion-binding exocite-I

exocite-IT

TME6

EGF 2!
TMES5
/ TME4
‘]})maines TMES3
catalytiques
TME2
Protéine C Prothrombine TME1

Domaine
1éctine

Thrombomoduline a-thrombine TME4S56

Figure 13 : Structure et interaction des molécules anticoagulantes A ; organisation de la PC
(protéine C), de la prothrombine et de la TM (thrombomoduline). Ces protéines peuvent se fixer
aux membranes phospholipidiques par I’intermédiaire de leur domaine Gla (acide-y-
carboxyglutaminase). B ; modélisation du complexe formé entre 1’a-thrombine (en bleu), les
domaines 4, 5 et 6 de la thrombomoduline (en rouge), et I’inhibiteur L-Glu-Gly-Arg kétone
chlorométhyle (ERG-CMK) qui reproduit le peptide activateur de la PC (spheres représentant les
atomes colorés en gris, pour le carbone, en bleu pour 1’azote et en rouge pour I’oxygeéne). Les
ponts disulfures sont représentés en jaune et les ions portés par les chaines protéiques en violet
pour le Ca®* et en bleu pour le Na* (d’aprés Fuentes prior et coll., 2000)”.

La PS est une protéine plasmatique de 70 kDa constituée d’une chaine de 635 acides aminés a
présente une concentration de 25 ug/ml. Dans le plasma 60 a 70 % de la PS sont liés a une

protéine du complément, la protéine de liaison (C4BP) et seule la forme libre peut étre le
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cofacteur de la PCa’**. Récemment, il a également été montré que le TEPI, par sa liaison  la PS

pourrait étre directement impliqué dans 1’activation de la PC en PCa®®.

L’ay-macroglobuline, le second cofacteur de I’héparine, et I’a;-antitrypsine, apparaissent étre
également des régulateurs de la coagulation. L’a,-macroglobuline peut agir sur I’hémostase au
niveau de la coagulation, en inhibant la thrombine, ou encore sur la fibrinolyse, en inhibant la
plasmine et la kallikreine’’. Le second cofacteur de I’héparine, un inhibiteur des sérines
protéases, a la capacité d’inhiber rapidement la thrombine en présence d’héparine ou encore de
dermatane sulfate (un glycosaminoglycane)’. En ce qui concerne I’oj-antitrypsine c’est un
inhibiteur des protéases de la famille des serpines dont I’expression peut étre considérablement
augmentée par des cytokines, et qui peut agir sur la thrombine, le FXIa, la kallikreine ou encore
la plasminegg.

En plus de son action sur la coagulation la PCa est impliquée dans des réponses cytoprotectrices,
notamment celles faisant suite a une ischémie. Dans des modeles animaux d’ischémie cérébrale,
la PCa limite 1’altération de la barriere hémato-encéphalique et des neurones et inhibe la réponse
inflammatoire. Cet effet a lieu par activation du récepteur PAR-1 suite a la liaison de la PCa'®.
Le choc septique augmente le risque de thrombose par la dysfonction vasculaire et 1’activation
des plaquettes et des leucocytes qu’il provoque. Des protocoles cliniques étaient en cours
jusqu’en 2012 pour administrer de la PCa a des patients atteints de choc septique ou de sepsis
sévere. Cependant ces traitements n’ayant pas permis de montrer d’amélioration, et étant méme

s . . c . . o4 £ 101
liés a une augmentation du risque hémorragique, ils ont été abandonnés .

I1.3.2.2. Les différentes étapes de la coagulation

La cascade de coagulation est décomposée en trois phases; [’initiation,

1’amplification/propagation, et I’inhibition®'*

. Cette cascade de réactions enzymatiques a lieu a
la surface de cellules exposant des phospholipides chargés négativement (principalement la

phosphatidylsérine) et aboutit a la polymérisation du fibrinogene circulant en fibrine insoluble.
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> Initiation :

Les réactions commencent lorsque du FT se retrouve au contact du sang suite a la formation
d’une bréche vasculaire, le FT étant en temps normal isolé¢ du sang par I’endothélium puisqu’il
est synthétis€ de maniere constitutive par les cellules de la paroi, CML ou encore fibroblastes.
Des cellules circulantes, telles que les monocytes, ou de la parois vasculaire, telles que les CE,
synthétisent elles aussi du FT mais de maniere inductible en réponse a des cytokines
proinflammatoire (TNF-a, IL-1, protéine C réactive) 103.104 " et interaction entre le FT et le
FVIla qui va déclencher la coagulation. Le FVIIa est présent de manicre basale dans la
circulation et représente 1 a 2 % du FVII total'™. Son interaction avec le FT lui confere une
activité protéolytique et ce complexe FT/FVIIa est susceptible d’étre inhibé par le TFPIL. Le
complexe FT/FVIla va activer les facteurs IX et X. Le FXa active la prothrombine a la surface
des plaquettes activées ce qui provoque la formation de thrombine (Figure 15). Cette activation
génere deux fragments (F1 et F2) ainsi qu’un fragment en N-terminal de la chaine A (Figure
14)'°.

thrombine

Prothrombine

| |
Fragment 1 Fragment 2

Figure 14 : Structure de la prothrombine (d’aprés Chen et coll., 2010)'"".
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Figure 15 : Initiation et de amplification de la coagulation (d’aprés Sié et coll., 2003)"%.

L’amplification et la propagation de la coagulation commencent au moment ol les premieres
traces de thrombine sont formées au niveau de la breche vasculaire. La thrombine formée active
les plaquettes en se fixant aux récepteurs activés par PAR-1 et -4, augmentant ainsi les
phospholipides membranaires disponibles pour la coagulation. L’externalisation des
phospholipides anioniques est rendue possible par I’inhibition de la flippase et I’activation de la
scramblase.'”’

La thrombine va également activer les facteurs VIII et V dont le réle de cofacteur va engendrer la
formation des complexes ténase (FIXa-FVIIla-Ca**-phospholipides’) et prothrombinase (FXa-
FVa—Ca2+—phospholipides') qui vont permettre une activation rapide et massive de
prothrombine1 10

La thrombine va cliver le fibrinogene a deux endroits différents (domaines N-terminaux des
chaines Aa et BP) entrainant la formation des fibrinopeptides A et B. Les monomeres obtenus
vont se polymériser et former le caillot de fibrine. Le FXIII, également activé par la thrombine,
en utilisant la fibrine comme cofacteur et avec la présence de calcium, va venir stabiliser le caillot

ainsi formé''!.
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L’inhibition de la cascade de coagulation fait entrer en jeux les inhibiteurs steechiométriques et
le systtme de la PC. Le TFPI va former un complexe en liant le FXa avec le FT et le FVIIa
(FT/FVIIa/FXa/TFPI) qui va inhiber I’activation du FX et du FIX. Les complexes FT/FVIla ne
seront inhibés qu’aprés avoir activé du FX. Le TFPI serait également trés important dans
I’inhibition basale de la coagulation empéchant d’atteindre la phase d’amplification/propagation

. 112,113
de la cascade de coagulation dans les zones saines .

Le principal inhibiteur de la coagulation est I’AT, elle va piéger la thrombine et le FXa en les
fixant par une liaison covalente irréversible. Les complexes formés sont éliminés par le foie'>""*.

En ce qui concerne le systéme de la PC, c’est un systéme d’inhibition qui est dynamique. Il n’est
actif que si la cascade de coagulation atteint un certain niveau d’activation. La thrombine peut
activer la PC, mais c’est liée a la TM que cette activation devient réellement efficace (Figure 16).
De plus I’activation de la PC en PCa devient encore plus efficace lorsque la PC, accrochée au
complexe thrombine/TM, est fixée a ’EPCR. La liaison de la PC a ’EPCR, par I’intermédiaire

de ses domaines Gla, lui permet d’étre alignée au complexe thrombine/TM et d’augmenter encore

d’un facteur 20 sa vitesse d’activation®’.

42



POSITION DU SUJET

Complexe
prothrombinase

Activation de
la coagulation

Complexe
ténase

B

Nécessaire a
I’activation de la PC

Nécessaire a
I’activation du TAFI
O O

c @

Inhibition de
la thombine

o @

Site de liaison
aux anions II

thrombine
Site de liaison

R Stimule
aux anions I

le— D’inhibition de
la thrombine

Chondroiti / YVVVWA
(Epcj sulgzﬁer01 - A

Membrane

S042-

0000 g

0000

Figure 16 : Structure et activation de la PC en PCa. A ; schéma de ’activation de la PC par le
complexe thrombine-thrombomoduline. Ce complexe permet a la fois I’inhibition des propriétés
pro-coagulantes de la thrombine, 1’activation de la PC et I’inhibition de la fibrinolyse en activant
le TAFI (I’inhibiteur activable par la thrombine de la fibrinolyse). B ; schéma d’activation de la
PC en PCa et role dans I’inhibition de la coagulation. La PC est rapidement activée par la
thrombine. Cette activation va augmenter lorsque la thrombine est liée a la thrombomoduline et la
PC a ’EPCR. Une fois activée et libérée de ’EPCR la PCa va se lier a la PS et inhiber le FVa et
le FVIIIa, cette inactivation étant catalysée par le FV. Pro: prothrombine ; PS : protéine S ;
APC : protéine C activée (d’aprés Esmon., 2003)™.
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La PC, aprés activation va se dissocier de ’EPCR et former un nouveau complexe avec la PS,
tout en se fixant a la surface des phospholipides membranaires. Les propriétés anticoagulantes du
complexe PCa/PS entrainent la protéolyse des facteurs Va et VIlla, cofacteurs respectifs des
complexes ténase et prothrombinase qui permettent I’amplification et la propagation de la
génération de thrombine' B,

Etant un systeme dynamique, le systéme de la PC est également régulé. L activité de la PCa peut
étre inhibée par I’inhibiteur de la PC (PCI). Cet inhibiteur de 51 kDa est une glycoprotéine de
387 acides aminés présente dans le plasma a une concentration de 3,6 a 6,8 pg/ml et fait partie de
la famille des serpines“é’m. Le PCI est également stocké dans les plaquettes et possede une
activité 5 fois supérieures a celle du PCI plasmatique''®. L’activité inhibitrice du PCI est
également augmentée de 20 a 200 en présence d’héparine ou de sulfate de dextran''®'?°. Enfin il
est a noter que seulement 30 % du PCI stocké au niveau plaquettaire serait relargué lors de
I’activation des plaquettes''*'*'.

Bien que le PCI soit I’inhibiteur principal de la PCa d’autres molécules peuvent également avoir

une action inhibitrice sur ce systéme (o, antitrypsine, o, macroglobuline).
I1.3.3. La fibrinolyse

La fibrinolyse est le processus final de I’hémostase. Elle permet a la fois de limiter 1’é¢tendue du
caillot formé par la fibrine et les plaquettes et ensuite de le dégrader en différents fragments
(Figure 17). La principale enzyme de ce mécanisme est la plasminem.

) Fibrine dégradée

—

/ Fragment E
—

Fragment C
Q‘ 2 Fragment D )

Figure 17 : Produits de dégradation de la fibrine apres protéolyse par la plasmine (d’apres
Freedman., 1975)"".
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Le plasminogene est transformée en plasmine par deux enzymes constituées de deux chaines
peptidiques, le t-PA et I’'uPA (Figure 18). Ces activateurs sont synthétisés et sécrétés sous une
forme inactive constituée d’une seule chaine peptidique, c’est la plasmine qui va permettre leur
activation par coupure protéolytique.

Le t-PA est une sérine protéase synthétisé par les CE ainsi que les cellules dérivées de la lignée
hématopoiétique. Le gene du t-PA, appelé PLAT, est porté par le chromosome 8. L’acquisition
d’une activité sérine protéase a lieu en clivant les peptides Arg561 et Val562 et cette activité
permet la conversion de plasminogene en plasmine.

L’uPA, quant a lui, est synthétisé sous une forme inactive et va étre activé par clivage
protéolytique apres fixation a son récepteur (UPAR). Cette sérine protéase de 411 acides aminés
possede, en plus de son domaine sérine protéase, un domaine kringle et un domaine EGF et est
impliquée dans 1’athérosclérose en agissant sur 1’adhérence, la migration et la prolifération des

CML intervenant dans le remodelage de 1’intima ainsi que la dégradation de la MEC'*.

Pro-MMPs ———> MMPs

b d-

Pro-uPA uPA

00

uPAR
Membrane
cellulaire

Figure 18 : Systeme de 1’urokinase (uPA) et de son récepteur (uPAR). L’uPA est présent sous
une forme inactive (Pro-uPA) qui apres s’étre fixée a son récepteur peut €tre activée par la
plasmine. L’uPA permet la conversion de plasminogéne en plasmine qui, outre son role dans la
dégradation de la fibrine, va activer les métalloprotéineases matricielles (MMPs) et participer a la
dégradation de la matrice extracellulaire et contribuant ainsi au développement de
I’athérosclérose (d’aprés Fuhrman., 2012)'%.

La plasmine va permettre la dégradation du caillot en coupant les fibres de fibrine a différents
endroits. Les produits de dégradation de la fibrine sont ensuite dégradés par d’autres protéases ou

directement évacués par le foie ou les reins.
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Ce systeme est également soumis a régulation puisqu’il existe deux formes de PAI PAI-1 et PAI-
2, toutes deux étant des inhibiteurs de sérines protéases (Figure 19). PAI-1 est principalement
synthétisé par les CE, son gene (SERPINE1) étant porté par le chromosome 7. PAI-1 est
¢galement impliqué dans le développement de 1’athérosclérose : dans un contexte inflammatoire,
ou en réponse a une stimulation par de 1’angiotensine II (Ang II), sa syntheése va augmenter et la
dégradation de la fibrine formée dans la paroi vasculaire va diminuer, favorisant alors la

. . . . 124
progression de la fibrose intravasculaire .

- >

} }

Pro-tPA Pro-uPA

«———  Plasmine —>l

Plasminogene |

. o~ =

-—| Plasmine ——  Fibrinolyse

Figure 19 : Schéma général de la fibrinolyse. Le plasminogene (zymogene) est converti en sérine
protéase active, la plasmine, par 1’activateur tissulaire du plasminogene (tPA) et I'urokinase
(uPA). Ces deux activateurs peuvent étre inhibés par les inhibiteurs de 1’activateur du
plasminogene (PAI-1 et PAI-2). La plasmine peut étre inhibée par 1’inhibiteur a,-plasmine (op-
PI) principalement, mais également par 1I’ax-macroglobuline (0,-MG). C’est la plasmine générée
qui va activer le tPA et I’'uPA a partir de leur forme inactive (Pro-tPA et Pro-uPA) (d’apres

Cesarman-Maus et coll., 2()()5)122.
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I1.4. Le systéme rénine angiotensine aldostérone (RAA)

I1.4.1. Définition

Le systtme RAA est le systtme majeur de la régulation de I’homéostasie hydrosodée (Figure
20). L’angiotensinogene synthétisé par le foie est la protéine inactive de 1’angiotensine I et I’Ang
II. La conversion se fait a I’aide de la rénine, protéine sécrétée par les cellules myoépithéliales de
I’artériole afférente au niveau de I’appareil juxtaglomérulaire rénal en cas d’'une diminution de la
pression de I’artére rénale. La rénine convertit I’angiotensinogeéne en angiotensine I, cependant
cette derniere est inactive jusqu’a protéolyse par I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA)
qui va la transformer en Ang II. L’Ang II provoque de multiples effets en se fixant a ses
récepteurs AT1 et AT2. Le récepteur AT1 permet une augmentation de la pression artérielle (PA)
par deux mécanismes principaux :

Au niveau vasculaire il active la vasoconstriction des artérioles par l’intermédiaire de la
noradrénaline.

Au niveau rénal, il diminue la perte d’eau dans les urines en stimulant la sécrétion de
vasopressine et augmente la réabsorption d’eau et de sodium en stimulant la sécrétion
d’aldostérone.

Le récepteur AT2 lui a des actions antagonistes de celles du récepteur AT1 puisqu’il permet une
vasodilatation et donc une diminution de la PA.

La régulation de ce systeme se fait tout d’abord par I’Ang II elle-méme, puisqu’elle a un effet
inhibiteur concentration dépendant sur la sécrétion de rénine. Le second systeme de régulation
provient de 1’aldostérone qui va permettre la réabsorption d’eau et de sodium et augmenter la

. . .. . n £ : 125
pression sanguine diminuant ainsi la sécrétion de rénine .
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Figure 20 : Régulation de la volémie par le systeme rénine/angiotensine/aldostérone.

I1.4.2. L’aldostérone et son récepteur : le récepteur minéralocorticoide (MR)

6

o . . J4 r 12
0°™ anniversaire de la découverte de 1’aldostérone ~°, un

L’année 2012 marqua le 6
minéralocorticoide physiologique présent chez les mammiferes qui intervient dans le maintien de

I’homéostasie d’un grand nombre de systemes physiologiques.

I1.4.2.1. Le role historique du couple aldostérone/RM

L’aldostérone est synthétisée par les glandes surrénales suite a une stimulation, entre autres, de
I’Ang II ou encore de I’hormone adrénocorticotrope (HACT). Le role majeur de 1’aldostérone
réside dans la rétention du sodium et de I’eau dans les tissus épithéliaux de différents organes tels
que les reins, le colon ou les glandes salivaires. Cette action a lieu par I’intermédiaire d’un
transporteur transépithélial unidirectionnel de sodium, 'ENaC (canal épithélial sodique)'”’
(Figure 21). L’action des minéralocorticoides est permise dans des tissus cibles par

I’intermédiaire de deux récepteurs: le récepteur minéralocorticoide (RM) et le récepteur

glucocorticoide (RG). Ces récepteurs font partie de la famille des facteurs de transcription
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nucléaires ligand-dépendants. Ils appartiennent également, tout comme le récepteur aux
androgenes, au sous-groupe des récepteurs oxostéroides. Le RM et le RG sont deux récepteurs
possédant un ancétre commun'?®. Cette proximité évolutive est a Iorigine du lien et de
I’interaction pouvant exister entre leurs affinit€és pour les minéralocorticoides et les
glucocorticoides. Le RM a une affinité équivalente pour les minéralocorticoides et les
glucocorticoides, tandis que le RG a lui une plus grande affinité pour les glucocorticoi‘deslzg. Une
fois stimulés par leur agoniste, ces récepteurs vont, par changement conformationnel, se
dimériser et fixer leurs séquences de régulation de I’ADN appelées éléments de réponse aux

hormones (HRES).

0 Aldostérone
Membrane cellulaire

0 & RM Cytoplasme

Complexe Complexe de Noyau
Hsp-RM coactivateurs

Histone acetylation

Translation initiation
* ARNm

Facteur général
de transcription

HRE
RGO
/ \,\/ ‘L./\ \/\ -

Génes cibles

Figure 21 : Action de 1’aldostérone sur le récepteur minéralocorticoide (RM). Le RM est présent
dans le cytoplasme sous forme inactive car lié a des protéines chaperonnes, ici des protéines de
choc thermique (Hsp). Lorsque 1’aldostérone va se lier au RM, ce dernier va se dissocier des Hsp
et pouvoir étre transloqué dans le noyau cellulaire. Un complexe de protéines coactivatrices,
formé entre autres par le coactivateur des récepteurs stéroides (Src-1) et par la protéine p300
couplée a la protéine de liaison CREB (CBP), va permettre le recrutement du RM et 1’acétylation

des histones pour aboutir a la transcription des génes cibles (d’aprés Yang et coll., 2009)'*°.
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La localisation du RM

La grande hétérogénéité d’action des hormones minéralocorticoides et glucorticoides en fonction
des organes ou elles interviennent réside dans leur aptitude a fixer a la fois le RM et le RG.

Le RM est synthétisé au niveau de plusieurs organes en plus des reins : le systtme nerveux (en
particulier l’hypothalamus)m, le colon, le tissu adipeux, les glandes salivaires, mais également le
ceeur et les cardiomyocytesm, et les vaisseaux avec une expression a la fois au niveau de
I’endothélium et au niveau des CML.

Il existe plusieurs antagonistes possédants différentes affinités pour le récepteur RM'*’. La
spironolactone qui possede, en plus de son activité inhibitrice du RM une activité anti-
androgénique et des propriétés cestrogeniques ainsi que la capacit¢ d’inhiber la 11B-
hydroxystéroides déshydrogénases de type 1 (HSD1). La spironolactone a été utilisée depuis
1959 comme antihypertenseur et diurétique'’*. Cette hormone de synthése a ensuite été
remplacée par des anti-RM plus spécifiques telle que 1’éplérenone. Cet antagoniste du RM, en
plus d’étre indiqué en cas d’hypertension est utilisé chez les patients ayant eu un infarctus du

. . . 135-138
myocarde ou une insuffisance cardiaque (IC)

. Le RU 28318 peut également étre utilisé
comme antagoniste du RM, il est également bien plus spécifique pour ce récepteur que ne I’est la

. 1
spironolactone'*’.

Le systeme HSD1/HSD2

La possibilité que le RM soit activé par 1’aldostérone et non par des glucocorticoides dans un
tissu dépend de D’activit¢ de deux enzymes aux fonctions opposées, la HSD1 et la 11p-
hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (HSD2). Chez I’homme, ces enzymes convertissent le
cortisol en cortisone, chez les especes murines c’est la corticostérone qui est convertie en 11-

déshydrocorticostérone140 (Figure 22).
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Figure 22 : Actions des enzymes 113-HSD1 (11B-Hydroxystéroide dehydrogénase) type 1 et 2
Les enzymes 11B-HSD1 et 113-HSD2 prédéterminent une réponse préférentielle du récepteur
minéralocorticoide (MR) ou du récepteur glucocorticoide (GR) au sein d’un tissu donné (apres
Ferrari et coll., 2000)"*".

L’action de I’aldostérone au niveau du rein est possible par la forte activité au niveau de cet
organe de la HSD2 qui inactive les glucocorticoides normalement présents en concentration 100
a 1000 fois plus importante que ’aldostérone. Dans tous les tissus, c’est la balance entre
I’expression de la HSD1 et la HSD2 qui va faire prévaloir I’action du RM ou du RG. La HSD1
est exprimée fortement dans le foie, les reins, les ovaires, et le tissu adipeux142’l43. La HSD?2 est
présente dans les reins, le colon, le placenta, les glandes parotidesm’]45 . Chez la souris, la HSD1
est présente dans le foie, les reins, I’intestin gréle, 1’estomac, les poumons, le tissus adipeux, le
thymus ou encore la rate. La HSD2 est synthétisée dans les reins, le colon, I’estomac,

1’épididyme'*°.
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11.4.2.2. L’aldostérone et le RM

Depuis les années 1990 le panel d’actions de I’aldostérone s’est élargi avec notamment la

147

découverte d’une action profibrotique au niveau du cceur . L’excés d’aldostérone circulant

concomitant a [’augmentation de la PA est li¢ au développement d’une dysfonction

endothéliale'*.

Cette altération endothéliale peut intervenir par I’intermédiaire d’un
dysfonctionnement de 1’activation du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR). En
effet des souris déficientes pour 1’activité tyrosine kinase de I’EGFR se caractérisent par un état
de stress oxydatif augmenté et une dysfonction endothéliale'”. Au niveau des CE aortiques
humaines en culture, I’aldostérone provoque la sécrétion de vVWF et d’IL-8. Le fait que la
sécrétion de VWF soit inhibée par un prétraitement a la spironolactone indique une activation de
I’endothélium par ’aldostérone'™".

L’hypothese selon laquelle 1’aldostérone est liée au développement de I’athérosclérose a été
émise. En effet, la concentration plasmatique d’aldostérone est associée a la progression de
I’athérosclérose au niveau de la plaque carotidienne lors d’un suivi de deux ans de patients
présentant une progression de cette plaquem. Chez des souris apolipoprotéine-E déficientes
(APO-E) avec athérosclérose induite par un régime faible en sodium qui a également pour effet
d’augmenter la concentration plasmatique d’aldostérone, un traitement de 10 semaines a
I’éplérenone provoque une diminution de la gravité des lésions vasculaires. Cet effet d’un
antagoniste du récepteur MR pourrait étre 1i€é a une diminution du phénotype pro-inflammatoire
des macrophages. En effet, le traitement a I’éplérenone diminue les cytokines proinflammatoires,
telles que I’IL-6, la molécule chémoattractante des monocytes (MCP-1), la protéine C réactive,
ou encore [CAM"?, Cet effet de 1’aldostérone sur les cellules du systéme immunitaire pourrait-
étre la conséquence de 1’'une de ses actions sur les CE, a savoir I’augmentation de la synthése de
molécules d’adhérences. La synthése de molécules d’adhérence, ICAM, VCAM, E-Selectine est
augmentée dans les CE en réponse a I’aldostérone'>. La conséquence est une augmentation de la

154,155

capacité d’adhérence des leucocytes ou les polynucléaires . L’implication du récepteur RM

reste a démontrer car des CE exprimant de maniére stable le RM et traitées a 1’aldostérone (a une
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dose plus faible que les études précédentes) ne présentent pas de modification de la synthese
d’ICAM™®.

L’hyperaldostéronisme est associ¢ aux atteintes vasculaires et aux éveénements cardiovasculaires.
L’exces d’aldostérone chez des sujets hypertendus provoque une importante altération de la
réactivité endothéliale due a une forte diminution de la synthese de NO. Un traitement de 3 mois
avec de la spironolactone permet de doubler la capacité de vasodilatation de I’artére brachiale'”’.
Les progéniteurs endothéliaux, qui interviennent dans la réparation des bréches vasculaires ont
des capacités de différentiation, de migration ou encore de prolifération altérées par I’aldostérone.
Cette action se fait par I’intermédiaire du RM, mais sans interaction avec le role de 1’aldostérone
sur la rigidité artérielle. Cette action a lieu par I’intermédiaire de la protéine kinase (PK) A qui
augmente la formation d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS)"*.

Les souris et I’homme expriment les HSD au niveau vasculaire, cependant les cellules et les
territoires synthétisant ces enzymes sont encore discutés. Christy et coll ont trouvé une
expression de HSD1 dans toutes les couches de I’aorte, tandis que la HSD2 est localisée

. . 159
uniquement au niveau des CE

. Nguyen Dinh Cat et coll ont également exploré 1’expression
aortique des HSD. Une expression a la fois au niveau des CML et au niveau de 1’endothélium a
été trouvée pour HSDI1 alors que I’HSD2 est exprimée uniquement au niveau de
I’endothélium'®. Chez 1’homme la synthése d’HSD2 ne semble pas spécifique de I’endothélium
puisqu’elle existe dans les CML au niveau artériel, veineux et dans les cardiomyocytes'®"'®%,
Cependant, I’expression de HSD2 au niveau endothélial est en faveur d’une action de
I’aldostérone sur ces cellules. De plus, des souris invalidées pour 1’expression de HSD2
présentent une dysfonction endothéliale avec augmentation de la vasoconstriction due a une
altération de la production de NO'®. De la méme maniére, et pour rejoindre 1’hypothése d’une
implication de 1’aldostérone dans le développement de 1’athérosclérose, des souris invalidées a la
fois pour APO-E et pour HSD2 présentent une altération de I’endothélium et une aggravation de

, ’ 164
’athérosclérose'®.
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I1.4.2.3. L’impact de I’aldostérone sur I’hémostase

L’impact de I’aldostérone dans 1’hémostase est encore sujet a discussion. Dans un modele de
thrombose chez le rat I’injection d’aldostérone (30 pg/kg/h) augmente la masse du thrombus et
diminue la fibrinolyse (par augmentation de PAI-1 et de TAFI). Une augmentation d’un facteur 6
des concentrations en FT est également observée. Toutes ces variations sont prévenues par
I’administration d’éplérenone'®. Cette méme équipe a montré en 2010 avec le méme protocole
que 1’aldostérone diminuait le temps de saignement, via une diminution de la NOS et du NO tout
en augmentant le stress oxydant par I’H,O, et la SOD. De la méme manicre que pour 1’étude
précédente I’administration d’éplérenone normalise les marqueurs de stress oxydatif'.

Ma et coll ont montré qu’un antagoniste du RM, la spironolactone, permettait de diminuer la
concentration de PAI-1 chez des sujets normotendus et d’améliorer la fonction fibrinolytique
chez des sujets hypertendus par augmentation du t-PA'®’".

L’aldostérone et son récepteur pourraient également &tre impliqués dans I’augmentation du risque
de thrombose imputable aux contraceptifs oraux de quatrieme génération, par rapport aux
contraceptifs des générations précedentes'®. En effet I'une des molécules présentes dans ces
pilules, la drospirénone, possede en plus de ses propriétés progestatives et anti-androgéniques,
une forte affinité pour le RM'®.

L’EPCR augmente [Dactivation thrombine-TM dépendante de la PC. Ce récepteur
transmembranaire est présent a la surface des CE®. Ducos et coll ont montré qu’un traitement

170 Cette

avec de I’aldostérone de CE augmentait la synthése d’EPCR de maniére RM dépendante
action de I’aldostérone sur un systeme anticoagulant est une nouvelle facette de cette hormone

qui jusque-la n’a pas été étudiée.

I1.5. Le syndrome métabolique (SMet)

Les premiceres descriptions d’un syndrome regroupant plusieurs anomalies métaboliques ont eu
lieu au début des années 1920. Ainsi, Kylin décrivit un syndrome impliquant hypertension,
hyperglycémie et hypemricémiem. Le terme de syndrome métabolique a commencé a étre utilisé

dans la deuxi®me moitié du vingtitme siecle'’>. Cependant, la définition du SMet et des
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anomalies comprises dans ce syndrome, n’ont réellement été officialisées qu’aux environs des
années 2000 par la WHO (World Health Organisation) et la NCEP ATP III (National Cholesterol

Education Program’s Adult Treatement Panel III).

Définition de la WHO'”? :

Selon les criteres de 1999, une personne est atteinte du SMet si elle présente I’un des signes de
diabete de type 2, que ce soit une intolérance au glucose ou une résistance a I’insuline ainsi que
deux des criteres suivants :

- une pression sanguine supérieure a 140/90 mmHg

- une dyslipidémie : triglycérides supérieurs a 1,695 mmol/l et des lipoprotéines de haute densité
(HDL) inférieures a 0,9 mmol/l (pour les hommes) et 1,0 mmol/l (pour les femmes)

- une obésité centrale avec un indice de masse corporelle supérieur a 30

- une microalbuminémie : un ratio créatinine/albumine supérieur a 30 mg/g

Définition du NCEP ATP IIT1'74:

- tour de taille élevé (plus de 102 cm pour les hommes et plus de 88 cm pour les femmes)

- triglycérides élevés : €égaux ou supérieurs a 1,7 mmol/l

- un taux de HDL inférieur a 1,03 mmol/L chez les hommes et inférieur a 1,29 mmol/l chez les
femmes

- une PA égale ou supérieure a 130/85 mmHg (ou la présence d’un traitement contre
I’hypertension)

- une hyperglycémie égale ou supérieure a 5,6 mmol/l (ou la présence d’un traitement contre
I’hyperglycémie)

La fédération internationale de diabete (IDF) a utilisé les parametres facilement observables en

pratique clinique pour définir le SMet'”

. Pour ’'IDF le critére nécessaire pour présenter un SMet
est ’existence d’une obésité abdominale (définie par la mesure du tour de taille). Cette obésité
doit ensuite étre associée a au moins trois des quatre anomalies suivantes :

- hypertriglycéridémie (triglycérides supérieurs a 1,7 mmol/I)

- diminution du HLD-cholesterol (inférieur a 1,03 mmol/l chez I’homme, et inférieur a

1,29 mmol/I chez la femme), ou traitement débuté contre la dyslipidémie
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- hypertension artérielle (supérieure a 130/85 mmHg) ou traitement en cours contre
I’hypertension
- hyperglycémie a jeun (supérieure a 5,6 mmol/l), ou un diabete de type 2 préalablement

diagnostiqué

Prévalence

La prévalence du SMet est tres différente en fonction des pays, des catégories des personnes et
méme de la définition utilisée. Au regard de la définition de ’ATP III, plus de 20 % de la
population des Etats-Unis d’Amérique est atteinte du SMet (Figure 23). La France compte deux
fois moins de cas de SMet. En ce qui concerne les variations observées entre les hommes et les
femmes, elles peuvent étre dues a des facteurs culturels et des facteurs hormonaux puisqu’apres

176

la ménopause une modification du métabolisme des lipides est observée Seulement 6 % des

adultes ayant une masse corporelle normale sont atteints de syndrome métabolique contre pres de
60 % des adultes obeses. Il y a eu 460 000 morts au Etats-Unis en 2000 des suites de maladies

coronaires'””.
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Figure 23 : Prévalence du syndrome métabolique. La prévalence est donnée selon la définition
du NCEP ATP II (d’apres Eckel et coll., 2005)178.
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La modification des parametres utilisés dans la définition du SMet peut également faire varier du

simple au double le nombre de personnes présentant un SMet' "' (Figure 24).
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Figure 24 : Prévalence du syndrome métabolique a Mexico en fonction de la définition utilisée
(d’aprés Aguilar-Salinas et coll., 2004)”.

Bien que la définition et les parametres a utiliser dans la définition du SMet soient toujours
débattus, il est admis que le SMet est lié a un état d’inflammation chronique de bas niveau'®' et

augmente le risque de thrombose'**.

I1.5.1. L’altérations métaboliques et I’inflammation dans le cadre du SMet

Le SMet est la conséquence de modifications importantes du métabolisme d’un certain nombre
de types cellulaires, ce qui va provoquer une modification globale et potentiellement délétere des
équilibres homéostatiques.

En premier lieu, liée a I’augmentation des graisses corporelles, il y a une modification du

phénotype des adipocytes. Historiquement le tissu adipeux a été réparti en deux types : les
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graisses blanches et les graisses brunes, les premieres ayant un rdle de stockage et les autres de
thermogenese. Cependant, depuis quelques années, le tissu adipeux est considéré comme une
glande endocrine (mais également paracrine et autocrine) a part entiere. En effet, au niveau de la
graisse blanche des facteurs intervenant dans un certain nombre de fonctions sont synthétisés :
des facteurs liés a la régulation du stockage de glucose (leptine, adiponectine), des chémokines
(MCP-1) ou encore des cytokines anti-inflammatoires (antagoniste du récepteur a I'IL-1 : IL-

1Ra) et pro-inflammatoires (IL—6)183 (Figure 25).

Adiponectine

MCP-1, IL-6,

PAI-1, SAA.

Systéme vasculaire
Adiponectine
Adiponectine I IL-6
Muscle
IL-6  Cerveau ' RBP-4
Leptine ~ MCP-1
Adiponectine
RBP-4 . ' ~ Cellules B
-6 Foie 1 IL-6
(Résistine)
Reproduction
Leptine

Figure 25 : Relations existantes entre les molécules synthétisées par le tissu adipeux et les autres

organes. MCP-1 : protéine chémoattractante 1 des monocytes ; IL-6 : Interleukine-6) ; RBP-4 :

protéine de liaison 4 au rétinol ; SAA : sérum amyloide A (d’aprés Gustafson., 2009)'®.

L’obésité provoque une hypertrophie des adipocytes ainsi qu’une modification de leur
métabolisme. Les adipocytes de personnes obeses vont présenter une lipolyse augmentée de 50 %
par rapport a des sujets non obeses. Ils sécretent également une plus grande quantité de
marqueurs tels que des cytokines (IL-6, IL-8), de I’angiotensinogene ou encore de PAI-1 qui sont
des acteurs de 1’état d’inflammation chronique qui caractérise les sujets obéses'®®. L’obésité
viscérale joue un role plus important dans I’inflammation que I’obésité sous-cutanée. Il existe une
augmentation de la concentration en IL-6 de 50 % au niveau de la veine porte, veine qui draine le

tissu adipeux viscéral, par rapport 4 une artére contrdle, I’artére radiale'*.
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L’autre aspect impliqué dans 1’état inflammatoire chronique propre aux sujets obeses est
I’accumulation de macrophages dans le tissu adipeux. La proportion de macrophages présents
dans les tissus adipeux blancs de sujet obeses représenterait pres de 50 % du total des cellules
contre seulement 10 % chez des sujets non obeses. De plus, des macrophages activés par 1’état
d’inflammation chronique relarguent des molécules qui entretiennent cette inflammation telles

que le TNF-a, I’IL-6 ou encore I'IL-1'* (Figure 26).

Tissu adipeux

.“. Pré-adipocytes activés ‘ Adipocytes
Pré-adi (¢
5‘ re-adipocytes @ Macrophages

Figure 26 : Mise en place et ’amplification de I’inflammation chronique dans le syndrome
métabolique. La prise de poids est associée a une modification du phénotype des adipocytes. Les
adipocytes vont grossir et secréter des acides gras libres (FFA) des molécules proinflammatoires,
comme I’IL-6 (interleukine 6) ou le sérum amyloide A (SAA), ou encore des molécules qui vont
recruter et activer des monocytes, telles que MCP-1 (protéine chémoattractante 1 des monocytes).
Les monocytes, une fois différenciés en macrophages, vont également participer a 1’inflammation
en sécrétant des cytokines proinflammatoires comme le TNF-o (facteur de nécrose tumorale o)
(d’aprés Gustafson., 2009)'*.

Le SMet est également indissociable d’un défaut de métabolisme et de transport du glucose. Le
SMet touche 10 % des sujets ayant une tolérance au glucose normale, 50 % des sujets ayant une
intolérance au glucose, et 80 % des sujets atteints de diabete de type 2'%¢ Bien que la chronologie
de la mise en place de I’intolérance au glucose par rapport a la résistance a I’insuline ne soit pas

encore tres claire, les modifications métaboliques inhérentes a chacune de ces anomalies

métaboliques sont, elles, globalement comprises.
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Chez un sujet sain, le pancréas peut augmenter la sécrétion d’insuline en réponse a une
augmentation de la concentration sanguine de glucose ou dans le cas d’une résistance a I’insuline.
Avec le temps et une forte sollicitation, les cellules devant répondre a I’insuline, deviennent
résistantes et I’effet de I’insuline décroit. Cet état qui est appelé « résistance a I’insuline » est
aujourd’hui une anomalie métabolique majeure. Elle atteignait 200 millions de personnes au
début du 21°™ siecle dans le monde. Par la suite, les cellules B du pancréas, qui sécretent
I’insuline, ne réussissent plus a compenser la résistance a I’insuline ce qui peut aboutir a la mise
en place d’un diabéte de type 2'®7.

Plusieurs pistes quant a la mise en place d’une résistance a 1’insuline existent dont 1I’inflammation
chronique liée a I’obésité qui aurait un role prépondérant a jouer puisqu’il existe une forte
corrélation entre les taux circulants d’IL-6 et la diminution de sensibilité a I’insuline'®®.
Directement li¢ au stress di & I’inflammation chronique et a la difficult¢ a emmagasiner le
glucose, un remodelage vasculaire s’opére chez les patients atteints de SMet. Environ 50 % des
patients atteints de diabete de type 2 sont hypertendus et ont une rigidité artérielle accrue. Il a été
montré que ’augmentation de la rigidité artérielle était liée & une augmentation de la pression
sanguine et de I’intolérance au glucose et qu’elle était une résultante de la mise en place d’une

dysfonction endothéliale'®’.

I1.5.2. L’impact du SMet sur I’hémostase

L’obésité est associée a une augmentation du risque de développer une maladie
cardiovasculaire'®, comme par exemple un épisode thromboembolique veineux. Ainsi 60 % des
patients présentant des thromboses sont en surpoids ou obeses'”’. La mauvaise régulation de
I’hémostase fait partie intégrante du SMet bien qu’elle n’entre pas encore dans les parametres
permettant de le définir. Les patients présentant un SMet ont une augmentation globale de la
réactivité de 1’hémostase incluant une augmentation de la réactivité de la coagulation et une
diminution de la fibrinolyse'®'. L’inflammation chronique présente dans le SMet participe a
I’augmentation de la synthese de facteurs procoagulants tels que le FT en activant la voie du NK-
kB> Le SMet est également lié a une augmentation des concentrations en FVII et vWE"4,

L’anomalie la plus décrite concerne la fibrinolyse avec une diminution des capacités
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fibrinolytiques concomitante 2 une diminution de PAI-1'"'*' De la méme maniere
Iactivation plaquettaire est augmentée conférant 1 encore un phénotype procoagulant'®’. Enfin,
le SMet et I’inflammation sont associés avec la formation de microparticules qui peuvent étre
prothrombogénesl%’lgg.

Cette partie a fait I’objet d’une revue : Hypertension, hypercoagulability and the metabolic
syndrome: a cluster of risk factors for cardiovascular disease (XI. Articles et communications en

congres).

I1.6. L’hypertension artérielle (HTA)

I1.6.1. Définition de PHTA

L’HTA chez ’homme se caractérise par la présence d’une pression systolique supérieure a
140 mmHg et une pression diastolique supérieure a 90 mmHg. L’hypertension est également
séparée en deux types, I’hypertension primaire et I’hypertension secondaire, la premiere, qui
représente 95 % des cas, étant une hypertension mise en place sans cause médicale connue, la
seconde avec une cause médicale (dysfonctionnement des reins, du cceur ou du systéme
endocrinien). L hypertension est un facteur de risque majeur qui augmente les risques d’infarctus
du myocarde, d’anévrisme mais également I’une des causes de I'IC**.

En France, cette pathologie touche 10 a 15 % de la population, tandis qu’a I’échelle mondiale
pres d’un quart de la population serait touchée, ce qui représente un enjeu majeur de santé
publique et un cofit important de traitement™"' "2,

Outre des facteurs génétiques qui peuvent augmenter les chances de développer une
hypertension, plusieurs facteurs métaboliques environnementaux ont été identifiés comme
impliqués dans 1’hypertension artérielle. C’est le cas de 1’obésité, de la résistance a I’insuline
(deux caractéristiques qui peuvent étre trouvées chez des patients souffrant de SMet, voir
paragraphe 11.6), le vieillissement, le manque d’exercice, le stress, un apport trop important en

. L 203,204
sel, ou trop faible en potassium™ """,
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L’hypertension systolique du sujet agé est le plus souvent liée a la rigidité artérielle. En effet, la
rigidité artérielle et le remodelage vasculaire sont les principaux acteurs de 1’hypertension. La
diminution de la proportion d’¢lastine par rapport au collagéne dans la média associée a une
augmentation de la fibronectine va diminuer 1’¢lasticité artérielle. Ce remodelage artériel ajouté
et une dysfonction de I’endothélium et notamment de sa capacité a produire du NO vont étre les

: . . 1122
causes centrales de la mise en place de I’hypertension essentielle®®.

La principale manifestation du vieillissement artériel est la rigidification des gros vaisseaux.

Cette rigidification est un facteur de risque indépendant de morbidité et de mortalité***?"’,

I1.6.2. Les modifications fonctionnelles et structurales des gros troncs arteriels avec

le vieillissement

L’¢lasticité correspond a la capacité d’un corps a se déformer et a reprendre sa forme initiale
apres avoir été soumis a une contrainte. Selon la loi de Hooke, un corps purement élastique subit
une déformation proportionnelle a la contrainte a laquelle il est soumis, et ce, de maniere
instantanée. Un corps, comme une artere, est dit visco-€lastique puisque sa déformation a la suite
d’une contrainte n’est pas instantanée et va dépendre de sa composition.

Cette ¢élasticité est tres importante en ce qui concerne I’amortissement aortique (la transformation
du flux cardiaque pulsatile en un flux continu). L’¢élasticité pariétale dépend principalement de la
présence des fibres élastiques. L’¢lastine, trés extensible, est organisée en un réseau de lames
élastiques continues, paralleles et concentriques™.

L’un des effets du vieillissement est la perte progressive des propriétés é€lastiques de la paroi
artérielle.

Le vieillissement a également des répercussions sur la structure et la fonction des arteres. La
transformation du flux sanguin, pulsatile au niveau cardiaque et continu en périphérique obéit au
modele de Windkessel. Cette propriété est altérée par le vieillissement et la rigidification des

arteres (Figure 27 )208.
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Figure 27 : Modification de I’effet « Windkessel » avec le vieillissement. L’effet « Windkessel »
correspond a la capacité qu’a ’artére aortique, par sa compliance, & emmagasiner une partie du
sang éjecté lors de la systole pour le restituer lors de la diastole et ainsi permettre la
transformation d’un flux sanguin pulsatile en un flux continu. Cet effet est altéré avec le

vieillissement, et se traduit par une rigidification des parois vasculaires (d’apres O’Rourke et
coll., 2007)**.

Les contraintes pulsatiles appliquées a la paroi artérielle provoquent des cassures dans les fibres
élastiques et une désorganisation du réseau élastique. Les contraintes de déformation se

transmettent alors au collagéne dont la capacité a se déformer est 10 a 30 fois inférieure a celle de

1élasting?®!°.
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Le vieillissement artériel est lié a un remodelage hypertrophique excentrique de la paroi associant
épaississement et dilatation de 1’artere. Cette dilatation se caractérise par une augmentation des

L : ‘o . N . 211
diametres interne et externe des gros troncs artériels aboutissant a une hypertrophie” .

I1.6.2.1. Augmentation de la pression pulsée (PP)

La PP correspond a la différence entre le pic de pression systolique et la pression diastolique

(Figure 28). Elle est en moyenne de 30 2 45 mmHg chez un individu sain®'".
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Figure 28 : Schéma de la pression pulsée. PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression
artérielle diastolique ; PAM : pression artérielle moyenne ; PP : pression pulsée.

La PP va dépendre du volume sanguin €jecté par le ventricule gauche durant la systole et de
I’¢lasticité artérielle. Plus le volume éjecté par le ventricule est élevé plus la compliance artérielle
est faible et plus la PP sera importante. La PP est également déterminante dans le remodelage
vasculaire”. Lors du vieillissement artériel auquel est associé une rigidification artérielle une

. Z 3
augmentation de la PP sera donc observée”".
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I1.6.2.2. Augmentation de la vitesse d’onde de pouls (VOP)

L’onde de pouls est I’onde de PA qui se propage le long de 1’aorte a chaque battement cardiaque.
De la méme maniere que les ondes des tremblements de terre se propagent plus rapidement
lorsque les couches qu’elles traversent sont rigides, la VOP sera d’autant plus rapide que la
compliance artérielles diminuera. Chez un sujet sain, la VOP est d’environ 3 a 5 m/s*'2. L onde
de pouls n’est pas constante le long de 1’aorte. Elle n’est pas directement influencée par les ondes
de réflexion au niveau des bifurcations artérielles le long de la partie abdominale de I’aorte mais

s 144 . . TP 212,214
elle est considérée comme un indice de rigidité global™ =",

I1.6.3. L’impact de I’hypertension sur I’hémostase

L’hypertension artérielle non traitée augmente les risques de thrombose due a 1’athérosclérose.
Les variations de PA peuvent également directement influencer I’hémostase. Des taux de FVII,
de fibrinogene (et de D-dimere) sont augmentés chez des patients hypertendus suggérant un état
hypercoagulablems*z”. Cependant, une augmentation des facteurs anticoagulants AT et PC a
également été observée. Au laboratoire une augmentation de la synthese de TFPI au niveau de
CML soumises 2 des contraintes mécaniques a été demontré*'®. Ce résultat a été mis en lien avec
I’augmentation du TPFI dans un contexte de rigidité artérielle chez des sujets de plus de 60 ans.
Au niveau de modeles animaux, le rat avec une hypertension induite au deoxycorticosterone
acétate présente une augmentation des complexes thrombine-antithrombine (TAT) en faveur
d’une augmentation de la génération de thrombine in vivo. De plus, une augmentation du FT avec
une diminution en TM, font pencher la balance vers un état procoagulant****. Chez le rat SHR,
une augmentation de la concentration en prothrombine et en fibrinogene a ét¢ montrée avec
¢galement une augmentation des concentrations d’AT, tendant globalement vers un état
procoagulant®*'. Ces données suggerent que I’hypertension pourrait induire un état procoagulant.
L’augmentation du risque de thrombose présent chez les patients hypertendus résulte a la fois de
I’altération de la paroi vasculaire conduisant a une augmentation du risque de rupture des plaques

d’athéromes et a une diminution la capacité anticoagulante des CE.
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I1.6.4. L’impact du vieillissement sur I’hémostase

Le vieillissement est tres étroitement lié aux pathologies impliquant 1’endothélium et aboutissant
a des événements cardiovasculaires et thromboemboliques (Figure 29). L’incidence des
thromboses veineuses est de 1 pour 10 000 par an dans une population de 25 a 30 ans tandis
qu’elle atteint 8 pour 1000 par an a 85 ans. Une trés forte augmentation de 1’incidence des
thromboses veineuses profondes et des embolies pulmonaires est observée apres 60 ans, 60 % de
tous les évenements de thrombose veineuse ayant lieu apres 70 ans”.
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Figure 29 : Incidence de la premiere thrombose veineuse en fonction de I’age et du sexe (d’apres
Engbers et coll., 2010223, adapté de Naess et coll., 2007)222.

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) de type ischémique, qui représentent 80 % de tous les
AVC, augmentent avec 1’age.

Les altérations aboutissant a des thromboses sont en accord avec le premier postulat énoncé en
1856 par Virchow, aujourd’hui connu sous le nom de Triade de Virchow. Les thromboses
veineuses sont décrites comme résultant de la stase du sang, du changement de la capacité du
sang a coaguler, et d’altérations de la paroi vasculaire. Les facteurs qui provoquent ces
changements peuvent étre génétiques, tels que des formes mutées de FV (le FV leiden) et de
prothrombine (la prothrombine G20210A), mais également environnementaux. L’épisode
thrombotique est alors déclenché par un traumatisme, une chirurgie ou encore apres une longue

immobilité*** (Figure 30).
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Figure 30 : Schéma du développement de thromboses veineuses. Le risque intrinseque est lié a la
combinaison entre les facteurs génétiques de risque et environnementaux ainsi que la modulation

de la coagulation qui peut empécher les facteurs déclencheurs d’aboutir a 1’apparition d’une

thrombose (d’apres Cushman., 2007)224.

L’immobilité, le cancer, ou encore certaines maladies, telles que le diabéte, sont toutes liées a une
augmentation du risque thrombotique, tous ces facteurs de risque augmentant avec l,égezzsfzzg.
En ce qui concerne la coagulation, 1’augmentation des FVIII, FIX, FXI, du vWF, de la
prothrombine, du fibrinogene et des D-dimeres circulants est associée a une forte augmentation
du risque de thrombose®" >,

Les concentrations en FVIII, FVII, fibrinogene ou encore D-dimeres sont modifiées avec le
vieillissement™***. Bien que I’implication du fibrinogéne dans le risque de thrombose veineuse
soit claire™*, son implication dans 1’augmentation du risque de thrombose avec le vieillissement
est encore sujet a discussion™ . Le FVIII et le vWF ont tous deux été associés 2
I’augmentation de ce risque avec 1’dge™. Au niveau de la fibrinolyse, le PAI-1 serait impliqué

. . ., . eqq- 124
dans I’augmentation du risque de thrombose associé au vieillissement .

Les facteurs de risque présents préférentiellement chez des personnes adgées regroupent plusieurs
éléments. Une diminution des capacités musculaires va affecter les capacités de retour du sang

. . el . . 23723
veineux au niveau des membres inférieurs et de ce fait augmenter la stase sanguine 128 Cette
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stase pourra également étre causée par une insuffisance veineuse provoquée par une altération des

. o Lo A 239,24
valves veineuses suite a un remodelage de la paroi veineuse ou des valves elles-mémes 39240

La dysfonction endothéliale, qui est associée au risque d’évenements cardiovasculaires, est tres
associée au vieillissement™'. Le vieillissement et le remodelage des veines et des arteres avec
I’augmentation de la proportion de fibres de collagéne participent au développement de la

242

dysfonction endothéliale”™. Les capacités anticoagulantes de 1’endothélium sont également

diminuées avec I’age’®’. La stase veineuse peut également diminuer la diffusion des facteurs
anticoagulants et donc altérer leur action”*

D’autres facteurs liés a 1’age, tels que la fragilité ou encore le placement en établissement
d’hébergement pour personnes agées dépendantes, sont également corrélés au risque de

245246
thrombose .

I1.7. L’insuffisance cardiaque (I1C)

I1.7.1. Définition de I’I1C

L’IC se caractérise par une incapacité du myocarde a assurer un débit cardiaque suffisant pour
irriguer 1’organisme®”’. Cette défaillance du muscle cardiaque correspond 2 un
dysfonctionnement au niveau de la contraction des ventricules droit ou gauche, ou méme des
deux simultanément. Le débit cardiaque va dépendre de la fréquence cardiaque et du volume
d’éjection systolique (qui correspond a la différence entre les volumes diastolique et systoliques).
Le parametre qui découle du volume d’¢jection systolique est la fraction d’éjection qui est le
pourcentage de volume é&jecté entre les volumes systolique (VS) et diastolique et (VD) : (VD-
VE)/VD. Chez un individu sein la fraction d’éjection est supérieure a 60 %. L’IC peut étre
d’origine vasculaire, résultant d’une rigidité artérielle et d’une hypertension.

La mise en place de I’IC est présentée de plusieurs manieres (Figure 31). Cela peut €tre un cercle
vicieux qui matérialise I’aspect progressif, pernicieux et irréversible de la maladie provoquée par
une dysfonction de I’endothélium consécutive a d’autres pathologies (diabéte, hypertension...).
Le paradigme temporel montre une IC progressive et met 1’accent sur une succession de stades

aggravants la maladie. Une altération de la capacité musculaire du ventricule aboutit a une
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dégradation globale de la fonction cardiaque. La derniere représentation est une représentation en

éventail qui insiste sur le fait que chaque IC est différente avec une mise en place et une

aggravation dépendante de I’histoire du patient®*®.

Le paradigme en
cercle vicieux de I'IC
Le paradigme en ligne

Dysfonction temporelle de I'IC
endothéliale
périphérique\ Remodelage
Dilatation Insufﬁsance. de % Dysfonctionnement systolique du cceur
muscle cardiaque Insuffisance de la pompe
2 -1C0—....______\ Insuffisance globale du
_I_ _g FE > 45-50% systéme cardiovasculaire
- 0,
Dysfonction 3 = 1‘;_/:; G
cardiaque 3 ° \
X1 -
Insuffisance A gl FE <25%
de la pompe E
T
Dysfonction Dysfonction 2 ; FE<13%
Y . ¥ . Insu.fﬁsance & Hypertrophie Remodelage
endothéliale endothéliale d® cardiaque | 1 i i |
cardiaque  vaisseaux congestive
coronaires Temps (années)
Le paradigme en
éventail de I'IC
Déclenchement de
I'insuffisance cardiaque
Réduite Préservée

(95e) sdws ],

Classement NYHA
=)

[

Hypertrophie excentrique Hypertrophie concentrique
prédominante prédominante

Figure 31 : Les différents paradigmes de la progression de 1’insuffisance cardiaque. IC :
insuffisance cardiaque ; FE : fraction d’¢jection ; LVEF : fraction d’¢jection du ventricule
gauche ; NYHA : New York Heart Association (d’aprés De Keulenaer et coll., 201 1248).
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Le cercle vicieux du systeme RAA

L’IC débute par une diminution de I’irrigation des organes et une redistribution du flux sanguin
pour tenter d’irriguer au mieux les principaux organes (cerveau, cceur, rein). La redistribution est
possible par le biais d’une vasoconstriction des arteres de résistance. Cette tentative d’adaptation
va pourtant provoquer une diminution de la perfusion des reins qui eux vont réguler la volémie
par I’intermédiaire de I’activation du systeme RAA se traduisant par une rétention hydrosodée
(Figure 32). Plus le volume sanguin est important plus le remplissage ventriculaire sera
augmenté, aggravant secondairement le remodelage cardiaque intervenant dans I’IC. Le systéme
RAA provoque également une vasoconstriction pour augmenter la pression et théoriquement le

débit rénal, ce qui a pour effet d’augmenter les résistances périphériqueSMQ.

>[Rétention d’eau et de sodium | €—

v
—[ Vasoconstriction _
[Rythme cardiaque/ contractilité L—)h
[Cardiotoxicité directe | ——> Altération des cardiomyocytes ]
[ \ 2
[ Activation du SNS ] Actlvatlon du systéme RAA ]—

Figure 32 : Altération de la fonction cardiaque lors de la mise en place d’une insuffisance
cardiaque. SNS : systeme nerveux sympathique ; systtme RAA : systeme rénine angiotensine
aldostérone.
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Classement de la gravité des IC

La NYHA (I’association du cceur de New York) a classé I’IC en 4 grandes catégories basées sur

la capacité physique des patients et leurs symptomes (Tableau 3).

Classification de la NYHA

Patient porteur d’une cardiopathie mais sans
aucune réduction de I'activité physique.

Légere limitation de 'activité physique.

classell |AUCUNE géne au repos mais l'activité quotidienne
ordinaire entraine une fatigue, une dyspnée

ou des palpitations.

Limitation marquée des activités physiques.
classe I |l N’y a pas de géne au repos mais une activité
moins importante qu’'a I'accoutumée provoque
des symptomes.

Impossibilité de poursuivre une activité sans
casselv | d€ne :les symptdmes de l'insuffisance cardiaque
sont présents, méme au repos, et la géne est
accrue par toute activité physique.

Classe |

Tableau 3 : Classification des 4 stades de I'IC selon la NYHA (New York Heart Association)
(d’aprés Baudet et coll., 2007)*°.

I1.7.2. L’impact de I’IC sur I’hémostase

L’IC est couramment associée avec une augmentation du risque de thrombose et d’infarctus®'.
Les études portant plus particulierement sur la dysfonction du ventricule gauche (SOLVD et V-
HeFT) ont montré une augmentation du risque d’infarctus chez les patients présentant une IC

modérée>>?>?

. Le risque d’infarctus augmente avec la gravité de I’IC. Cependant dans 1’étude V-
HeFT le risque thromboembolique n’était que peu associé au niveau de la fraction d’éjection du
ventricule gauche (FEVQ). A I’inverse, une étude de 1997 (SAVE) a reporté une relation inverse
entre le risque d’infarctus et la fonction ventriculaire, avec une augmentation de 18 % du risque
d’infarctus pour chaque diminution de 5 % de la FEVG™*. Dans toutes les études 2 grande

échelle portant sur I’IC le risque de thrombose est regardé comme étant d’importance secondaire.

Or depuis une quinzaine d’années le concept selon lequel I’IC modifierait les différents aspects
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de la triade de Virchow et altérerait I’hémostase a vu le jour™. En effet, le manque de
contractilité associé a une dilatation du volume des chambres cardiaques modifie le flux sanguin
et provoque une augmentation de la stase, stase qui est liée a la formation de thrombus

anarchiques. Un pourcentage de 14 a 68 % des patients présentant un anévrisme au niveau du

ventricule gauche présentent, post mortem, des signes de thromboses™".

La présence d’une dysfonction endothéliale dans le cadre de I'IC est bien documentée®®>’. Le

vWF est lui aussi augmenté chez les patients présentant une IC témoignant d’une activation de

(s 258259
I’endothélium .

En plus de la dégradation au niveau de la capacité a relarguer du NO qui
peut provoquer et aggraver I’IC en augmentant la vasoconstriction périphérique, la diminution du
NO participe également a 1’adhérence des monocytes et plaquettes prédisposant ainsi aux
thromboses et embolies.

Enfin le dernier point de la triade concerne la modification des composants sanguins, a la fois les
cellules, et les facteurs de la coagulation. Tous sont trouvés modifiés dans I’IC?**2%!,

Plusieurs études randomisées ont montré I’importance d’ajouter un traitement anti-thrombotique
chez des patients atteints d’IC (Tableau 4)2617264

publiées. L’é¢tude HELAS « Heart Failure Long-Term Antithrombotic Study », 1’étude WASH

. Quatre de ces études ont actuellement été

« Warfarin Aspirin Study in Heart Failure » et 1’¢tude WATCH « Warfarin and Antiplatelet
Therapy in Chronic Heart Failure » n’ont pas permis de montrer de résultats robustes faute d’un
nombre de patients suffisant. L’¢tude WARCEF « Warfarin versus Aspirin in Reduced Cardiaque
Ejection Fraction», la plus récente, a montré chez des patients avec une FEVG inférieure a 35 %,
traités avec de la warfarine ou de 1’aspirine®®. Bien que le risque de déces ne soit pas modifié, le
nombre de poussée d’IC ischémiques est diminué chez les patients traités avec de la warfarine.
Des études rétrospectives ont, quant a elles, montrées chez des patients avec diminution de la
FEVG un effet bénéfique d’un traitement anticoagulant, mais la diminution du risque imputé a la
warfarine ou & I’aspirine n’a cependant pas été observée dans toutes les études®*2%2¢7,

Un inhibiteur de la thrombine permet de réduire le risque de mortalité chez des patients avec une
FEVG inférieure a 35 % par rapport a des patients traités avec de I’héparine et un inhibiteur de la
GplIb/ITTa*®®,

Le Clopidogrel, qui inhibe les récepteurs a I’ADP plaquettaire, est également associé avec une

diminution de la mortalité chez des patients présentant une IC>%.
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En ce qui concerne la thrombine, plusieurs de ses effets cellulaires pourraient avoir une
répercussion dans I’IC. En effet les récepteurs a la thrombine sont exprimés au niveau des

cardiomyocytes ou elle provoque différentes réponses :

. . . 27
- une augmentation de I’influx sodique®”’.

- une augmentation de la production de peptide natriurétique et de I"hypertrophie®”".

- une augmentation de la mort dans un modéle d’ischémie/reperfusion”’?.

- une inhibition du clivage de PAR-1, la transactivation par MMP-13 et I’aggravation de la
dysfonction des myocytes qu’elle provoque®””.

- une augmentation de la mort cellulaire via PAR-17"%,

Cette derniére caractéristique pourrait étre liée a la mise en place d’arythmies et participer aux
ischémies. La thrombine pourrait ainsi jouer un role important dans I’IC et inhiber ses effets

cellulaires pourrait avoir un effet cardio-protecteur.

Durée du
Etude Population N suivit Résultats
Etudes prospectives
HELAS®®, Aspirinevs  IC (NYHA 18,5221,9  Pas de différences du fait du
warfarine II-1V) 197 mois faible nombre de patients
WASH?®, Aspirine vs
warfarin vs pas de 1C, FEVG Pas de différences du fait du
traitement <35 % 279 27 mois faible nombre de patients
WATCH?*® Aspirin vs ~ NIHA II-IV,
Warfarine vs FEVG
Clopidogrel <35 % 1587 21 mois Pas de différences
WARCEF* warfarin
vs Aspirine NYHA II-IV 2305 3,5+1,8 ans Pas de différences
Analyses post-hoc
SOLVD?*% Diminution de la mortalité
antiplaquettaire vs pas FEVG avec le traitement
d'antiplaquettaire <35% 6512 3,5 ans antiplaquettaire
SOLVD warfarine vs FEVG Diminution de la mortalité
pas de warfarine <35% 6513 3,5 ans avec la warfarine

Tableau 4 : Etudes ayant utilisées des traitments antithrombotiques dans 1’IC
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III. MODELES D’ETUDES

L’utilisation de modéeles animaux possédant des pathologies semblables aux pathologies
humaines est nécessaire pour permettre d’étudier I’effet de ces maladies sur les cellules et tissus
difficiles a obtenir chez ’homme. Les mod¢les animaux murins présentent également 1’avantage
de vieillir beaucoup plus rapidement que I’homme, il est donc plus aisé de les étudier
longitudinalement par rapport a une cohorte humaine. Les cohortes humaines sont utilisées en
amont et en aval des modeles animaux : en amont car les phénotypes observés chez I’homme
permettent d’envisager une étude chez I’animal, et en aval lorsque I’étude sur le modele animal a
permis de mettre en évidence un mécanisme qui permet d’adapter la stratégie thérapeutique chez

I’homme.

II1.1. Les modéles murins de SMet

Plusieurs souches murines sont utilisées comme modele de SMet (tableau 5). La majorité des
modeles d’animaux obeses présentent une résistance a la leptine avec, soit des récepteurs a la
leptine non fonctionnels, soit une forme tronquée de la molécule. Cette résistance a la leptine est

¢galement observée chez I’homme®".
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Modéle Description Hyperlipidémie @RI  Hypertension Hypercoagulabilité
Rats
Récepteur a la leptine . . . .
Zucker i oui oui oui Etat prothrombotique
SHR-SP Hypertens,lon non oui oui Lefsmns hémorragiques,
spontanée état hypercoagulable
Hypertension
SHR-SP obese spontanée, Récepteur oui oui oui ND
a la leptine -/-
Hypertension Hyperfibrinogénemie
SHHR spontanée, oul oui oui yP 8 R
hyperlipidémie hypercoagulabilité
Souris
Lep®P déficience en leptine oui oui oui Hypocoagulable
Déficience en . .
LepRad® récepteur de la oui oui oui M01n§ t.hrombothue.: lors
leptine de 1ésions vasculaires
Ldlr-/-Lep®® e .
Apob48-/- Deficience en leptine oui oui oui ND
Lep®™e et en son récepteur
Souris obéses de Mutation du . . .
oul oul oul ND

nouvelles Zeland récepteur a la leptine

Tableau S : Résumé des différentes anomalies qui caractérisent les rats utilis€és comme modeles
de linteraction entre le syndrome métabolique et I’hémostase. SHR-SP: Spontaneously
Hypertensive Stroke Prone Rat ; SHHR : spontaneously hypertensive hyperlipidaemic rats ; Lep :
leptine; Apo : apolipoprotéine.

II1.2. Le rat Zucker résistant a la leptine comme modéle de SMet

Les rats Zucker (fa/fa) présentent les mémes anomalies métaboliques que celles trouvées chez

I’homme et permettant de définir le SMet*”.

Le rat Zucker est issu d’une mutation spontanée observée pour la premiere fois par Zucker et

276

Zucker au début des années 1960”"". Cette mutation récessive est appelée fatty (fa). Elle affecte le

gene codant pour le récepteur de la leptine qui va posséder une partie extracellulaire tronqué6277.
Le récepteur tronqué possede néanmoins une faible affinité pour la leptine et est capable de

traduire un signal qui sera altéré par rapport au récepteur totalement fonctionnel*”® (Figure 33).
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WT C57BlUKs db/db db”2s/dbPes 129 db>/db¥ NIH fatP/fa® Zucker fa/fa

j % ﬂ j Q269_>p
) 625 Y Extratracellulaire
=t 762
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8

94 Intracellulaire
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1,162 @9 Boites a motifs Jak-Stat 1162

N

Figure 33 : Mutation du récepteur a la leptine dans les modeles murins d’obésité (d’apres
Friedman et Halaas., 1998)279.

Les rats Zucker homozygotes (fa/fa) développent une hyperphagie apres leur troisieme semaine
de vie®™, ils deviennent obeses et développent une hyperinsulinémie qui pourra aboutir 2 une

281 . . . ,
. L’insulino-résistance résulte d’une forte

résistance a I’insuline et a une hyperglycémie
augmentation de la sécrétion d’insuline, provoquant une augmentation du volume adipeux,
suivie, avec le vieillissement, d’une désensibilisation des tissus adipeux et périphériques menant

\ ;. \ - . 282
A la résistance a I’insuline®.

I11.2.1.La leptine et son récepteur

La leptine est une adipokine principalement sécrétée par les adipocytes. Cette hormone
polypeptidique de 167 acides aminés module le volume de la masse adipeuse en agissant au
niveau de la prise alimentaire et de la dépense énergétique via ’hypothalamus. Les taux
circulants de leptine augmentent en période de jeline et diminuent en période postprandiale. La
leptine augmente également les dépenses énergétiques par la thermogénese dans le tissu adipeux

283-285
brun

. La leptine permet ainsi de réduire le transport de glucose dans les adipocytes. Elle
augmente également la glycogenese et I’oxydation des acides gras au niveau des muscles
squelettiques. Ainsi, cette hormone a a la fois un rdle sur le métabolisme du glucose et sur celui

des lipides®*°.
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I11.2.2.L’impact de la leptine sur I’hémostase

La leptine possede de nombreux rdles au niveau de I’hémostase. Les souris invalidées pour le
récepteur de la leptine présentent une augmentation du temps d’occlusion dans un modele de
thrombose aboutissant a un thrombus instablede provoqué par des altérations de la fibrinolyse et
de la réactivité plaquettaire. Ces altérations peuvent étre résorbées par 1’administration de
leptine®™®’. De la méme maniére I’administration d’un anticorps fonctionnel dirigé contre la
leptine augmente le temps d’occlusion apres une bréche vasculaire avec ici aussi la formation
d’un thrombus instable®®®. Au niveau de agrégation de plaquettes humaine, la leptine combinée 2
des agonistes plaquettaires habituels, tels que I’ADP ou la thrombine, augmente la réactivité et la
capacité d’agrégation des plaquettes. Cette action plaquettaire pourrait étre due a la présence de

récepteurs a la leptine a la surface des plaquettes289

. La leptine liée a son récepteur plaquettaire
déclencherait la cascade de signalisation impliquant la kinase janus 2 (JAK2), I’inhibiteur de
protéases A 3 (PAI3) et la protéine kinase B/Akt aboutissant a une libération de calcium

intracellulaire et une activation de la PLC et de la PKC*".

II1.3. Le modéle du rat spontanément hypertendu (SHR)

Le rat SHR est le modele animal le plus couramment utilisé dans la recherche sur I’hypertension.
Le rat SHR a été créé par le croisement d’un couple de rat Wistar Kyoto (WKY) non consanguin
possédant une PA élevée. Le croisement des rats possédant la plus haute PA de génération en
génération a permis de créer la souche de rats consanguins SHR. Les rats SHR deviennent pré-
hypertendus entre 6 et 8 semaines avec des PAS a 9 semaines d’environ 135 a 155 mmnggl. IIs
sont réellement hypertendus 2 partir de 12 2 14 semaines™”. Le rat SHR présente, au début de
son hypertension, une augmentation du débit cardiaque dans les premiers stades de 1'hypertension
sans que les résistances périphériques soient augmentées. Une fois I’hypertension installée de
maniere durable, le débit cardiaque revient a la normale et ce sont les vaisseaux de résistances qui
induisent I’hypertension par augmentation des résistances périphériques®>. L’un des avantages
du rat SHR dans la recherche, est qu'il possede cependant la méme progression de I'hypertension

4 . . ‘ 294
avec des phases pré-hypertensives et progressives que celles observées chez I’homme )
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II1.4. La souris surexprimant le RM dans I’endothélium

Les actions du couple aldostérone/RM intervenant dans d’autres domaines que les régulations
homéostatiques sont a ce jour loin d’étre complétement comprises. Dans le but d’en apprendre
plus sur cette hormone et son récepteur, des modeles de souris surexprimant ou sous-exprimant le
RM dans différents tissus ont été générés (Tableau 6).

Un modele de souris surexprimant de maniere conditionnelle le RM dans le cceur en absence de
modification de 1’aldostéronémie présente une augmentation de la mortalité, mortalité pouvant
étre prévenue par un antagoniste du RM. Il s’avére que cette surmortalité est due a une
repolarisation ventriculaire prolongée provoquée par une modification des canaux ioniques en

295 N
. La méme

particulier les canaux Ca®* aboutissant 4 une arythmie ventriculaire importante
équipe a mis au point un modele de souris qui surexpriment le RM humain de maniere
conditionnelle dans 1’endothélium vasculaire.

Ces souris présentent une hypertension modérée (indépendante de I’effet de I’aldostérone sur le
rein) sans remodelage vasculaire ni atteinte de la fonction de relaxation de I’endothélium, mais

. . . 160
avec une augmentatlon de la reponse aux vasoconstricteurs .
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Mutation

Phénotype

Référence

Invalidation du RM

Mort entre 8 et 12 jours par défaut de réabsorption de
sodium

Bleich et coll*®

Surexpression conditionnelle
du RM dans les
cardiomyocytes

Un traitement a l'aldostérone modifie I'expression de
265 genes. Le facteur de croissance des tissus
conjonctifs (CTGF), dont I’expression est augmentée,
est lié au risque d’infarctus

Dysfonction des cellules endothéliales de vaisseaux
coronaires

Déclenchement d'arythmies

Messaoudi et coll®’

Favre et coll*®

Ouvrard-Pascaud et
coll®?

Surexpression conditionnelle
du RM dans les cellules
souches de cardiomyocyte

Augmentation du rythme cardiaque et des arythmies

Le Menuet et coll*”

Invalidation conditionnelle
du RM dans les myocytes

Préservation de la fonction cardiaque apres surcharge
volémique

Meilleure récupération suite a un infarctus

Lother et coll*®

Fraccarollo et coll*”!

Surexpression conditionnelle
du RM dans les cellules
endothéliales vasculaires

Augmentation de la pression artérielle
indépendamment du rein et liée a I’augmentation de
I’endothéline

Nguyen et coll'®

Tableau 6 : Modeles de souris transgéniques pour le récepteur minéralocorticoide au niveau

cardiovasculaire et leurs phénotypes.
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II1.5. Les cohortes de patients atteints d’IC traitées avec un antagoniste du RM

Plusieurs études a grande échelle ont porté sur le role des bloqueurs du MR chez des patients
ayant eu un évenement cardio-vasculaire.

En 1999, Pitt et coll ont montré que 1’ajout de spironolactone au traitement de patients ayant
présentés un épisode grave de pathologie cardiaque diminuait de 30 % les risques de déces dans
les 36 mois'*®. De la méme manitres 1’étude EPHESUS portant sur des patients ayant une
dysfonction du ventricule gauche suite a un infarctus du myocarde a montré une diminution de
21 % de la mortalité suite 2 ’administration d’éplerenone’”’. L’étude la plus récente de I’action
d’un antagoniste du RM dans une population de patients traités suite a une crise cardiaque et
présentant une dysfonction systolique du ventricule gauche avec des fractions d’éjections
inférieures a 35 % est 1’étude EMPHASIS-HF. Dans cette étude, un antagoniste présentant une
meilleure affinité que la spironolactone pour le RM, I’éplérenone, a été utilisé. Une diminution

de 24 % de la mortalité est observée chez ces sujets'™.
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IV. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Nous faisons I’hypothése que les modifications qui interviennent au niveau structural et cellulaire
de la paroi artérielle dans le SMet, I’hypertension et I’IC entrainent des anomalies de I’hémostase

qui aggravent ces tableaux cliniques.

L’objectif de ce travail est de caractériser 1’état et les altérations de 1’hémostase en fonction
d’anomalies métaboliques et de pression impliquées dans 1’évolution vers I’insuffisance
cardiaque.

Le SMet se caractérise par une obésité, une dyslipidémie, une hypertension ou encore la mise en
place d’un diabete de type 2. Tous ces symptomes augmentent fortement le risque
cardiovasculaire et sont chacun associés avec des dérégulations de I’hémostase.

L’hypertension est due a une dérégulation du maintien de la volémie, du tonus vasculaire et du
débit cardiaque caractérisant le SMet. C’est également 1’un des facteurs du développement d’une
IC.

L’IC est une pathologie fréquente qui touche de 3 a 20 personnes pour 1000 par an et plus de 50
pour 1000 par an pour les personnes de plus de 80 ans, et dont les chances de survie a 1 an ne
sont que de 65 %. Cette maladie cardiovasculaire est caractérisée par un cercle vicieux entre les
capacités cardiaques, la régulation de la volémie et la fibrose, par le systéme de 1’aldostérone,
aboutissant a une diminution des apports en oxygene aux organes. La diminution de 1’espérance
de vie dans I’IC est I'un des problémes majeurs de santé publique.

Les altérations de I’hémostase font partie des pathologies cardiovasculaires et leurs implications
dans la physiopathologie de I'IC commencent a étre étudiées. La paroi vasculaire et
particulierement 1’endothélium, de par ses propriétés anticoagulantes, jouent un rdle primordial
dans les pathologies thrombotiques. L’une des problématiques est donc de comprendre les
mécanismes qui entrent en jeu dans la dysfonction de I’hémostase et de la paroi vasculaire, pour
pouvoir envisager des stratégies de traitements des anomalies de 1’hémostase dans ces

pathologies.
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STRATEGIES D’ETUDE

Pour explorer les liens existant entre 1’hémostase et les pathologies liées a la mise en place d’une
IC nous avons séparé notre étude en trois parties (Figure 34) :

- Dans un premier temps nous avons utilis€ un modele de rat (le rat Zucker) développant les
mémes anomalies que le SMet humain (obésité, hypertension, dyslipidémie, intolérance au
glucose) et avons suivi les différentes phases de 1’hémostase (agrégation plaquettaire,
coagulation et fibrinolyse) a la fois chez le rat adulte (25 semaines) et le rat agé (80 semaines).
Pour étudier le role spécifique de I’hypertension nous avons également utilisé des rats SHR de
12 semaines, qui sont naturellement hypertendus.

- Dans un deuxieme temps nous nous sommes intéressés a I’effet de 1’activation du systéeme RAA
sur I’hémostase puisqu’une dérégulation de ce systeme participe a la mise en place d’une IC.
Nous avons traité des souris a 1’aldostérone et caractérisé leur hémostase. Nous avons également
utilisé des souris surexprimant le RM dans I’endothélium puisque I’aldostérone peut agir
directement sur le vaisseau sanguin dans la mesure ou son récepteur est présent sur les CE.

- Enfin nous avons étudié les relations entre la rigidité et la pression sanguine dans une cohorte de
patients insuffisants cardiaques traités avec un antagoniste du récepteur a 1’aldostérone. Nous
engageons un phénotypage plus poussé de leur hémostase pour explorer des modifications de la
balance hémostatique dans ce contexte pathologique caractérisé par des ischémies thrombotiques.
Nous avons aussi voulu savoir si la modulation du systtme RAA pouvait avoir également un

impact sur la survenue de ces thromboses.
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- Rats Zucker (syndrome métabolique) - Souris traitées a 1’aldostérone
- Rats SHR (hypertension) - Souris surexprimant le MR dans I’endothélium
A A

1

,Maladies communes pouvant conduire ‘ ’Dysfonctionnement du systéme
ou aggraver I” insuffisance cardiaque Rénine/Angiotensine/Aldostérone

AN /

Altération de ’hémostase?

Impact sur
| ’insuffisance cardiaque

- Cohorte de patients insuffisants cardiaque
ayant eu un épisode d’infarctus du myocarde

Figure 34 : Schéma de la stratégie d’étude.
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VI. MATERIELS ET METHODES

VI.1. Les animaux

VI1.1.1.Les rats Zucker

Les rats utilisés sont des rats Zucker élevés a I’animalerie de la faculté de médecine de Nancy. La
souche de rats Zucker utilisée présente une hyperphagie, une hypertriglycéridémie, une
hyperleptinémie et une hyperinsulinémie et descend de la souche utilisée dans une étude
précédente302. Quatre groupes de rats ont été utilisés : des rats témoins non obeses (FA/FA) ou
(FA/fa), avec un groupe de rats de 25 semaines, et un autre de 80 semaines, et deux groupes de

rats obeses (fa/fa) également de 25 ou 80 semaines.

VI1.1.2. Les rats SHR

Les rats SHR d’Okamoto et les rats Wistar ont été obtenus de I’élevage des laboratoires Charles
River et de Janvier. Des rats de 5 semaines pré-hypertendus et de 12 semaines hypertendus ont

été utilisés.

VI.1.3. Les souris RM-CE et les souris traitées a I’aldostérone

Les souris surexprimant de maniere conditionnelle le RM humain dans 1’endothélium ont été
obtenues par collaboration avec ’INSERM U872 de Paris. Elles sont créées par croisement entre
des souris monotransgéniques tetO-hMR et monotransgéniques possédant le transactivateur
endothélium-vasculaire-cadhérine-tetOFF. Les souris endothélium-vasculaire-cadhérine-tetOFF,

tetO-hMR et sauvage FVB/NR]j sont utilisées comme contrdles (Figure 35).
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EVCadh-tetOFF TeTO-RMh

SB L3
L

) o Wa

RM- CE\EVCadh tetOFF TeTO- RMh WT

Dox - Dox + Pas d’expressmn

l Pas d’expression

g

Expression dans
I’endothélium du RM

Figure 35 : Génération de souris surexprimant de maniere conditionnelle le RM humain dans
I’endothélium. Des souris portant le systéme de localisation EVCadh-tetOFF sont croisées avec
des souris portant le géne humain pour le RM. Les souris double transgénique obtenues
synthétisent, au niveau de 1’endothélium, le RM humain. Cette expression de RM peut étre
réprimée par I’administration de doxycycline (1 mg/ml dans 1’eau de boisson).

Des souris sauvages FVB/NR] ont également été traitées a I’aldostérone (60 pg/kg/jour pendant
21 jours) par minipompes osmotiques. Des souris de 3 a 7 mois ont été utilisées dans les
différentes expériences. Les expériences ont été réalisées conformément aux recommandations de

la communauté européenne (directives 86/609/CEE) et du comité d’éthique de ’'INSERM

VI.2. Les patients de I’étude EPHESUS

L’¢tude EPHESUS repose sur une cohorte de patients insuffisants cardiaques ayant eu un
infarctus du myocarde compliqué par une insuffisance systolique du ventricule gauche (fraction
d’éjection < 40 % par échographie ou angiographie). Les patients sont définis comme insuffisants
cardiaques s’ils présentent des rales pulmonaires, une radio du thorax montrant une congestion
veineuse, ou un souffle cardiaque. Les patients ont été inclus dans 1’étude a tous les stades de 1’'IC
dans les 3 a 14 jours qui ont suivi I'infarctus. Les patients diabétiques pouvaient étre inclus sans
avoir une IC avérée. Les patients ont ensuite recu, en double aveugle et pendant un mois, un
traitement a 1’éplérenone de 25 mg par jour ou un placebo. Par la suite, le traitement a pu étre
augmenté a 50 mg par jour (ou placebo) en fonction du taux de potassium des patients. Le

traitement a 1’éplérenone a ét¢ donné en plus du traitement standard comprenant des inhibiteurs
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de ’enzyme de conversion de I’angotensine ou des antagonistes du récepteur de I’angiotensine
(IECA, ARA), des béta-bloquants, des diurétiques, de l'aspirine, des statines, ou encore une
thérapie de reperfusion coronaire. La durée moyenne du suivi des patients a été de 16 mois.

Sur les 6632 patients de 1’étude, 19 ont di étre exclus de ’analyse par absence de données sur
leur pression sanguine basale. Les patients considérés comme normotendus étaient ceux sans
antécédent d’hypertension et avec une PAS < 140 mmHg et PAD <90 mmHg. Les autres
patients, avec ou sans traitement a 1’éplérenone, ont été placés dans le groupe « hypertendus ».
Trois cent six patients ont également eu une mesure de leur VOP en utilisant un appareil

Complior (Alam Medical, Vincennes, France).

VI1.3. Les prélevements

VIL.3.1. La Préparation du plasma dépourvu de plaquettes (PDP)

Les animaux non a jeun sont anesthésiés a I’isoflurane, 3 % pour les rats et 4 % pour les souris
avec un débit d’oxygeéne de 1,5 I/min. Le sang est prélevé par pose d’un cathéter a la carotide
pour le rat et par écoulement libre avec section de la carotide pour les souris, et anticoagulé a
raison de 9 volumes de sang pour 1 volume de citrate de sodium. Pour certains tests, le sang a été
anticoagulé avec de D’acide citrate dextrose (ACD) (85 mM Cg¢HsNaz;O;, 66,6 mM CgHsOy,
111 mM C¢H,0¢6) (a raison de 9 volumes de sang pour 1 volume d’anticoagulant), ou a ’EDTA
avec des tubes Vacutainer®. Le sang est ensuite centrifugé a 190 g pendant 10 min puisa 1 750 g
a température ambiante. Le surnageant est ensuite centrifugé a 13 000 g pendant 30 min a 4 °C.

Le plasma dépourvu de plaquettes (PDP) ainsi obtenu est conservé a -80 °C.

VI1.3.2. La préparation du plasma riche en plaquettes (PRP)
Le PRP est préparé a partir de sang total anticoagulé au citrate pour les expériences de
thrombinographie et anticoagulé a I’ACD pour les expériences d’agrégation plaquettaire. Le sang
total a ét€ centrifugé 4 min a 190 g puis 1 min 30s a 1900 g a température ambiante. Le

surnageant a ensuite ¢été¢ récupéré et la numération plaquettaire réalisée a I’aide d’un compteur
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Micro 60 ABX (Montpellier, France). L’ajustement a la concentration plaquettaire voulue est fait
en centrifugeant a nouveau le culot restant a 1 750 g pendant 10 min a température ambiante, le

surnageant pauvre en plaquettes obtenu est utilisé pour cet ajustement.

VIL.3.3. Les prélevements de tissus et d’organes

Les animaux sont mis a mort par exsanguination. L’aorte, le cceur, ainsi que la carotide, intacts,
sont ensuite prélevés et dégraissés sur glace dans du sérum physiologique. IlIs sont ensuite
conservés a -80 °C. Dans le cadre des expériences sur les rats SHR, des anneaux aortiques de
2 mm ont été préparés sous loupe binoculaire apres avoir dégraissé 1’artére. Les anneaux sont
ensuite lavés en PBS (Phosphate buffered saline, Dulbecco’s, sans Ca’* ni Mg2+) pendant 1 h

avant d’étre utilisés en thrombinographie.

VI1.4. Le phénotypage de ’hémostase

VI.4.1. L’évaluation de la réactivité plaquettaire

VI1.4.1.1. Agrégation plaquettaire

L’agrégation plaquettaire a été étudiée avec du PRP ou des plaquettes lavées. Pour la préparation
de plaquettes lavées le PRP est centrifugé 4 min a 1 000 g, le surnageant est ensuite retiré et le
plasma restant sur les parois du tube est absorbé avec un coton. Les plaquettes sont ensuite tres
doucement resuspendues avec du tampon Tyrode-BSA (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, NaHCO3
12 mM, Na,HPO, 0,4 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, Hépes 5 mM, glucose 5,5 mM, albumine
0,35 %, pH 7,3) a I’aide d’une pipette de 1 ml. Un comptage est effectué pour pouvoir ajuster la
numération plaquettaire a la valeur choisie.

L’agrégation plaquettaire permet de quantifier I’agrégation des plaquettes en mesurant la
transmission de lumiere a travers du PRP ou des plaquettes en suspension dans un tampon. La
transmission de lumiere est réglée a 100 % avec du PDP (ou du tampon Tyrode-BSA) et a 0 %

avec le PRP non activé ou des plaquettes lavées. La transmission de lumiére augmente au fur et a
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mesure que les plaquettes forment des agrégats et les résultats sont exprimés en pourcentage
d’agrégation. L’amplitude et la vitesse de cette augmentation dépendent essentiellement de la
réactivité des plaquettes. La transmission de lumiere est mesurée en continu au moyen d’un
agrégometre (SD Medical, Frouard). La mesure de 1’agrégation plaquettaire a été réalisée dans
des cuves a 37 °C contenant chacune 300 ul de PRP ou de plaquettes lavées. Deux agonistes ont
été utilisés, le collagéne a 10 pg/ml et ’ADP a 10 uM (SD Medical, Frouard). L’agrégation est
suivie pendant 10 min. Un logiciel spécialisé permet de calculer les parameétres d’agrégation
(pourcentage d’agrégation a différents temps, pourcentage d’agrégation maximale, pente de la
courbe, aire sous la courbe a différents temps). Seul le pourcentage d’agrégation maximal sera

présenté dans les résultats dans la mesure ot il est représentatif des autres parametres.

VI.4.1.2. Les dosages des secrétions plaquettaires

Apres 10 min d’agrégation plaquettaire, 30 ul d’EDTA (16 mM) froid sont ajoutés dans chaque
cuve d’agrégation. Le PRP ou les plaquettes lavées sont ensuite centrifugés a 12 000 g pendant
2min a 20 °C. Le surnageant est alors prélevé et congelé a -80 °C. La sécrétion des granules
denses est évaluée en mesurant I’ATP relargué a 1’aide du kit ATP détermination (Invitrogen).

Les taux de thromboxane B2 (TXB2), le métabolite stable du TXA2, sont déterminés dans le
sérum qui est préparé a partir de sang total non anti-coagulé incubé 2 h a 37 °C, puis une nuit a
4 °C. Les taux sériques de TXB?2 ont été déterminés avec le kit Thromboxane B2 Express EIA

kit-Monoclonal (Cayman Chemical) en suivant les recommandations du fabricant.

VI1.4.2.La génération de thrombine en plasma ou a la surface de cellules

N

La mesure de la génération de thrombine est une technique qui consiste a mesurer, dans un
plasma recalcifié, la thrombine générée au cours du temps par I’intermédiaire d’un substrat
fluorigene. Le suivi de la génération de thrombine est réalisé dans le fluorimetre Fluoroskan
Ascent (Labsystems) avec le logiciel dédié Thrombinoscope® version 3.1.0.55 (Synapse,
Maastricht, Pays-Bas). Un substrat fluorigéne de la thrombine (Z-Gly-Gly-Arg-AMC, Bachem)

est utilisé. La fluorescence est enregistrée avec une longueur d’onde d’excitation a 390 nm, une
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longueur d’onde d’émission a 460 nm et un intervalle de mesure de 15 s. Un calibrant (mélange
d’un complexe orz-macroglobuline/thrombine humaine ajusté a une activité connue d’environ
600 nM avec de I’AT bovine 100 nM et de I’héparine a 2 U/ml) est ajouté sur la plaque pour
corriger les effets de consommation du substrat et de filtre interne ainsi que I’influence de
facteurs optiques intrinséques au plasma, de ’appareillage et des consommables. Il permet
également le calcul de la quantité de thrombine générée par conversion des unités de fluorescence
obtenues en molarité de thrombine active. Les mesures sont réalisées en triple dans des
microplaques 96 puits en polypropyléne, fond rond (Greiner). La réaction est obtenue en
déposant dans les puits 10 uL. de tampon HBS pH 7,35 constitu¢é d’HEPES (N-[2-hydroxyethyl]
pipérazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]) 20 mM, de NaCl 140 mM, et de BSA (Sigma ref. A-3912)
a5 g/l, 5 ul de VP constituées de Pc/Ps/Pe dans un rapport 60/20/20 moles% a 4 uM final et 5 pul
de FT a une concentration finale de 5 pM (h-rTF, Innovin Dade Behring) puis 80 ul de PDP. Un
puits contenant 20 pl de calibrant (Synapse B.V., Maastricht, Pays-Bas) et 80 ul de spécimen
plasmatique est inclus dans la plaque pour chaque plasma étudié. La plaque est placée dans le
fluorimetre 5 min avant 1’addition par cet appareil de 20 pl d’'un mélange de substrat fluorigene a
2,5 mM en HEPES 20 mM, pH 7,35, contenant de la BSA a 60 g/l et de CaCl2 100 mM.

Pour du plasma humain, 80 pl de plasma sont utilisés pour un volume réactionnel total de 120 pl.
Pour diminuer le volume de plasma a utiliser, nous avons diminué par deux les volumes de
plasma et de réactif et quantifié la génération de thrombine avec 40 pl de plasma pour un volume
réactionnel de 60 pl.

Plusieurs parametres caractérisent les courbes de génération de thrombine ou thrombinogramme.
Il y a ceux donnés directement par le thrombinogramme, comme le temps de latence, qui est le
temps requis pour atteindre la génération explosive de thrombine et correspondant a la formation
du caillot, le pic de génération de thrombine et le temps mis pour atteindre ce pic. Le
thrombinogramme permet aussi de calculer le potentiel thrombinique (ETP pour « endogenous
thrombin potential ») qui est 1’aire sous la courbe et qui correspond a la quantité totale de travail
enzymatique que la thrombine peut accomplir, et la vélocité qui est la vitesse de génération de
thrombine durant la phase explosive (Figure 36). Certaines expériences ont été réalisées en
ajoutant 60 mM de TM de lapin (American Diagnostica) pour explorée la réactivité du systeme

anticoagulant de la PCa dont ’activation nécessite la présence de TM.
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Figure 36 : Les parametres de la génération de thrombine en plasma pauvre en plaguettes sur un
pool de 10 plasmas humain. ETP : endogenous thrombin potential.

La thrombinographie en plasma riche en plaquettes (PRP) est réalisée en suivant le méme
protocole, a la différence pres que les VP ne sont pas ajoutées et que le volume correspondant est
remplacé par du tampon HBS.

La mesure de génération de thrombine a la surface des cellules est réalisée sans ajout de VP ni de
FT. Les cellules, CE ou CML, sont cultivées en plaques 96 puits (MICROTESTTM96) a fond
plat (voir partie V.6.2 Culture cellulaire). Le milieu de culture est retiré et les puits sont lavés
deux fois avec 200 ul de PBS a 37 °C par puits. Le milieu réactionnel final est de 20 ul d’HBS de
80 ul de PDP (ici un pool de PDP humain), et 20 ul du mélange de substrat fluorigene 2,5 mM et
de CaCl2 100 mM.

Les thrombinographies en présence d’anneaux aortiques sont réalisées en déposant un anneau par
puits dans une plaque 96 puits en polypropylene a fond rond (Greiner), avec 80 pl d’un pool de

PDP sans TF et sans VP.
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VI.4.3. Les dosages
VI.4.3.1. Les dosages par test ELISA

Chacun des dosages suivant a été réalisé selon les instructions du fournisseur. Les différentes

trousses utilisées sont :

- Pour le dosage des fragments F1+2, la trousse de dosage Enzygnost F1+2 (Siemens,
Deerfield, USA).

- La trousse Actichrome® TF (American Diagnostica, Stamford, USA) pour le dosage du
FT.

- La trousse Enzygnost TAT micro (Dade Behring, Marburg, Allemagne) pour le dosage
des complexes TAT.

- Le coffret ACTICHROM TFPI Activity Assay (American Diagnostica) pour le dosage de
I’activité¢ du TFPI. Pour ce dosage les dilutions ont ét augmentés a 1/50 en tampon de
dilution.

- Une trousse COAMATIC® Antithrombin (CHROMOGENIX, Lexington, USA) pour le
dosage de I’AT.

- Le coffret ASSERACHROM VWE® : Ag (Diagnostica Stago, Asnieres, France) pour la
forme antigénique du vWF.

- Le kit Quantikine® ELISA (R & D Systemes, Abingdon, UK) pour la forme soluble
d’ICAM-1.

- Le kit d’USCN Life Science inc (Wuhan, China) pour la TM, en utilisant 10 ug de
protéines par puits.

- Le kit ELISA dédié (Cusabio® biotech, Wuhan, China) en utilisant 10 ug de protéines par
puits pour la métallopéptidase ADAM17.

- Le kit Asserachrom sEPCR (Diagnostica Stago) pour le dosage de 'EPCR dans les
surnageants et les protéines cellulaires.

- Le kit mouse sEPCR ELISA (Elabsciences®, Wuhan, China) pour I’'EPCR plasmatique et
des cellules aortiques de souris. Les protéines aortiques sont préparées par 3 cycles de
congélation-décongélation en PBS ; 2 ug de protéines par puits sont utilisés.
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- Le dosage du CD146 soluble a été mis au point au laboratoire. Un volume de 100 ul d’une
solution d’anticorps monoclonal de souris anti-CD146 (US Biological, Swampscott,
USA) a 1 pg/ml dilué en tampon carbonate-bicarbonate (bicarbonate de sodium 0,09 M,
carbonate de sodium 0,01 M, chlorure de sodium 0,5 M) pH 9,6 est déposé dans chaque
puits d’une plaque COSTAR « high binding ». Apres une nuit a 4 °C, les puits sont lavés
3 fois avec du PBS-Tween (NaCl 131 mM, Na2HPOs4 1,56 mM, KH2PO4 1,56 mM,
Tween 20 a 0,05 %). La saturation est effectuée en distribuant 125 ul de BSA (Sigma
ref. A-3912) a 1 % dans du PBS dans chaque puits. L’incubation doit se faire a 4 °C
pendant au moins une nuit. Les spécimens de PDP sont dilués au 1/5 et 1/10 en PBS-
Tween, 100 ul de chaque dilution sont déposés dans chaque puits. Le mélange est incubé
2 h a température ambiante. Apres 3 lavages avec du PBS-Tween, 100 ul d’anticorps
monoclonal de souris anti-CD146, clone 2Q401, marqué a la biotine, a 1 pug/ml en PBS-
Tween, sont ajoutés dans chaque puits. Le mélange est incubé 2 h a température ambiante.
Apres 3 lavages avec du PBS-Tween, 100 ul de streptavidine HRP (Horseradish
Peroxidase) (Zymed, San Francisco, USA) au 1/1000 en PBS-Tween, sont ajoutés dans
chaque puits et la plaque est incubée 15 min a température ambiante. Apres 3 ringages
avec du PBS-Tween et un lavage avec de 1’acétate citrate pH 6 (acétate de sodium 2 M,
pH ajusté a 6 avec de ’acide citrique) la coloration se fait avec 100 ul de substrat
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) 0,1 mM /H;0,, 6 mM par puits et 1’arrét de la
coloration par ajout de 50 ul d’H2SO4 a 1 M. La lecture est effectuée a 450 nm. Les
résultats sont exprimés en absorbance a 450 nm car les solutions disponibles calibrées en
CD146 humain ne sont pas reconnues par les anticorps utilisés pour le dosage du CD146

de rat.
VI1.4.3.2. Le dosage du fibrinogeéne coagulant
Ce dosage est réalisé dans un coagulometre semi-automatique KC 10. Un volume de 200 pl de
PDP dilué au 1/10 ou 1/20 en tampon Owren-Koller (Diagnostica Stago), ou d’unicalibrator

humain (plasma standard international de calibration pour le dosage des facteurs de la

coagulation, Diagnostica Stago) est déposé dans chaque cupule et incubé pendant 4 min a 37 °C.
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Le temps de coagulation est mesuré apres addition de 100 ul de Fibriquik (thrombine bovine a

100 unités NIH/ml, Biomérieux-Trinity Biotech, Bray, Irlande).

VI1.4.3.3. Le dosage de la prothrombine et du FVIII

Ce dosage est réalisé dans le coagulometre KC 10. Le principe est de diluer les échantillons a
étudier dans du plasma déficient pour le facteur a doser. Ce facteur est alors I’élément limitant le
temps de formation du caillot. Le dosage de la prothrombine se fait par un test mesurant le temps
de Quick, c'est-a-dire le temps de coagulation par la voie extrinseque, alors que le dosage du
FVIII se fait par un test mesurant le temps de coagulation par la voie intrinseque (temps de
céphaline avec activateur). Chaque plasma est étudié a deux dilutions. Les concentrations sont
exprimées en pourcentages et calculées grace aux courbes étalons établies avec de ’unicalibrator,

100 % étant la concentration du facteur dans un pool de plasma humain utilisé comme référence.

Pour doser la prothrombine, 50 ul de plasma a étudier, dilué au 1/40 et 1/80 en tampon diluant
facteur (Instrumentation Laboratory, Bedford, USA), puis 50 ul de plasma deficient en
prothrombine (Dade Behring) sont déposés dans chaque cupule. Les cupules sont placées a 37 °C
pendant 60 s. Le temps de coagulation est mesuré apres addition de 80 ul de Thromborel S (Dade
Behring).

Un volume de 50 pl de plasma a étudier, dilué¢ au 1/40 et 1/80 en tampon Owren-Koller, est
déposé dans chaque cupule, 50 ul de plasma déficient en FVIII (Dade Behring) et 50 ul de
C.K.Prest (Diagnostica Stago) sont ajoutés. Les cupules sont placées a 37 °C pendant 240 s. Le

temps de coagulation est mesuré apres addition de 50 uL de CaCl, (25 mM).

V1.4.3.4. Le dosage de ’activité procoagulante des phospholipides

Une gamme étalon est réalisée avec des vésicules phospholipidiques (VP) constituées d’un
mélange de phosphatidyl-choline, sérine et éthanolamine (Pc/Ps/Pe) a 60/20/20 mol % dans du
TBS (Tris 50 mM, NaCl 175 mM, NaN3 0,02 %, pH 7,9) contenant de la BSA a 2 mg/ml. Les

dépdts s’effectuent en triple dans une plaque 96 puits Nunc « Polysorb » a raison de 50 ul de
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spécimen (VP, ou plasma), 50 pl d’un mélange de CaCl2 5 mM, FXa (1,2 nM) et FVa (2,4 nM) et
50 pl d’un mélange de prothrombine (6 uM) et de S2238 (substrat chromogene de la thrombine)
(0,6 mM) ; (prothrombine, FXa et FVa bovins ; Synapse B.V., Maastricht, Pays-Bas). Dans ces
conditions, I’activité de la prothrombinase est linéaire et dépendante de la quantité de Ps sur une
gamme de 2 % a 20 %. Apres une incubation de 5 min dans le noir a température ambiante,
I’absorbance est lue a 405 nm (la lecture est faite en cinétique toutes les 30 s pendant 10 min). La
concentration en phospholipides procoagulants (PPA) dans les plasmas a été estimée a partir du
taux initial de formation de thrombine par référence a la gamme étalon.

La mesure de I’activité PPA a la surface de cellules la lecture se fait par fluorescence. Le substrat
chromogene est alors remplacé par le substrat fluorogene (Z-Gly-Gly-Arg-AMC).La fluorescence
au niveau de la plaque (MICROTESTTM96) est, lue a I’aide du fluorimetre Fluoroskan Ascent
(Labsystems) avec le logiciel dédié (Ascent software 2.6). La lecture est faite toutes les minutes
pendant 30 min avec une longueur d’onde d’excitation de 390 nm ainsi qu’une longueur d’onde
d’émission de 460 nm.

Les résultats sont exprimés en nM équivalents de Ps.

VI1.4.4.La mesure de la conversion de protéine C (PC) en PCa a la surface des
CE

Les CE subconfluentes cultivées en plaques 96 puits a fond plat (MICROTESTTM96) sont
lavées avec un tampon Hepes 20 mM, 150 mM NaCl, CaCl, 2 mM, pH 7,4. Un volume de 50 uL
de protéine C (purifiée au laboratoire) a 65 nM est ajouté avec 50 uL de thrombine bovine
(DiaThrombin, DiaMed SA, Cressier s/Morat, Suisse) a des concentrations croissantes (de 0 nM
a 40 nM préparées dans le tampon de lavage HBS-CaCl,) aux cellules adhérentes a 37 °C. Apres
1 h, la thrombine est inhibée avec 10 pL d’hirudine & 500 nM. Pour chaque échantillon, 100 pL
sont transférés dans une plaque 96 puits Nunc « Polysorb » contenant 50 ul. du substrat
PCa S2366 a 0,4 mM. L’absorbance est lue a 405 nm sur une durée de 30 min et la concentration
en PCa formée est déterminée a I’aide d’une courbe étalon tracée a partir de concentrations

. cpe . , . N 0
croissantes en PCa purifiée préparée au laboratoire de 0 nM a 5 nM>*.
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VI1.4.5. Le test de fibrinolyse

La fibrinolyse peut étre évaluée par lecture de la densité optique du caillot. Ce test est utilisé pour
mesurer le temps de demi-lyse du caillot et ainsi déterminer la capacité fibrinolytique d’un
plasma. Un mélange en tampon de Lisman (Hépes 25 mM, NaCl 137 mM, KCl 3,5 mM, CaCl,
3 mM, albumine 0,1 %, ajusté a pH 7,4), contenant 5 pM de FT recombinant humain Innovin®
(Siemens), des VP constituées de Pc/Ps/Pe dans un rapport 60/20/20 moles% a 4 uM équivalent
Ps 5nM de TM de poumon de lapin (American Diagnostica), et 4 pg/ml de t-PA recombinant
humain Actilyse® (Boehringer Ingelheim) est réalisé. Quarante microlitres de ce mélange sont
ajoutés dans chaque puits d’une plaque transparente a fond rond (Greiner). Vingt microlitres de
plasma sont ajoutés. Les expériences sont réalisées en triplicate pour chaque échantillon. La
coagulation est déclenchée par recalcification du plasma a raison de 10 ul/puits de CaCl, a

100 mM. La lecture se fait toutes les minutes pendant 180 min a 405 nm a 37 °C.

VLS. Imagerie des caillots de fibrine

Les générations de thrombine ont été réalisées sur des disques de papiers absorbant en utilisant la
méme technique que celle décrite pour la mesure de génération de thrombine en sang total’”*. Les
concentrations finales en TF et VP étaient respectivement de 5 pM et 4 uM.

Le caillot est fixé 50 min apres avoir déclenché la génération de thrombine. L’ huile minérale
utilisée pour empécher I’évaporation dans les puits est retirée et une solution de glutaraldehyde
en PBS (PBS Sorensen, pH 7,2) est ajoutée. Les puits sont conservés 1 h a température ambiante
puis une nuit a 4 °C. Les échantillons sont ensuite lavés 5 fois en PBS et une seconde fixation est
réalisée avec de 1’0OsO4 (1%) en cacodylate de sodium (200 nM, pH 7.4) pendant 1h a
température ambiante. Les échantillons sont ensuite déshydratés par bains d’éthanol successifs de
3min a 30, 50, 70, 90 et 100 %. Le bain a 100 % d’éthanol est renouvelé 3 fois. La
déshydratation est ensuite terminée par une solution d’hexamethylisilazane et d’éthanol dans un
rapport 1 : 1 pendant 3 min puis d’hexamethylisilazane pendant 10 min.

Les disques sont ensuite retirés des puits et laissés a sécher puis attachés a une plaque recouverte

d’or (Quorum Q150 RS) pour la visualisation au microscope ¢électronique (Phenom G2 pro). La
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taille des fibres et des pores est ensuite analysée a I’aide du logiciel spécialisé Fibermetric

software (PhenomWorld, Pays-Bas)

VI1.6. Le modele de thrombose carotidienne induite au FeCls

Les souris sont anesthésiées avec du pentobarbital (50 mg/kg) injecté en intra-péritonéal. Les
artéres carotides sont mises a nu et le flux sanguin est mesuré a 1’aide d’une sonde a ultrasons
(0,5 PSB Nanoprobe, Transonic, Ithaca, NY) au niveau de la carotide gauche. Le thrombus est
déclenché en appliquant deux morceaux de papier-filtre, imbibés de solution aqueuse de FeCl3 a
3 % sur I’extérieur de la carotide. Apres 3 min, les papiers-filtres sont retirés et le vaisseau lavé
avec du sérum physiologique. Le flux est enregistré 5 min avant 1’application des papiers-filtres
et ’occlusion totale des vaisseaux est controlée aprés chaque expérience. Les résultats sont
analysés par le programme dédié¢ 10X (EMKA Technologies, Paris, France) apres avoir converti

le signal a 1’aide d’un convertisseur analogique-a-digital.

VI1.7. La culture cellulaire

V1.7.1. L’isolement et la culture de cellules endothéliales (CE) et de CML de rats
SHR

Les CE et les CML vasculaires ont été isolés a partir d’aorte de rats SHR et Wistar selon le
protocole de Battle et coll’. Les rats sont anesthésiés a I’isoflurane puis mis a mort par
exsanguination. L’aorte thoracique est prélevée en conditions stériles. L’intérieur de 1’aorte est
ensuite rincé avec du tampon phosphate salin (137 mM NacCl, 2,6 mM KCI, 10,1 mM Na,HPO,,
1,8 mM KH,PO,) (Invitrogen). L’adventice est retiré aseptiquement sous loupe binoculaire, puis
’artére est coupée en anneaux. Ces anneaux sont mis a incuber sous agitation au bain-marie en
présence de collagénase I (Wortington) a 37 °C pendant 40 min. Les anneaux sont ensuite
resuspendus 10 fois avec une pipette, puis filtrés sur une compresse stérile placée au-dessus d’un
tube Falcon. Le filtrat est centrifugé a 570 g pendant 5 min a température ambiante et les CE

récupérées dans le culot qui est resuspendu dans du milieu Endothelial Cell Growth Medium-2
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(EGM®-2) avec 2 % de sérum de veau feetal, 10 % de sérum de cheval, et en présence de facteurs
de croissance (Hydrocortisone, FGF-B, VEGF, R3-IGF-1, acide ascorbique, hEGF), d’héparine
et de gentamycine. Les cellules sont laissées 40 min a 37 °C dans une flasque de 25 cm’. La
flasque est lavée 2 fois avec 2,8 ml de milieu de culture par boite afin de retirer les cellules qui
n’ont pas adhéré, puis elles sont remises a 37 °C. Pour préparer les CML, les anneaux sont
récupérés sur la compresse, puis incubés sous agitation pendant 1 h a 37 °C avec de la
collagénase II (Wortington) a 1 mg/ml et de I’¢élastase I (Wortington) a 0,5 mg/ml dans du PBS.
La digestion enzymatique est arrétée en ajoutant une quantité identique de DMEM/F-12
(Dulbecco’s modified eagle’s medium, Gibco®) contenant 10 % de SVF (Sigma®) ainsi que des
antibiotiques (100 U/ml de pénicilline- streptomycine). Les cellules sont ensuite centrifugées a
250 g pendant 10 min et comptées a I’aide d’'un hématocytometre (Naueber). Des flasques de
culture de 75 cm” ou de 25 cm” contenant 10 ml ou 5 ml sont ensemencées 2 raison de 4 000 a
5000 cellules/cm?. Le milieu de culture est changé tous les deux jours jusqu’a subconfluence des

cellules.

Caractérisation des cellules :

Les cellules en culture primaire sur des labteck sont rincées au PBS puis fixées avec du
PBS/paratormaldehyde 4 % pendant 10 min a 20 °C et a nouveau rincées trois fois avec du PBS.
Les cellules sont perméabilisées avec un tampon Triton X100 0.5 % en TBS (TBS-T) (Tris
50 mM, NaCl 175 mM, NaN3 0,02 %, pH 7,9) pendant 15 min a 20 °C. Les cellules sont
incubées avec les anticorps primaires, anti-aSMA (Sigma) pour les CML, anti-vWF et anti-CD31
(Abcam) pour les CE, pendant 1 h a 20 °C sous agitation lente. Les cellules sont ensuite lavées
trois fois dans du TBS-T, puis incubées avec I’Envision (Vector Laboratories) pendant 30 min a
20 °C. Le labteck est lavé deux fois avec du PBS puis démonté. Les lames sont plongées dans du
DAB (DAKO LSAB®) dilué au 1/1000 dans du PBS. Les cellules sont déshydratées a 1’éthanol
70 %, puis au toluene ; les lames sont montées a I’Eukitt (O. Kindler gmbh & co Mikroskopische

Gléser) pour étre observées au microscope.
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V1.7.2. La culture de CE aortiques humaines (HAEC)

Les cellules endothéliales aortiques humaines (HAEC) (Lonza, Basel, Switzerland), sont
cultivées jusqu’a subconfluence en milieu de culture Clonectics® EGM®-2 et utilisées de
passage 5 a passage 7. Les cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm?, la multiplication
est effectuée en rincant les boites deux fois avec du PBS (a température ambiante) puis en les
incubant 5 min a 37 °C avec de la trypsine-EDTA (Gibco®). Une observation au microscope est
effectuée pour s’assurer que les cellules sont bien décollées, et 5 ml de milieu de culture sont
ensuite ajoutés pour inhiber les effets de la trypsine. Les cellules sont ensuite centrifugées a 250 g
pendant 10 min a température ambiante. Le culot est resuspendu dans du milieu de culture qui
sera distribué dans de nouvelles boites de 75 cm?, ou, pour les expériences de thrombinographies,
de mesure de conversion de PC en PCa ou de test PPA, et d’extractions de protéines ou d’ARN,
dans des plaques de 6 ou 96 puits (les cellules sont ensemencées a raison de 7 500 cellules/puits
pour les plaques 96 puits (MICROTESTTM96), et 120 000 cellules par puits pour les plaques de
6 puits).

Dans le cadre des expériences nécessitant un traitement a ’aldostérone en présence ou non d’un
antagoniste du MR ou du GR, les cellules sont cultivées en milieu de culture avec sérum
destéroidé pendant 18 h (ayant pris soin de ne pas ajouter I’hydrocortisone dans le milieu
clonectics). Le sérum destéroidé est préparé en ajoutant a 250 ml de sérum de veau fétal, 2,5 g de
charbon (Sigma-Aldrish, St Louis, MO) et 0,25 g de dextran (Sigma-Aldrish, St Louis, MO). Le
tout est incubé sous agitation 30 min a 56 °C, puis centrifuger 15 min a 5 000 g. Le surnageant
est ensuite récupéré 1’ensemble des opérations sont répétées une seconde fois. Apres la seconde
centrifugation le surnageant est filtré une premiere fois sur papier Wathman, puis une seconde
fois avec un filtre de 0,22 pm. Le sérum est ensuite aliquoté par 50 ml et congelé a -20 °C.

Les cellules sont ensuite traitées 24 h avec 10 M d’aldostérone (Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
avec ou sans 10°M d’antagoniste du MR RU28318 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) ou 10°M
d’antagoniste du GR RU486 (Mifepristone) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Les cellules sont

traitées 1 h avec les antagonistes avant d’ajouter I’aldostérone dans le milieu de culture.
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VI.8. Extraction de ’ARN et la mesure de I’expression des génes

Les cellules sont cultivées en plaques 6 puits jusqu’a confluence, puis lavées avec du tampon
PBS. L’ARN total est extrait a I’aide du kit RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) en
suivant les recommandations du fournisseur. L’ARN est ensuite dos¢ par spectrophotométrie a
260 nm et 280 nm avec un appareil NanoDrop drop 1000 (Thermo Scientific, USA). La
Transcription inverse est réalisée a 1’aide d’un mélange de 1 ug d’ARN, 10 uM d’oligo dT,
25 mM de dNTP, un inhibiteur de RNAses, 200 U de M-MulV Reverse Transcriptase, ainsi que
du tampon de réaction (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). La réaction est
réalisée a 42 °C pendant 90 min, puis arrétée en étant chauffée a 72 °C pendant 10 min. Les ADN
complémentaires sont dilués pour étre utilis€s pour la PCR quantitative et conservés a -20 °C. Les
PCR quantitatives en temps réel sont réalisées avec le SYBR green PCR technology (Bio-Rad,
Hercules, CA) en utilisant les amorces présentées tableau 7 selon les conditions suivantes : une
étape de dénaturation de 3 min a 95 °C suivie de 40 cycles commengant chacun par une étape de
dénaturation de 10s a 95°C; puis 45 s a la température d’hybridation (Ty); et 60s a 72 °C.
L’expression est exprimée en comparaison de 1’expression de la glycéraldéhyde-3-phosphate

déshydrogénase (GAPDH) a I’aide du logiciel MyiQ (Bio-Rad).

Gene Amorce sens (5° —3°) Amorce anti-sens (5’ —3”) Ty (°C)
PROCR GGCAGTTTCATCATTGCTGG TTGAACGCC TCAGGTGATTC 62
THBD TAACGAAGACACAGACTGCATT CTAGCCCACGAGGTCAAGGT 60.5

TFPI ATTTCACGGTCCCTCATGGTGTCT GGCGGCATTTCCCAATGACTGAAT 62

GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 60

Tableau 7 : Séquence des amorces
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VL.9. L’immunohistochimie et ’'immunocytochimie

Les CE et les cryosections d’aorte de souris sont fixées avec du parafomaldehyde (4%
poids/volume TBS ; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6) pendant 10 min, puis avec 5 % de TBS-
BSA pendant 30 min. Les HAEC sont incubées 1 h a température ambiante avec un anticorps
anti-ECPR dilué au 1/50 (mouse monoclonal, R&D Systems) ainsi qu’un anticorps de lapin
polyclonal anti-TM dilué au 1/50 (Santa Cruz Biotechnology). L’anticorps anti-souris conjugué
DyLight488 dilué au 1/100 (Abcam) ou D’anticorps anti-lapin conjugué DyLight549 dilué au
1/100 (Abcam) sont incubés 1 h a température ambiante. Les sections aortiques sont incubées
avec un anticorps anti-EPCR dilué au 1/100 (EBioscience San Diego CA) pendant 1 h a
température ambiante, puis avec un anticorps secondaire anti-chévre biotinylé dilué au 1/100
(Sant Cruz Biotechnology) pendant 1 h suivi du conjugué streptavidine Cy3 (Jackson
Biotechnology) pendant 30 min. Les noyaux sont colorés avec du DAPI (Sigma). Les cellules et
les cryosections sont observées par fluorescence en microscopie confocale (LEICA TCS SPS5,

Wetzlar, Germany).

VI.10. Les statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard a la moyenne (ESM). La comparaison
entre les rats Zucker obeses et les témoins non obeses (effet souche), ou entre les différents
groupes d’age (effet dge) a été réalisée en utilisant le test ANOVA a deux facteurs au seuil de
risque de 5 %. Nous avons également utilisé le test de Fisher pour comparer deux groupes en cas
de résultat ANOV A positif.

En ce qui concerne I’étude portant sur les souris RM-CE, les résultats sont exprimés en
moyenne + erreur standard a la moyenne (ESM). La comparaison a été réalisée en utilisant un
test t de Student apparié ou non apparié.

L’analyse statistique de la cohorte EPHESUS a été réalisée a 1’aide du programme SAV V9.22
(SAS Institute, Cary, NC, USA). Le seuil de significativité a été fixé a 5 %. Une analyse
univariée a été réalisée en utilisant les tests de Mann-Whitney et du Chi2. Les résultats sont

présentés en moyenne + écart type (SD) pour les variables continues et en fréquence
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(pourcentage) pour les variables catégorielles. Dans 1’analyse multivariée, 17 covariables basales
ont été testées : traitement, hypertension, sexe, age, pression (PAS, PAD, PAM, PP), fréquence
cardiaque, FEVG, taux circulant de potassium, ratio estimé de filtration glomérulaire (eGFR),
thérapie de reperfusion, IECA, ARA, béta-bloquants diurétiques, nitrates. La VOP a été testée
dans les sous-groupes concernés. L’association entre ces variables et la mortalité avec ou sans
hospitalisation pour des causes cardiovasculaires a été réalisée avec une régression de Cox. Les
facteurs associés avec la PP et la VOP ont été identifiés avec une régression linéaire en analyse

multivariée.
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VII.1. L’Etude de ’hémostase du rat Zucker

Le rat Zucker est un modele de SMet présentant les mémes anomalies que celles qui définissent
le SMet chez ’homme. Une grande partie des patients atteints d’IC sont également atteints d’une
ou plusieurs anomalies présentes dans le SMet. L’hémostase commence a étre considérée depuis
quelques années comme étant un aspect important, et pourtant jusqu’a présent sous-estimé, de
I’IC. De plus, I’'IC est une maladie des personnes vieillissantes. Pour toutes ces raisons nous

avons dans un premier temps étudié I’hémostase chez les rats Zucker de 25 et a 80 semaines.

VIL.1.1. Les parametres morphologiques, hémodynamiques et métaboliques

Le tableau 8 présente les parametres morphologiques, hémodynamiques et métaboliques des rats

utilisés pour cette étude®”.

Les rats obeses présentent a 25 semaines une obésité, une
augmentation de la PA, du cholestérol et de I’insuline. A 80 semaines, les mémes variations sont
observées a I’exception du taux d’insuline qui est effondré, signe de la présence d’un diabéete de
type 2. Les rats Zucker obeses présentent donc a 25 comme a 80 semaines les mémes altérations

que celles qui permettent de caractériser le SMet humain.

VIIL.1.2. La numération sanguine

La numération sanguine des rats Zucker a été réalisée sur du sang anticoagulé par du citrate c’est-
a-dire dilué a 10 %. Les résultats sont présentés dans le tableau 9. Les rats obéses présentent une
diminution du nombre d’érythrocytes quel que soit leur age par rapport aux rats non obeses. Il y a
également une diminution avec le vieillissement du nombre d’érythrocytes chez les rats obéses.
L’hématocrite et I’hémoglobine ont tendance a diminuer dés 25 semaines chez les rats obeses par
rapport aux rats non obeses, mais cette diminution ne devient significative qu’a 80 semaines.

Pour les érythrocytes, comme pour I’hématocrite et ’hémoglobine, I’interaction est significative,
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indiquant que le vieillissement altére d’avantage ces parameétres dans le cadre du SMet. En ce qui
concerne la numération plaquettaire elle est augmentée chez les rats obeses a 25 comme a
80 semaines. L’age n’a ici pas d’influence, ni chez les rats obéses ni chez rats non obeses. Le
volume plaquettaire moyen n’est modifi¢ dans aucun des groupes.

Le compte global des leucocytes est significativement différent a 80 semaines chez les rats
obeses. Une augmentation est présente a la fois par rapport aux rats non obeses de 80 semaines,
mais également par rapport aux rats obeses de 25 semaines. Ici aussi ’interaction significative

démontre un impact positif du SMet dans le vieillissement sur le nombre de leucocytes.
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Souche Fa/- fa/fa Fa/- fa/fa
Age 25 semaines 80 semaines
n 9 9 9 9 Souche Age Interaction
Masse corporelle (g) 398 £6 567 £ 12%* 427 £ 17 546 £27* <0,0001 0,807 0,13
PAS consciente (mmHg) 158 £2 165 £ 2% 134 + 8# 178 £ 10* < 0,05 NS < 0,01
Cholestérol (mmol/l) 1,2+0,1 5,6 £0,3* 2,5+0,1# 6,1 £0,4%* <0,001  <0,001 NS
Insuline (ng/ml) 0,66 +0,06 10,50 +1,43* 2,02+0,48 2,10+£0,71*%# | <0,001 <0,001 <0,001

Tableau 8 : Parameétres morphologiques, hémodynamiques et métaboliques des rats Zucker obéses et non obeéses. Les valeurs sont

exprimées en moyenne = ESM. * P < (0,05, obeses vs non obeses au méme age ; # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme
souche. PAS : pression artérielle systolique.

Souche Fa/- fa/fa Fa/- fa/fa
Age 25 semaines 80 semaines
n 9 9 9 9 Souche Age Interaction
Erythrocytes (10%mm?®) 6,4 +0,1 5,7+0,1% 6,1+0,2 4,6 +0,3%4# <0,0001 0,001 0,031
Hématocrite (%) 30,0 0,8 27,6 +0,4 208+0,6 23,1+13% | <0,0001 0,009 0,013
Hémoglobine (g7dl) 11,0 +£0,2 104 +0,2 10,7 +0,3 8,4 +0,5%# 0,0002 0,001 0,017
Plaquettes (10°/mm?) 574 + 37 789 + 34% 633 + 29 834 + 63* <0,0001 0,232 0,872
VMP (um”) 11,0+0,2 104 +0,2 10,7 +0,3 84+0,5 0,116 0,248 0,697
Leucocytes (10°/mm’) 3,0 +0,3 32+0,3 2,1+0,2 4,6 +0,7%# 0,003 0,538 0,011

Tableau 9 : Numération sanguine des rats Zucker obeéses et non obeses. Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM. * P < 0,05,
obeses vs non obeses au méme age ; # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche. VMP : volume plaquettaire moyen.
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VIL.1.3. Les dosages des facteurs de la coagulation

Le tableau 10 présente les résultats des dosages des facteurs de la coagulation déterminant la
réactivité de la génération de thrombine. Le FT, facteur déclenchant la voie extrinseque de la
coagulation, est tres significativement augmenté chez les rats obeses par rapport aux rats non
obeses et ce quel que soit I’age. Le vieillissement n’a pas d’influence significative sur le FT
circulant. L’activité¢ du TFPI varie dans le méme sens que le FT avec une augmentation chez les
rats obeses par rapport aux rats non obeses aux deux ages avec cependant une diminution
significative chez les rats obeses de 80 semaines par rapport aux mémes rats de 25 semaines.

Le FVIII présente une tendance a I’augmentation chez les rats obeses de 25 semaines par rapport
a leurs contrdles. L’augmentation est significative et importante a 80 semaines a la fois par
rapport aux rats non obeses du méme age, et par rapport aux rats obeses de 25 semaines.
L’interaction trés positive (p = 0,001) indique un role prépondérant du SMet dans les variations
du FVIII observées avec le vieillissement. Le facteur vVWF, est augmenté chez les rats obeses par
rapport aux rats non obeses quel que soit I’age. Une augmentation significative est également
observée avec 1’age chez les rats obeses.

Les taux de prothrombine sont augmentés a 25 comme a 80 semaines chez les rats obeses par
rapport a leurs contrdles. Il y a une tendance a I’augmentation avec 1’age chez les rats obeses,
augmentation qui est en revanche significative chez les rats non obeses. Le dosage des taux

circulants d’AT n’a pas montré de différence entre les groupes.
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Souche Fa/- fa/fa Fa/- fa/fa
Age 25 semaines 80 semaines
n 8 10 12 8 Souche Age Interaction
FT (pM) 0,3+0,1 12,2 £1,7* 20+04 9,9 +£1,5% <0,0001 0,838 0,095
Activité TFPI (U/ml) 49 +0,2 11,2 £0,2% 54+0,3 10,0 £ 0,6*# < 0,0001 0,261 0,01
FVIII (%) 104 +£29 190 + 34 124 + 28 466 + 53*# < 0,0001 0,0004 0,001
VWF (ug/ml) 3,0+0,5 3,9 +0,2% 35+0,2 5,0 £0,3*%# < 0,0001 0,004 0,114
Prothrombine (%) 94 +3 223 + 19* 155+ 14 264 + 16* < 0,0001 0,002 0,522
Antithrombine (%) 129 +2 125+2 127+ 1 123 +2 0,045 0,46 0,94
F1+2 (pmol/l) 4,1+0,5 7,9 + 1,0 5,8+ 1,2# 5,5+09 0,09 0,74 0,05
Complexes TAT (ug/ml) 1,2 +0,1 4,8 +23 15,5 +4,0* 10,4 + 2,1 0,859 0,004 0,473

Tableau 10 : Parametres hémostatiques des rats Zucker obeses et non obeses. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. * P <

0,05, obeses vs non obeses au méme age ; # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche. FT : facteur tissulaire ; TFPI :
inhibiteur de la voie du facteur tissulaire ; FVIIL: facteur VIII ; vWF : facteur von Willebrand ; F1+42 : fragments 1 + 2 de la
prothrombine ; TAT : complexes thrombine/anti-thrombine.
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En ce qui concerne les marqueurs de la génération de thrombine in vivo les fragments F1+2 de la
prothrombine sont augmentés significativement a 25 semaines chez les rats obeses. Les
complexes TAT ont une tendance a augmenter chez les rats obeses par rapport a leurs controles a
25 semaines. Seule une augmentation significative est observée pour les rats obeses de

80 semaines par rapport aux rats de 25 semaines.

VII.1.4. La génération de thrombine en PDP et PRP

La mesure de la génération de thrombine par thrombinographie permet de quantifier la capacité
d’un plasma a activer de la prothrombine en thrombine en déclenchant la voie extrinséque de la
coagulation. Les résultats des thrombinographies en PDP sont présentés figure 37 et tableau 11.
Le temps de latence présente une tendance a la diminution chez les rats obeses par rapport aux
rats non obeses quel que soit 1’dge. Le pic de génération de thrombine n’est pas modifié¢ tandis
que le temps pour atteindre ce pic est significativement augmenté chez les rats obeses a 25
comme a 80 semaines. Le temps pour atteindre le pic est également augmenté avec 1’age chez les
rats non obeses. La vélocité présente une diminution significative a 25 semaines chez les rats
obeses par rapport a leurs controles, mais pas a 80 semaines.

En ce qui concerne I’ETP, la quantité totale de thrombine générée au cours du temps, une
augmentation significative est observée chez les rats obeses par rapport aux rats non obeses a 25
comme a 80 semaines. Il n’y a pas ici de variation avec I’age, ce qui signifie que les altérations au
niveau de la génération de thrombine dans le SMet sont présentes deés 25 semaines et ne sont pas
aggravées avec le vieillissement.

Ces courbes de génération de thrombine sont atypiques dans le sens ol, malgré 1’augmentation de
I’ETP, il n’y a pas d’augmentation du pic ou du temps pour I’atteindre. Par contre, il y a donc
diminution de temps pour inhiber la génération de thrombine. Cela va avoir pour conséquence
une augmentation de la génération totale de thrombine chez les rats obeses. Ainsi la différence ne
semble pas imputable a une augmentation des facteurs procoagulants impliqués dans la

génération de thrombine mais plutot a une altération de 1’inhibition.
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Souche Fa/- fa/fa Fa/- fa/fa
Age 25 semaines 80 semaines
n 8 10 12 8 Souche Age Interaction
Temps de latence (min) 1,9+£0,1 1,6 £0,1 2,1+£0,2 1,8 +£0,2 0,067 0,083 0,94
Pic de génération (nM) 90 +11 77+£3 74 +£3 816 0,917 0,309 0,079
Temps pour atteindre le pic (min) 4,3 +0,1 5,2+0,1% 4,9 +0,2# 5,5+0,2% 0,003 0,017 0,55
Vélocité (nM/min) 380+£5,6 21,6+12*% 273+18# 23,0+£25 0,002 0,112 0,035
ETP (nM.min) 328 +27 428 + 29%* 306 + 12 422 +30* | <0,0001 0,59 0,76

Tableau 11 : Parametres de génération de thrombine dans le PDP des rats Zucker obeses et non obeses. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + ESM. * P < 0,05, obeses vs non obeses au méme age ; # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche.
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Figure 37 : Courbes typiques de génération de thrombine chez les rats Zucker obeses et non
obeses.

Les résultats des thrombinographies en PRP sont présentés dans le tableau 12. Tous les
parametres des rats obeses a 25 semaines sont en faveur d’une augmentation de la génération
de thrombine par rapport aux rats non obeses a I’exception du temps de latence et du temps
pour atteindre le pic qui eux sont augmentés. A 80 semaines I’ETP est augmenté et le temps
pour atteindre le pic diminué chez les rats obeses par rapport aux rats non obeses. En
revanche, la génération de thrombine est diminuée chez les rats obeses de 80 semaines par
rapport a leurs homologues de 25 semaines. De la méme maniere que pour les mesures de
génération de thrombine en PDP il y a un décalage des courbes vers la droite chez les rats

obeses indiquant une plus faible activité des systemes inhibiteurs de la coagulation.
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Souche Fa/- fa/fa Fa/- fa/fa
Age 25 semaines 80 semaines
n 10 10 9 9 Souche Age Interaction

Temps de latence (min) 2,9+0,2 4,1 +£0,3% 24+0,2 2,8 +0,3# 0,003 0,001 0,14
Pic de génération (nM) 164 £5 256 £ 5% 177 £ 11 179 £ 10# <0,0001 0,0004 <0,0001

Temps pour atteindre le pic (min) 59+0,3 7,1 £0,4% 54+0,3 6,8 +0,5% 0,001 0,31 0,83
Vélocité (nM/min) 56 +3 89 + 4% 57+6 47 + 5# 0,02 0,0004 0,0002

ETP (nM.min) 768 =42 1400 + 93* 839 + 38 1152 + 126*# <0,0001 0,29 0,06

Tableau 12 : Parametres de la génération de thrombine dans le PRP des rats Zucker obeses et non obeses. Les valeurs sont exprimées en

moyenne + ESM. * P < 0,05, obéses vs non obeses au méme age ; # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche.
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VIL.1.5. L’agrégation plaquettaire

La réactivité des plaquettes a été mesurée par agrégation plaquettaire en PRP ou en plaquettes
lavées, les résultats sont présentés figure 38. L’agoniste permettant la meilleur agrégation a
été utilisé pour chacune des conditions, a savoir, de I’ADP pour le PRP et du collagéne pour
les plaquettes lavées. En effet, alors que chez ’homme les agrégations en plaquettes lavées et
en PRP sont chacune possibles avec de I’ADP et du collagéne, chez le rat les plaquettes lavées
ne s’agregent pas avec de I’ADP et les plaquettes en PRP ne s’agrégent pas avec du collagene.
Les agrégations déclenchées avec de I’ADP sont réversibles tandis que les agrégations
déclenchées avec du collagene sont irréversibles. Seul le pourcentage maximal d’agrégation
est présenté dans la mesure il est représentatif des autres parametres calculés au niveau des
courbes d’agrégation. Aucune différence significative n’a été observée au niveau des
agrégations déclenchées avec du collagene. Seule une diminution significative du pourcentage
total d’agrégation est observée entre les rats non obeses de 80 semaines et ceux de

25 semaines avec une agrégation déclenchée a I’ADP.
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Figure 38 : Agrégation des plaquettes des rats Zucker obeses et non obeses. Les agrégations
ont été réalisées en PRP ou en plaquettes lavées. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + ESM. # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche. Quatre rats
par groupe ont été utilisés pour les agrégations en PRP et 10 rats par groupe ont été utilisés
pour les agrégations en plaquettes lavées.
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VIL.1.6. La fibrinolyse
VIL.1.6.1. Le test fibrinolytique

La capacité fibrinolytique des rats a été évaluée par un test de lyse de caillot en mesurant la
densité optique (figure 39 et tableau 13). Les concentrations circulantes de fibrinogeéne sont
tres significativement augmentées chez les rats obeses par rapport aux rats non obeses aux
deux ages. Le vieillissement augmente la concentration de fibrinogene chez les rats obeses, en
revanche 1’augmentation observée chez les rats non obeses n’atteint pas la significativité.

Le test fibrinolytique montre une augmentation du temps de demi-lyse du caillot chez les rats
obeses par rapport aux rats contréles aux deux ages. Il y a également une augmentation du

temps de demi-lyse avec le vieillissement a la fois chez les rats obeses et les rats non obeses.

Courbe de fibrinolyse (n=7 a 8)

0.6
0.5
. FA/- 25
0.4 /
— fa/fa 25
0.3
Q —— Fa/- 80
0.2 -  fa/fa 80
0.1
0 B : :
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131
-0.1 -

Temps (min) t 1 = 30 min apres déclanchement de la coagulation

Figure 39 : Courbes de fibrinolyse chez les rats Zucker obéses et non obeses. Les valeurs sont
exprimées en moyenne = ESM. * P < 0,05, obeses vs non obeses au méme age ; # P < 0,05
80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche. Test ANOVA pour le fibrinogene, effet
souche : p < 0,0001 ; effet age : p = 0,0002 ; interaction : 0,17.
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Souche Fa/- fa/fa Fa/- fa/fa
Age (semaines) 25 semaines 80 semaines
n 8 8 8 7 Souche Age Interaction
Fibrinogene (g/1) 2,8 +0,1 4,0+0,2 32+0,1 49+0,2 <0,0001  0,0002 0,17
Temps de demi-décroissance (min) 41 £ 1 46 £ 1* 49 £ 2# 54 + 1*# 0,001 < 0,0001 0,907
Pic (DO) 0,23 +£0,01 0,44 +£0,02* 0,370,054 0,52+£0,05* | <0,0001 0,003 0,39
Surfaces de 30 a 110 min (DO?) 33+04 9,8 £0,7* 8,8 £ 1,6# 15,5+ 2,0% | <0,0001 0,0002 0,938

Tableau 13 : Parametres de la fibrinolyse chez les rats Zucker obeses et non obeses. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. # P < 0,05

80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche. DO : densité optique.

113



RESULTATS

VIL.1.6.2. L’analyse des caillots par microscopie

Pour une analyse fine de la structure des caillots, une mesure automatisée de la taille des
pores, et du diametre des fibres de fibrine a été réalisée par microscopie électronique
(Figure 40). La taille des pores renseigne sur le nombre de fibres de fibrine présentes dans le
caillot : - moins il y a de pores, plus le caillot est dense. L’épaisseur des fibres renseigne sur la
vitesse a laquelle le caillot se forme. Plus les fibres sont fines, plus elles se sont formées
rapidement.

La taille des pores est diminuée a 25 semaines chez rats obeéses par rapport aux rats non
obeses et est augmentée a 80 semaines. La taille des pores diminue avec I’age chez les rats
non obeses, tandis qu’elle augmente chez les rats obeses. Les fibres sont plus fines chez les
rats obeses a 25 semaines par rapport aux rats non obeses mais pas a 80 semaines ou la

différence n’est pas significative. Il y a une augmentation avec 1’age dans les deux groupes de

la taille des fibres.
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Figure 40 : Images et quantification du réseau de fibrine chez les rats obéses et non obeses.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05, obéses vs non obeses au méme
age ; # P < 0,05 80 semaines vs 25 semaines pour la méme souche.
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VIIL.1.7. L’impact du fibrinogeéne sur la génération de thrombine

Les courbes de génération de thrombine des rats Zucker sont atypiques puisque, bien que
I’ETP soit augmenté chez le rat obese, il n’y a pas d’augmentation du pic de thrombine. De
plus, les courbes de génération des rats obeses sont décalées vers la droite indiquant une
diminution de la capacit¢ du plasma a inhiber la génération de thrombine. L’une des
hypotheses pour expliquer les courbes atypiques de génération de thrombine des rats obeses
est que la thrombine, fixée a la fibrine ne peut pas étre inhibée par I’AT et continue son auto-
amplification. Les taux de fibrinogene étant augmentés chez les rats obeses par rapport aux
rats non obeses nous avons étudié s’il pouvait €tre en partie envisagé responsable des
modifications du profil de génération de thrombine.

La figure 41 présente la corrélation faite pour les quatre groupes de rats Zucker entre la
génération de thrombine totale réalisée en PDP et les concentrations plasmatique en
fibrinogene. La quantité de thrombine générée est corrélée a la concentration plasmatique en
fibrinogene. Chez les rats non obeses la corrélation est moins importante que chez les rats
obeses. Le fibrinogene est donc plus impliqué dans les variations de la génération de

thrombine chez les rats obeses que chez les rats non obeses.
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Figure 41 : Corrélations entre I’ETP et le fibrinogeéne. Le r de la corrélation globale est de
0,661.

L’ajout de 2,5 g/l de fibrinogéne dans le plasma des rats non obeses pour atteindre la

concentration trouvée chez les rats obeses aboutit a une augmentation significative dans les
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groupes de rats non obeses (Figure 42). Cependant, I’augmentation de la génération de

thrombine n’est pas suffisante pour atteindre celle trouvée chez les rats obeses du méme age.
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Figure 42 : Valeur d’ETP dans les PDP de rats Zucker obeses et non obeses. Du fibrinogene
(2,5 g/l) a été ajouté dans les PDP. * p < 0,05 vs méme groupe de rats sans ajout de
fibrinogene. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ ESM. n =7 a 11 rats par groupe.

VIL.1.8. L’implication des adipokines et des cytokines dans la génération de

thrombine

Les adipokines et plus particuliérement 1’adiponectine pourraient étre impliquées dans le

phénotype prothrombotique des rats obeses. En effet, 1’adiponectine peut augmenter la

306

synthese de TFPI tout en diminuant celle de TF . Chez les rats Zucker les concentrations en

adiponectine sont d’ailleurs tres corrélées a 1’activité du TFPI (Figure 43).
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Figure 43 : Corrélations entre I’adiponectine et [’activité du TFPL Le r de la corrélation du

groupe Fa/- 25 est de -0,272, du groupe fa/fa 25 de 0,501, du groupe Fa/- 80 de 0,552 et du
groupe fa/fa de 0,784.
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Nous avons ajouté dans le plasma des rats non obéses de 1’adiponectine ou une autre
adipokine présentée comme pouvant modifier I’hémostase, la leptine (adipokine d’autant plus
importante qu’elle est trées augmentée chez les rats Zucker), pour atteindre la concentration
des rats obeses. Cependant ces adipokines, ajoutées directement dans le plasma, ne permettent

pas de modifier 'ETP (Figure 44).

500

& P
[=] a
o o

ETP (nM.min)
=y
8
| NIRRT TN NS TN ST N T ST [N SO N A |

ETP (nM.min)
W
3
oo Loy by by s by s by a )

300
350
250
200 300 T T
1] 2 4 0 0,10 1,00
Adiponectine ajoutée (ug/ml) Leptine ajoutée (ug/ml)

Figure 44 : Valeurs d’ETP dans les PPP de rats Zucker non obése avec ajout d’adipokines.

De I’adiponectine ou de la leptine ont été ajoutés dans les PDP de rat non ob¢se. Les valeurs

sont exprimées en moyenne + ESM.

Un array de cytokines a ensuite été réalisé pour mieux identifier des cytokines impliquées
dans le SMet et le vieillissement chez le rat Zucker. Les résultats sont présentés figure 45.
Chaque membrane a été incubée avec un pool de 8 plasmas d’'un méme groupe de rat.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux rats non obeses de
25 semaines.

Un certain nombre de cytokines ayant un role potentiel dans I’hémostase sont modifiées dans
chez les rats obeses ou avec le vieillissement. C’est notamment le cas de I’[L-3 qui stimule la
différentiation des mégacaryocytes et qui est augmenté chez les rats obeses aux deux ages.
L’II-1B qui peut fixer le fibrinogéne et augmenter son activité suit les mémes variations
qu’IL-3. IL-13 a un profil différent des deux cytokines précédentes puisqu’elle est augmentée
avec le vieillissement dans les deux groupes, sans différence a 25 semaines chez les rats

obeses par rapport aux rats non obeses. Cette cytokine diminue la synthese de fibrinogene.
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Figure 45 : Array de cytokines chez les rats Zucker 4gés de 25 et 80 semaines. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux rats non obeses de 25 semaines.

VII1.2. L’Etude de I’hémostase du rat SHR

A cause des résistances périphériques qu’elle engendre, I’hypertension est mise en cause dans
I’aggravation de I’IC. Pour explorer les liens exisant entre I’hypertension et les altérations de
I’hémostase nous avons phénotypé de I’hémostase de rat SHR a 12 semaines, lorsque les rats
sont hypertendus, ainsi que de rats de 5 semaines, avant la mise en place de cette

hypertension.

VIL.2.1. Les parametres morphologiques et la numération sanguine

Les parametres morphologiques et la numération sanguine des rats sont présentés dans le
tableau 14. Les rats SHR ont une masse moins importante que les rats Wistar a 5 comme a
12 semaines tandis que le nombre d’érythrocytes, I’hématocrite et la concentration en
hémoglobine sont plus élevés. Le compte plaquettaire est augmenté chez les rats SHR a
12 semaines par rapport aux rats Wistar. Le volume moyen des plaquettes est plus important

chez les rats SHR a 12 semaines par rapport a leurs controles.
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Wistar SHR Wistar SHR
Age 5 semaines 12 semaines
n 10 10 10 10
Poids (g) 141 +2 94 + 5 * 349 + 8 273 4 *
PAS consciente (mmHg) 131 +2 156 + 9% 143 £2 189 + 4%
Erythrocytes (10°/mm®) 476+0,06 521+0,08*%  6,02+0,16 7,34 +0,03 *
Hématocrite (%) 29,1 £0,3 31,0 +0,5% 32,2409 36,6 +0,3 *
Hémoglobine (g/dl) 9,7+0,2 10,2 £0,1%* 11,6 £0,3 12,8 0,1 *
Plaquettes (10°/mm”) 569 + 27 531 +18 429 +21 527 + 14 *
VMP (um®) 6,2+0,2 6,4 +0,2 6,6 +0,1 7.9+02*
Leucocytes (10°/mm”) 29+04 34402 3,2+0,3 3,1+0,1

Tableau 14 : Parametres morphologiques et numération sanguine des rats SHR et Wistar de 5

et 12 semaines. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05, SHR vs Wistar.

PS : pression systolique ; VMP : volume plaquettaire moyen.

VIL.2.2. Les dosages des facteurs de la coagulation

Le tableau 15 présente les résultats des dosages des facteurs plasmatiques et pariétaux

déterminant la réactivité du systeme de la coagulation. Le FT est diminué et le vVWF augmenté

chez les rats SHR de 12 semaines par rapport aux rats Wistar du méme age. Le TFPI est

augmenté tandis que la prothrombine est diminuée chez les rats SHR par rapport a leurs

controles a 5 comme a 12 semaines. En ce qui concerne les taux d’AT, de FVIII, ainsi que les

complexes TAT, ils ne sont pas différents entre les deux groupes.
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Wistar SHR Wistar SHR
Age S semaines 12 semaines
n 10 10 10 10

FT (pmoles/l) 119+13 97+12 3,7+£08 12+£03*
TFPI (U/ml) 6,4+05 95+08* 45+04 69+02%*
Prothrombine (%) 60 +2 53+£1* 83+4 58+£4%*

AT (%) 124 +5 118 +5 107 £7 100 £ 4

VWEF (%) 43 +£3 45 +3 342 50+ 1%

FVIII (%) 234+15 221+£32 150+£20 120 + 14

Complexes TAT (ng/ml) 61 20+9 53+12 52+ 10

Tableau 15 : Dosage des facteurs de la coagulation des rats SHR. Les valeurs sont exprimées
en moyenne + ESM. * P < 0,05, SHR vs Wistar. FT : facteur tissulaire ; TFPI : inhibiteur de
la voie du facteur tissulaire ; AT : antithrombine ; vWF : facteur von Willebrand ; FVIII :
facteur VIII ; TAT : complexes thrombine/anti-thrombine.

VIIL.2.3. La génération de thrombine en PDP et PRP

Les résultats de la génération de thrombine effectuée avec du PDP de rats SHR et Wistar de 5
et 12 semaines est déclenchée avec 0,5 pM de FT sont présentés tableau 16. Seule la quantité
totale de thrombine générée est différente, avec une diminution significative chez les rats

SHR par rapport aux rats Wistar aux deux ages.
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Wistar SHR Wistar SHR
Age S semaines 12 semaines
n 10 7 18 23
Temps de latence (min) 75+1,6 6,9+1,7 3,8+0,3 4,6+0,5
Pic de thrombine (nM) 59 +10 42 £ 10 59+9 56 £5

Temps pour atteindre le pic (min) 10,6 +1,7 10,610 8,1+04 8,1 +0,5
Vélocité (nM/min) 18+3 14 +4 16 £2 17 £2

ETP (nM.min) 257+£29 168 +£17* 338+£27 246+16*

Tableau 16 : Génération de thrombine chez les rats SHR. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + ESM. * P < 0,05, SHR vs Wistar. ETP : endogenous thrombin potential, FT:
facteur tissulaire.

La génération de thrombine réalisée en PRP et déclenchée avec 5 ou 50 pM de FT (cette
concentration élevée est utilisée pour atteindre la méme concentration en FT que celle
relarguée par les anneaux aortiques) montre la méme diminution de la thrombine totale

générée chez les rats SHR par rapport aux rats Wistar (Figure 46).
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Figure 46 : Valeur d’ETP dans les PRP et PDP, en réponse a une stimulation par du FT, des
rats SHR et Wistar de 5 et 12 semaines. * P < 0,05, SHR vs Wistar. ETP : endogenous
thrombin potential ; PRP : plasma riche en plaquettes ; PDP : plasma dépourvu en plaquettes

VIL.2.4. La génération de thrombine a la surface des anneaux aortiques

La génération de thrombine a été enregistrée a la surface d’anneaux aortiques de 2 mm pour
étudier la capacité de la paroi vasculaire a générer de la thrombine. Les résultats sont
présentés figure 47. La génération de thrombine est augmentée chez les rats SHR de
12 semaines par rapport aux rats Wistar du méme age en utilisant un pool de PDP de rat
Wistar ou un pool de PDP de rat SHR. L’utilisation d’un pool de PDP permet de s’affranchir
des variations de génération de thrombine liées a des facteurs plasmatiques et donc de
comparer I’influence propre des anneaux. Cette différence n’existe pas lorsque les rats ne sont
pas encore hypertendus. La mesure de génération de thrombine en utilisant les anneaux
aortiques et le plasma du méme rat ne montre pas de différence entre les rats SHR et les rats

Wistar.
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Figure 47 : Courbes représentatives de génération de thrombine et valeurs d’ETP a la surface
d’anneaux aortiques de rats SHR et Wistar ajouté a un pool de PDP de rats Wistar ou SHR.

* P < 0,05, SHR vs Wistar. T P < 0,05, génération de thrombine avec anneaux vs génération
de thrombine en PDP. ETP: endogenous thrombin potential. PDP : plama dépourvu en
plaquettes. N = 8 par groupe.

VIL.2.5. La génération de thrombine a la surface des cellules vasculaires

Pour évaluer les implications respectives des différents types cellulaires de la paroi artérielle
dans le phénotype observé avec des anneaux, la génération de thrombine a été enregistrée a la
surface de CML ou de CE de rats SHR et Wistar de 12 semaines (Figure 48). Il n’y a pas de

différence ni dans la cinétique, ni dans la quantité de thrombine générée a la surface de CE de
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rats SHR et Wistar. La génération de thrombine a la surface des CML de rats SHR est

significativement augmentée par rapport aux rats Wistar. Comme décrit dans la littérature, les

CML permettent de générer une quantité de thrombine plus importante que les CE.

Thrombin (nM)

ETP (nM.min)
S [$)] 2]
(=] o o
o o o
1 1 1

120 -
1oo—f
80—5
eo—f
4o—f

20

Wistar SMCs
= SHR SMCs

Wistar ECs
SHR ECs

900
800

700 -

300 -

10

20 30
Time (min)
CMLs CEs
*
Wistar SHR Wistar SHR

Figure 48 : Courbes représentatives de génération de thrombine et ETP des générations de

thrombine réalisée a la surface de CML et de CE de rats SHR et Wistar de 12 semaines. La

génération de thrombine a été réalisée en utilisant un pool de PDP de rats Wistar. * P < 0,05,
SHR vs Wistar. ETP : endogenous thrombin potential ; CML : cellules musculaires lisses ;
CE : cellules endothéliales. N = 12.

VIIL.3.Le phénotypage de I’hémostase des modeles activant le couple aldostérone/MR

Le role du systeme RAA est central dans le développement et le cercle vicieux qui caractérise

I’IC. 11 pourrait avoir un role dans I’hémostase en agissant sur 1’état de la paroi vasculaire, qui

joue un rdle majeur dans la survenue d’éveénements thrombotiques. L’autre ¢lément qui peut
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permettre de penser que 1’aldostérone est important dans 1’hémostase, est que le traitement par
un antagoniste du récepteur a 1’aldostérone de patients présentant une IC diminue le risque de
mortalité cardiovasculaire qui inclut le risque de thrombose. Pour explorer le role du systéme
RAA dans I’hémostase nous avons traité des souris avec 60 ug d’aldostérone/kg/jours pendant
3 semaines. Nous avons également utilis€é des souris surexprimant le MR de maniere
conditionnelle dans 1’endothélium qui ont une augmentation de leur PA qui est indépendante

du role de I’aldostérone sur le rein.
VIL3.1. L’étude de I’hémostase des souris traitées a I’aldostérone
VIL3.1.1. L’agrégation plaquettaire
L’agrégation plaquettaire a été€ étudiée en plaquettes lavées resuspendues en tampon Tyrode et
ajustées 2 200 giga/l (10°/mm’) (Figure 49). L’agrégation a été déclenchée par 2 ou 5 pg/ml

de collagéne. Aucune différence n’a été observée entre les souris traitées a 1’aldostérone et les

souris controles pour les différents parametres mesurés.
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Figure 49 : Courbes d’agrégation plaquettaire et valeurs d’agrégation maximale des
plaquettes de souris traitées a 1’aldostérone. Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM.
Aldo : aldostérone. CT, n = 7, traitée aldo, n = 8.
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VIL.3.1.2. La génération de thrombine en PDP

La figure 50 présente les résultats de la thrombinographie en PDP avec et sans ajout de
60 nM de TM des souris traitées a 1’aldostérone. L ajout de TM permet d’estimer la réactivité
du systeme anticoagulant de la PCa. L’endothélium qui joue un role crucial pour ce systeme
n’étant pas présent dans le milieu réactionnel, il est nécessaire d’ajouter de la TM pour que la
thrombine générée puisse activer de fagon efficace la PC en PCa. La réactivité du systeme de

la coagulation n’est pas différent entre les souris traitées et les controles avec ou sans ajout de
TM.
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Temps pour atteindre le pic (min) 3,3 +0,2 3,3+0,2 5,3+0,5 5,2+0,8
Vélocité (nM/min) 50+4 50+4 12+3 15+4
sr'TM 0,60 + 0,08 0,74 £ 0,10

Figure 50 : Thrombinographie en PDP avec et sans TM, et parametres de thrombinographie
des souris traitées a I’aldostérone. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. NT : non
traitées ; Aldo : aldostérone ; ETP : endogenous thrombin potential, stTM : ratio de sensitivité
a la thrombomoduline calculée en divisant ’ETP des souris traitées a 1’aldostérone par ’ETP
des souris non traitées. Le st'TM permet de connaitre la réactité au systeme de la PCa d’un
plasma. CT, n =7, traitée aldo, n = 8.
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I’aldostérone
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de thrombose carotidienne des souris traitées a

Un modele de thrombose par application de chlorure ferrique sur la carotide droite a été

étudié, les résultats sont présentés figure 5S1. La diminution du flux se fait de facon cyclique

avant ’occlusion totale du vaisseau. Les souris traitées a 1’aldostérone présentent un

allongement significatif du temps pour occlure totalement le vaisseau.
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Figure 51 : Courbe de flux sanguin dans la carotide droite et temps d’occlusion dans un

modele de thrombose chez les souris traitées a I’aldostérone. Les valeurs sont exprimées en

moyenne + ESM. * P < 0,05 vs contrdle. NT : non traitées, Aldo : aldostérone. CT, n = 10,

traitée aldo, n = 7.
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VIL.3.2. L’étude de I’hémostase des souris RM-CE

VIL.3.2.1. La numération sanguine des souris RM-CE

Le tableau 17 présente la numération sanguine des souris RM-EC et des souris contrdles.

Aucune différence n’est observée entre les deux groupes.

CT RM-CE P
Erythrocytes (10%mm®) 7,2 +0,1 72+0,3 0,82
Hématocrite (%) 33,6+0,5  350+08 0,20
Hémoglobine (g/dl) 10,5 +0,2 10,5+0,3 0,98
Plaquettes (10°/mm’) 1038 +96 900+ 112 0,37
VMP (um?) 7,0 0,4 6,4+0,4 0,31
Leucocytes (10°/mm?®)  5,5+0,5 4,6 +0,6 0,22

Tableau 17 : Numération sanguine des souris RM-CE. CT : contrdle ; RM-CE : souris
surexprimant le récepteur minéralocorticoide dans les cellules endothéliales. VMP : volume
plaquettaire moyen. CT, n =8, RM-CE,n=7.
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La thrombinographie pour les souris RM-CE a été réalisée en PDP avec et sans ajout de

60 nM de TM (Figure 52). La réactivité du systeme de la coagulation en PDP n’est pas

différent entre les souris RM-CE et les controles avec ou sans ajout de TM.
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Figure 52 : Thrombinographie en PDP avec et sans TM, et parameétres de thrombinographie

des souris RM-CE. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. ETP : endogenous
thrombin potential, stTM : ratio de sensitivité a la thrombomoduline calculée en divisant
I’ETP des souris traitées a I’aldostérone par I’ETP des souris non traitées; CT : contrdle ; RM-
CE : souris surexprimant le récepteur minéralocorticoide dans les cellules endothéliales.
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VIL.3.2.3. L’agrégation et la sécrétions plaquettaire

La figure 53 présente les résultats de 1’agrégation plaquettaire réalisée en plaquettes lavées
des souris RM-CE. L’agrégation a été déclenchée par 2 ou 5 ug/ml de collagene. Une
diminution de I’agrégation plaquettaire est observée chez les souris RM-CE par rapport aux
souris contrdles. La sécrétion plaquettaire a ¢galement été évaluée en dosant I’ATP et le

TXB,. I n’y a pas de modifications des quantités d’ATP et de TXB, relarguées.
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Figure 53 : Courbes d’agrégation plaquettaire, agrégation maximale et dosages des sécrétions
plaquettaires des RM-CE. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05 vs
contrdle. CT : contrdle ; RM-CE : souris surexprimant le récepteur minéralocorticoide dans
les cellules endothéliales ; ATP : adénosine triphosphate ; TXB, : thromboxane B,.
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VIL.3.2.4. Les dosages de protéines plasmatiques et aortiques impliquées

dans le systeme de la coagulation

Nous avons cherché a savoir quelles protéines de la coagulation pouvait étre impliquées dans
le phénotype anti-thrombotique observé chez les souris RM-CE. Pour cela, différentes
protéines ont été dosées dans le plasma et les cellules aortiques pour explorer I’état
inflammatoire et de la coagulation des souris (Tableau 18). Le vWF, les CD 146, ICAM et
VCAM solubles ont été dosés pour renseigner sur 1’état de 1’endothélium. L’EPCR et
ADAM 17 ainsi que la TM ont été dosés pour explorer le systeme anticoagulant de la PC. Le
TFPI a lui été dosé pour savoir si d’autres voies anticoagulantes pouvaient étre impliquées
dans le phénotype des souris.

Une augmentation significative du vWF observée chez les souris RM-CE. L’EPCR quant a

lui, est trouvé augmenté dans les protéines aortiques.

Controle RM-CE
n=12 n=14
Plasma
vWF (ng/ml) 658 £ 101 1006 £ 115%*
sCD146, DO (450mn) 0,66 + 0,04 0,69 £ 0,07
SICAM-1 (ng/ml) 42+0,2 44 +04
sVCAM-1 (ng/ml) 79+04 8,5+0,7
TFPI (U/ml) 35+£0,3 32+04
sTM (ng/ml) 1,24 + 0,10 1,06 + 0,08
sEPCR (ng/ml) 225 17+£3
Protéines aortiques
TM (ng/ml) 2,1+£0,2 23+04
EPCR (ng/ml) 13,5+0,4 15,7 +£ 0,8*
ADAMI17 (ng/ml) 1,2+0,2 1,1 £0,1

Tableau 18 : ELISA des marqueurs endothéliaux des souris RM-CE. Les valeurs sont
exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05 vs contrdle. RM-CE : souris surexprimant le
récepteur minéralocorticoide dans les cellules endothéliales. ; vVWF : facteur von Willebrand ;
ICAM : molécule 1 d’adhérence intercellulaire ; VCAM : molécule 1 d’adhérence vasculaire ;
TFPI : inhibiteur de la voie du facteur tissulaire ; TM : thrombomoduline ; EPCR : récepteur
endothélial de la protéine C, ADAM17 : métallopéptidase ADAM domaine 17.
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VIL.3.2.5. Expression du récepteur de la PC (EPCR) par microscopie

confocale

L’EPCR a ¢été caractéris€ par microscopie confocale sur des cryo-sections d’aorte
(Figure 54). En rouge ’EPCR, en bleu les noyaux cellulaires colorés au DAPI, en vert les
lames d’¢lastine. L’EPCR est exprimé uniquement au niveau des CE. Une augmentation de

I’expression de ’EPCR est visible chez les souris RM-CE.

CT

RM-CE

Figure 54 : Immunohistochimie de I’EPCR sur les coupes aortiques des souris RM-CE. CT :
contrdle ; RM-CE : souris surexprimant le récepteur minéralocorticoide dans les cellules
endothéliales.
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VIL.3.2.6. Le modele de thrombose carotidienne des souris RM-CE

La figure 55 présente les résultats d’un modele de thrombose par application de chlorure
ferrique sur la carotide droite. La diminution du flux se fait de facon cyclique avant
I’occlusion totale du vaisseau. De la méme maniére que pour les souris traitées a
I’aldostérone, les souris surexprimant le RM au niveau de I’endothélium présentent un

allongement significatif du temps d’occlusion.
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Figure 55 : Courbes de flux sanguin et temps d’occlusion dans un modéle de thrombose chez
les souris RM-CE. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05 vs controle.
CT : controle ; RM-CE : souris surexprimant le récepteur minéralocorticoide dans les cellules
endothéliales. CT,n =4, RM-CE, n = 6.
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VI1.4.Les HAECs traitées a I’aldostérone

Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le phénotype anti-thrombotique
observé chez les souris RM-CE nous avons choisi d’utiliser un modéele cellulaire : des HAECs

traitées a I’aldostérone.

VIL4.1. La génération de thrombine a la surface des HAEC traitées a

I’aldostérone

La figure 56 et le tableau 19 présentent les résultats des thrombinographies réalisées sur les
HAECsS traitées 24 h avec 10® M d’aldostérone ou 10°® M d’antagonistes du RM ou du RG.
L’utilisation d’un antagoniste du RG est nécessaire puisque 1’aldostérone peut fixer le RG. Il
est donc nécessaire de vérifier que I’effet du traitement des CE par 1’aldostérone dépend du
RM et non du RG. La génération de thrombine a la surface des CE traitées a I’aldostérone est
significativement plus faible qu’a la surface des cellules contrdles. Il en va de méme pour les
cellules traitées avec un anti-RG mais pas un anti-RM. Les différents parametres permettant
de quantifier la génération de thrombine sont diminués dans le groupe des cellules traitées a
I’aldostérone. Aucune différence n’est observée par rapport au contrdle lors de I'utilisation

d’anti-RM et anti-RG seuls.
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Figure 56 : Génération de thrombine a la surface des HAECs. Les valeurs sont exprimées en
moyenne = ESM. * P < 0,05 vs controle. ETP : endogenous thrombin potential ; Aldo :
aldostérone. N = 9 a 12 par groupe.
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Controle  Aldostérone Aldostérone +  Aldostérone Controdle + Controdle +
RU?28318 + RU486 RU?28318 RU486
ETP (nM.min) 785 £ 17 661 + 17* 770 £ 19 688 + 35%* 778 £ 32 763 £33
Temps de latence (min) 10,6 +0,3 11,2+0,3* 10,8 £0,2 11,3 +0,3* 10,8 £ 0,4 10,6 £ 0,5
Pic de thrombine (nM) 50+£2 51+ 1% 60 £2 54 £ 1% 61 £2 58+2
Temps pour atteindre le pic (min) 17,1 +0,3 17,9 +0,3* 17,4+ 0,2 18,1 +£ 0,5* 17,3 +£0,5 16,8 £ 0,6
Vélocité (nM/min) 9,4+0,3 8,6 £0,3* 9,2+0,5 8,7+0,3* 9,9+0,6 9,9+£0,2

Tableau 19 : Parametres de courbes de génération de thrombine a la surface des HAECs. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM.

* P < 0,05 vs controle. N =9 a 12 par groupe.
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VIIL.4.2. La quantification des protéines anticoagulantes de I’endothélium

Les expressions de I’ARN de I’EPCR, de la TM et du TFPI ont été quantifiées par PCR
quantitative (Figure 57). Seule I’expression d’EPCR est significativement augmentée au
niveau des HAEC: traitées a 1’aldostérone ou avec un anti-RG. Un antagoniste du RM bloque
cette augmentation.

En ce qui concerne la quantification de I’EPCR, un test ELISA a permis de montrer que la
quantit¢ d’EPCR présente au niveau des HAECs est augmentée lorsque ces dernieres sont
traitées a I’aldostérone (Figure 57). De plus cette augmentation existe a la fois au niveau de
I’EPCR relargué par les cellules dans le milieu de culture qu’au niveau des protéines
cellulaires. Ces augmentations sont inhibées lorsque les cellules sont traitées avec un

antagoniste du RM.
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Figure 57 : Quantification de I’expression de I’ARN et des protéines anticoagulantes par les
HAEC:s traitées a 1’aldostérone. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05 vs
contrdle. Aldo : aldostérone ; THBD : gene de la thrombomoduline ; PROCR : geéne du
récepteur a la protéine C ; TFPI : géne de I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire. N = 3 en
triplicate par groupe.
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VIL.4.3. Expression de PEPCR et la thrombomoduline dans les HAECs

L’EPCR (en vert) et la TM (en rouge) ont ét¢ mis en évidence a la surface des HAECs par
immunocytochimie (Figure 58). Dans des conditions normales (sans activation du systeme de
la PC) les deux protéines ne sont pas colocalisées. Les cellules traitées a 1’aldostérone ou avec
un antagoniste du RG présentent une augmentation d’EPCR, mais pas de TM, a leur surface.

Il n’y a en revanche pas de différence par rapport au contrdle lorsque les cellules sont traitées

a I’aldostérone en présence d’un anti-RM

Contrdéle Aldo

Aldo + RU28318 Aldo + RU684

Figure 58 : Immunocytochime pour I’EPCR et la TM a la surface des HAECs traitées a
I’aldostérone.
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VIL.4.4. L’implication du systeme de la PCa

L’augmentation de ’EPCR suggere que le systeme de la PC pourrait étre modifié. Pour
explorer ces modifications non avons réalisé deux types d’expériences (Figure 59):

- Nous avons bloqué I’activation de la PC par addition d’un anti-TM, puisque la TM est
indispensable a la conversion rapide de PC en PCa nécessaire dans 1’inhibition de la
génération de thrombine.

- Nous avons également utilisé un plasma sans PC et contr6lé que 1’ajout de PC restaure
le phénotype.

Dans les deux cas, la génération de thrombine, qui était diminuée lorsque les CE étaient
traitées avec I’aldostérone, n’est plus modifiée. Au niveau des expériences avec le plasma
déficient en PC 1’ajout de 1 U/ml de PC restaure le phénotype, a savoir une diminution de

génération de thrombine en réponse a un traitement par I’aldostérone.
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Figure 59 : Courbe de génération de thrombine a la surface de CE traitées et non traitées a

I’aldostérone en présence d’un anti-TM ou avec un plasma déficient en PC. Aldo:

aldostérone ; déf : déficient. N = 3 en triplicate par groupe.
VIIL.4.5. La mesure de la conversion de PC en PCa

Nous avons ensuite mesuré la capacit¢ des HAECs a activer de la PC a 1’aide d’un test
colorimétrique pour évaluer 1’effet fonctionnel du traitement des HAEC avec de ’aldostérone.
Les résultats sont présentés figure 60. Les résultats sont présentés en rapport par rapport aux
cellules controles du fait de la trés grande variation de la génération de PCa en fonction de la
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concentration de thrombine utilisée. Les cellules traitées a I’aldostérone ont une plus grande
capacité que les cellules contrdles a convertir de la PC en PCa et ce de maniere concentration-
en-thrombine dépendante (en bleu). Cette capacité est inhibée lorsque les cellules sont traitées
par un antagoniste du RM.
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Figure 60 : Mesure de la conversion de PC en PCa a la surface des HAECs. Les valeurs sont
exprimées en moyenne + ESM. * P < 0,05 vs controle. Aldo : aldostérone ; PCa : protéine C
activée. N=92a 12.

VIIL.5. L’étude de la rigidité artérielle de la cohorte humaine : I’étude EPHESUS

L’ajout d’un traitement bloquant le récepteur de 1’aldostérone chez des patients présentant une
IC en plus des traitements conventionnels augmente leurs chances de survie. Certaines études
ont également montré un effet bénéfique des traitements antiagrégants plaquettaires sur la
survenue de thrombose dans un contexte d’IC. La cohorte EPHESUS est donc une population

de choix pour envisager une étude de I’hémostase chez des patients avec IC.

VILS5.1. Les parametres généraux

Les informations concernant la cohorte EPHESUS et ses sous-groupes sont résumés dans le
tableau 20. Les patients hypertendus sont plus agés, avec une FEVG plus élevées, une
fréquence d’hospitalisations plus importantes, un taux de créatinine également plus important,
ainsi qu’un eGFR diminué, par rapport au groupe contrdle non hypertendus. Ces variations
sont également trouvées dans le sous-groupe ou la VOP a été mesurée mais n’atteignent pas la

significativité du fait d’un effectif plus faible.
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Population globale Etude VOP
Pas d'HT HT tous Pas d'HT HT tous
N 2381 4232 6613 114 192 306
groupe éplérénone 1202 (50) 2106 (50) 3308 (50) 61 (54) 86 (45) 147 (48)
age (années) 6112 65 + 11%*** 64 +12 58 +11 63 £ 10*** 61+11
sexe : homme 1903 (90) 2799 (66)*** 4702 (71) 93 (82) 132 (69) 225 (74)
femme 478 (20) 1433 (34)*** 1911 (29) 21 (18) 60 (31)* 81 (28)
pression artérielle (mmHg)
111 £12 124 £ 17*%** 119 £17 109 £11 123 + 15%** 118 £16
- systolique
- diastolique 68 +9 T4 £ 11%*+* 72 £11 70 £8 VR s 74 £9
- moyenne 83 £9 91 + 12%** 88 +11 83 +8 92 £ 10%** 89 £10
- pulsée 43 10 49 + 14%** 47 £13 39 £9 47 & 13%*** 44 +12
fréquence cardiaque (bpm) 75 £12 75 £12 75 £12 74 £10 71 £9% 72£9
FEVG (%) 32,8 £6,1 33,3 +£6,0%* 33,1 £6,1 342 £55 34,5 £5,1 344 £5.2
VOP (m/s) 114 £30 124 £32% 12,0 £3,1
antécédent d’hospitalisation pour IC 135 (6) 375 (9)*** 510 (8) 1(2) 13 (7) 15 (5)
symptomes d'IC 1255 (53) 1740 (41)*** 2995 (45) 53 (46) 75 (39) 128 (42)
Thérapie de
2031 (86) 3534 (84) 5565 (85) 107 (94) 174 (98) 281 (97)
reperfusion/revascularisation
potassium (mmol/l) 43 £04 43 +0,5 43 +0,5 44 +0,5 44 +0,5 44 +£0,5
créatinine (umol/l) 96 +25 102 + 30%*** 100 =29 94 +£24 98 £26 97 £26
e¢GFR (ml/min/1,73m?) 75 £23 68 +23%k* 70 £23 77 £20 71 £23%* 73 £22
antécédents d’infarctus du
548 (23) 1249 (30)*** 1797 (27) 23 (20) 54 (28) 77 (25)
myocarde
diabete 571 (24) 1565 (37)*** 2136 (32) 21(18) 66 (34)** 87 (28)
IC 235 (10) 738 (17)*** 973 (15) 6 (5) 26 (14)* 32 (10)
hypertension 4002 (95) 4002 (61) 183 (95) 183 (60)
médication - IECA/ARA 1987 (82) 3747 (89)*** 5734 (87) 79 (69) 165 (86)*** 244 (80)
- béta bloquants 1790 (75) 3156 (75) 4946 (75) 79 (69) 149 (86) 228 (80)
- diurétique 1284 (54) 2692 (64)*** 3976 (60) 45 (39) 105 (55)* 150 (49)
- aspirine 2094 (88) 3758 (89) 5852 (88) 101 (89) 177 (92) 278 (91)
- statines 1213 (51) 1871 (44)*** 3084 (47) 43 (38) 60 (31) 103 (34)
-ACC 258 (11) 806 (19)*** 1064 (16) 27 (24) 58 (30) 85 (28)
- anti-arythmiques 262 (11) 519 (12) 781 (12) 20 (18) 32 (17) 52 (17)
- digoxine 321 (13) 680 (16)** 1001 (15) 14 (12) 16 (8) 30 (10)
- nitrates 1298 (55) 2811 (66)*** 4109 (62) 80 (70) 155 (81)* 235 (77)
- anticoagulants 338 (14) 768 (18)*** 1106 (17) 10 (9) 33 (17)* 43 (14)
- supplémentation en potassium 353 (15) 730 (17)* 1083 (16) 7 (6) 15 (8) 22 (7)
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Tableau 20 : Paramétres des patients de I’étude EPHESUS. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SD ou fréquence (en pourcentage). * P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < 0,001 vs
contrdle. IMC : indice de masse corporelle ; FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche ;
VOP : vitesse d’onde de pouls; IC: insuffisance cardiaque ; eGFR : ratio estimé de la
filtration glomérulaire ; IECA : inhibiteur de 1’enzyme de conversion de [’angiotensine ;
ARA : antagoniste du récepteur a I’angiotensine ; ACC : antagonistes des canaux calciques.
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VIL.5.2. L’association entre la PP et les évéenements cardiovasculaires

La mortalité avec ou sans hospitalisation et la mortalité cardiovasculaire dans le groupe total
et dans le sous-groupe avec mesure de la VOP sont présentés en fonction de différents
parametres tableau 21. En ce qui concerne la cohorte dans son ensemble, 1’administration
d’éplérénone diminue le risque de mortalité totale et cardiovasculaire. Les augmentations de
la PP et de la FEVG sont également corrélées a une diminution des événements. En revanche,
une augmentation de 1’dge une diminution de la PAM ou de I’eGFR sont liées a une

augmentation de la mortalité. Au niveau du groupe d’étude de la VOP, une augmentation de

la VOP est corrélée avec une augmentation de la mortalité.

Mortalité ou

hospitalisations
pour causes Mortalité
Mortalité totale cardiovasculaires cardiovasculaires
Population totale
(évenements/patients) (1017/6551) (1824/6454) (876/6551)

Eplérénone

Age par incrément de 5 ans
PP par incrément de 5 mmHg
PAM < 90 mmHg
Hématocrite par incrément de 5 %

FEVG par incrément de 2 %
eGFR < 60 ml/min/1,73 m?

0,86 (0,76-0,98)*

1,20 (1,16-1,24)%5+
0,96 (0,93-0,98)*
1,14 (1,00-1,30)*
NS

0,92 (0,90-0,93)***
1,54 (1,35-1,76)***

0,87 (0,80-0,96)**

1,15 (1,12-1,17) %%
0,97 (0,95-0,99)%
NS
0,93 (0,89-0,98)*

0,92 (0,91-0,94)***
1,43 (1,29-1,58)***

0,84 (0,74-0,96)**

1,12 (1,16-1,24)***
0,95 (0,92-0,97)***
NS
NS

0,91 (0,89-0,93)***
1,51 (1,31-1,74)%***

Sous-catégorie étude VOP
(événements/patients)
Age par incrément de 5 ans
VOP par incrément de m/s
FEVG par incrément de 2 %

(28/306)
NS

1,16 (1,03-1,30)*

0,84 (0,75-0,95)**

(64/306)
1,16 (1,03-1,30)*
NS
0,87 (0,81-0,94)***

(26/306)
NS
1,16 (1,03-1,31)*
0,84 (0,74-0,95)**

Tableau 21 : Association entre la PP et le risque d’évenements cardiovasculaires. Les
résultats sont exprimés en (évenements/patients) et «hasard ratio » (95 % d’intervalle de
confiance). * P < 0,05 ** P < 0,01 *** P < (0,001 vs controle. IMC : indice de masse
corporelle. PP : pression pulsée; PAM : pression artérielle moyenne ; FEGV : faction
d’¢jection du ventricule gauche ; eGFR : ratio estimé de la filtration glomérulaire ; VOP :
vitesse d’onde de pouls.
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VIL.5.3. Déterminant de la PP et de la VOP

Le tableau 22 présente le pourcentage d’association des parametres de bases aux variations
de la PP et de la VOP en corrélation multiple. La PAS explique plus de la moitié des
variations de la PP. Le vieillissement explique quant a lui, la plus grande part des variations

de la VOP, suivit ensuite par la PAS.

PP (mmHg) VOP (m/s)
Coefficient de Variance % Coefficient de Variance %
régression + SE régression + SE
Population entiére
PAS (par incrément de 5 2,02 4 0,03%% 53.8
mmHg)
Age par incrément de 5 ans 0,64 + 0,05%** 1,2
Hématocrite ga{;} incrément de 1,05 + 0,10%# 0.7
Fréc.luen,ce cardiaque par 10,29 0,045+ 0.3
incrément de 5 %

FEVG par incrément de 2 % -0,5 £ 0,08%** 0,2
Variance totale % 61,0

Sous-catégorie étude VOP

Modéele avec PAS
PAS (par incrément de 5 2,96 + 0,13%%* 553 0,16 £ 0,05%+* 2.4
mmHg)

Age par incrément de 5 ans 0,80 £ 0,19%** 1,9 0,54 £ 0,08*** 13,0
Variance total % 68,2 20,1
Modeéle avec PP

PP (par incrément de 5 0,23 + 0,07%%% 2.6
mmHg)

Age par incrément de 5 ans 0,52 + 0,08%*** 11,2
Variance totale % 20,2

Tableau 22 : Paramétres expliquant les variations de pression pulsée et de la vitesse d’onde
de pouls. SE : Erreur standard de 1’estimation. * P < 0,05 ** P < 0,01 *** P <0,001. PAS :
pression artérielle systolique ; FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche ; PP : pression
pulsée.
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VIL.5.4. Résultats préliminaire de coagulation

Dans une premiére analyse de 5 patients atteints d’IC, avec des caractéristiques cliniques
semblables aux patients de 1’étude EPHESUS, il existe une tendance a une diminution de
sensibilité au systeéme anticoagulant de la PC. La figure 61 présente des courbes typiques de

génération de thrombine en présence de différentes concentrations en PCa comparées a un

sujet sain.
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Figure 61 : Courbe typique de génération de thrombine en présence de PCa avec les plasmas

d’un patient atteint d’IC et d’un témoin. IC : insuffisance cardiaque.

145



DISCUSSION

VIII. DISCUSSION

Des altérations de 1’hémostase sont présentes dans des pathologies cardiovasculaires tres
communes telles que 1’hypertension, I’IC ou encore des désordres métaboliques, notamment
le SMet. Pourtant, alors qu’un risque augmenté de thrombose a été démontré chez I’homme,
la mise en place d’un traitement préventif pour limiter ce risque d’événements thrombotiques
n’est pas systématique. Les traitements anti-thrombotiques, notamment les traitements
combinant aspirine et inhibiteur du récepteur P2Y12, ne sont administrés qu’en prévention
secondaire apres un évenement thrombotique ou une chirurgie faisant intervenir un risque tres

2 7
augmenté comme la pose de stents®”’.

Nous avons voulu étudier de quelles manieres 1’hémostase peut étre modifiée dans différents
contextes pathologiques impliqués dans le développement de I'IC, et si ces modifications

varient en fonction de son étiologie ou si elles ont un dénominateur commun.

L’étude de I’hémostase chez I’homme est souvent limitée a quelques parametres. Les modeles
animaux tels que le rat ou la souris permettent d’étudier la transition d’états pathologiques
différents vers I’IC. De plus, il est possible d’évaluer le rdle de la paroi vasculaire. Le concept
a émergé avec la prise de conscience que les facteurs et les cellules circulantes du sang ne
représentent qu’une partie de I’équation hémostatique et que la paroi vasculaire est tout aussi
importante. En effet, les cellules vasculaires synthétisent la plupart des facteurs de la

coagulation et possedent des récepteurs régulant la génération de thrombine.

Nous avons choisi d’étudier dans un premier temps un modele murin de SMet, syndrome dont
I’implication dans le développement et 1’aggravation de I'IC a été décrite chez

I’homme>®

.Tres peu d’études ont été réalisées sur I’hémostase du rat Zucker et aucune sur les
modifications intervenant avec le vieillissement. Ce modele animal de SMet présente
I’avantage de pouvoir étudier conjointement le phénotype artériel et de I’hémostase. Le
vieillissement est généralement associé a des altérations de 1’hémostase qui pourraient étre
exacerbées dans des contextes pathologiques comme celui du SMet. Il nous est donc apparu

intéressant d’étudier les implications du vieillissement dans les altérations de I’hémostase en

liaison avec les altérations de la paroi.
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Notre laboratoire a déja montré chez le rat Zucker un vieillissement artériel accéléré avec la
présence d’'un SMet. Les rats obeses a 25 semaines ne présentent pas d’altération des
propriétés mécaniques des arteres carotides par rapport aux rats non obeéses, tandis qu’a 80
semaines I’¢lasticité est a la fois diminuée par rapport aux rats de 25 semaines, mais

. N A Ana2T5
également par rapport aux rats non obeses au méme age”"".

En ce qui concerne la réactivité plaquettaire, Paul et coll ont montré que les rats Zucker
diabétiques de 12 semaines présentaient une augmentation de 1’agrégation plaquettaire in vivo
sans variation in vitro et ont conclu que cela était dii a une augmentation de 1’agrégabilité
plaquettaire couplée a la présence d’une dysfonction endothéliale (mise en évidence par une
augmentation des taux plasmatiques de vWF)*®. Dans notre étude nous avons également
trouvé une numération plaquettaire augmentée chez les rats obeses sans modification de la
réactivité évaluée par agrégation plaquettaire in vitro. L’augmentation des agrégats
plaquettaires trouvés in vivo chez les rats Zucker par Paul et coll pourrait dépendre d’un

endothélium altéré et d’un nombre de plaquettes plus élevé.

L’augmentation de la réactivité plaquettaire étant un versant majeur de la dérégulation de
I’hémostase chez les patients diabétiques ou pré-diabétiques, plusieurs études ont essayé de
diminuer la réactivité plaquettaire chez les rats Zucker diabétiques. L’administration
d’acarbose (médicament utilis¢ dans le diabéte de type 2 pour inhiber ’absorption intestinale
de glucose) a des rats Zucker de 10 semaines diminue I’activation plaquettaire mesurée par la
fixation des plaquettes au fibrinogene et les expressions a leur surface de P séléctine et de GP
53. 1l est également a noter que dans cette étude I’activation plaquettaire des rats obe&ses non
traités est augmentée d’environ 20 % par rapport aux rats non obéses non traités’'’. La méme
équipe a montré que 1I’administration de rimonabant, un médicament anti-obésité, antagoniste
du récepteur canabinoide 1, diminuait également la réactivité plaquettaire mais aussi les
cytokines pro-inflammatoires et pro-athérogénes ainsi que les cellules circulantes du systeme
immunitaire®''. Cette étude montre ainsi que la diminution de I’inflammation a des
répercussions directes sur 1’agrégation plaquettaire. L’array de cytokines réalisé dans notre
étude montre une augmentation de cytokines pro-inflammatoires. Il est toutefois difficile de
penser qu’agir sur une cytokine en particulier pourrait étre réellement bénéfique. Une action

en amont directement sur I’inflammation globale semble étre une stratégie plus intéressante.
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Dans notre étude, le principal point qui differe de ce qui est retrouvé chez ’homme est
I’absence de modification de la réactivité plaquettaire. En effet, nous n’avons pas mis en
évidence de modification de la réactivité en agrégation plaquettaire. De plus, la quantité de
thrombine générée augmente de la méme maniere chez les rats obeses par rapport aux rats non
obeéses en PDP et en PRP. Ce résultat indique donc que dans notre modele la réactivité
plaquettaire n’est pas un déterminant majeur de la génération de thrombine. Chez ’homme la

197

réactivité plaquettaire est décrite comme étant augmentée . Les variations de numération

plaquettaire en cas de SMet sont encore sujettes a discussion mais iraient tout de méme dans

312,313
. Une absence

le sens d’une augmentation chez les patients atteints d’un SMet
d’augmentation de la capacité d’activation des plaquettes serait compatible avec 1’absence
d’un risque thrombotique plus élevé chez le rat Zucker malgré une numération plaquettaire

élevée.

En ce qui concerne les autres phases de I’hémostase, si une diminution de la fibrinolyse est
bien caractérisée dans le SMet, I’augmentation de la réactivité du systéme de la coagulation
I’est beaucoup moins. Nous avons montré chez le rat Zucker une augmentation de la réactivité
de ce systeme sans modification avec 1’age par mesure de la génération de thrombine in vitro.
Cette augmentation de la réactivité du systeme de la coagulation peut €tre en partie expliquée
par ’augmentation des facteurs procoagulants tels que le FT, le FVIII, la prothrombine ou
encore le fibrinogene. Ces facteurs procoagulants se maintiennent a un méme niveau élevé
chez les rats obese agés, ce qui pourrait expliquer le fait qu’il n’y ait pas de modification de la

réactivité du systeme de la coagulation avec le vieillissement.

Au niveau plasmatique nous avons trouvé une concentration de FT d’environ 10 pM chez les
rats obeses. Cette concentration est tres €levée par rapport a celle de 5 pM que nous avons
utilisée pour déclencher la cascade de coagulation dans le test de génération de thrombine in
vitro. La nécessité d’ajouter du FT dans le plasma pour déclencher la coagulation, méme chez
les rats obeses, montre qu’une fraction plus ou moins importante de FT circulant n’est
probablement pas fonctionnel. Les autres facteurs procoagulants que nous avons dosés,
comme le FVIII et la prothrombine, sont également augmentés chez les rats obeses par
rapport aux rats non obeses, ce qui rend pertinent notre modele animal par rapport a la
pathologie humaine. En effet, chez I’homme atteint de SMet des modifications semblables des

concentrations circulantes en FT, FVIII sont présentes314—316.
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En ce qui concerne la fibrinolyse, chez le rat Zucker une étude avait porté sur le traitement
des rats avec du cipofibrate, qui possede un effet hypolipémiant, et avait montré une

317 De la méme

diminution des concentrations en fibrinogene plasmatique et plaquettaire
maniere que lors de I’administration de rimonabant qui diminue la réactivité plaquettaire,
I’action sur 1'un des aspects du SMet modifie 1’hémostase. Dans notre étude une
augmentation des concentrations en fibrinogene plasmatique et une diminution de la
fibrinolyse ont été observées avec une augmentation de ces modifications au cours du
vieillissement. L’étude microscopique des caillots de fibrine a également montré la présence
de fibres plus fines, indiquant un caillot formé plus rapidement, et de pores moins nombreux,

indiquant un caillot plus difficile a lyser, chez les rats obeses a 25 semaines par rapport aux

rats non obeses. Ces données expliquent la résistance a la fibrinolyse.

L’absence d’augmentation de la réactivité du systeme de la coagulation chez les rats obeses
agés en parallele avec une diminution de la fibrinolyse suggere un role prépondérant de cette
derniere sur ’augmentation du risque thrombotique avec le vieillissement. Un autre aspect
important dans 1’augmentation du risque de thrombose est l’altération de la fonction
endothéliale, comme le montre I’augmentation des concentrations circulantes de VWF chez
les rats obeses. Cette augmentation s’accentue avec le vieillissement chez les rats obeses.
Cette altération endothéliale pourrait également expliquer 1’augmentation des concentrations
circulantes de FT. En effet, le FT n’est pas synthétisé de facon constitutive par les CE mais
par les autres cellules de la paroi vasculaire. Une augmentation des concentrations circulantes

pourrait ainsi avoir pour origine une altération de I’endothélium.

L’altération de I’hémostase qui précede les modifications fonctionnelles de la paroi pourrait
favoriser le développement de I'IC. Le développement du tissu adipeux est en effet lié au
risque de développement d’une IC*'®, en revanche rien n’est décrit concernant 1’impact des
facteurs de la coagulation. Le fibrinogéne dont la synthese est augmentée par les cytokines
pro-inflammatoires, et qui a lui-méme des effets pro-inflammatoires, pourrait altérer le
phénotype vasculaire, ou encore participer a la génération de thrombine intra-pariétale. Cette
génération de thrombine dans la paroi vasculaire pourrait favoriser la survenue de thrombose

en cas de breche vasculaire et notamment en cas de rupture de plaque d’athérome.

Nous avons choisi dans un second temps d’utiliser le rat SHR pour étudier I'une des

composantes du SMet, I’hypertension, dont il est connu qu’elle est un élément moteur de la
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mise en place de I’IC. Les rats SHR présentent une diminution de la réactivité du systeme de
la coagulation au niveau plasmatique par rapport aux rats controles. Le dosage des facteurs
de la coagulation plasmatique montre une diminution des concentrations de FT et de
prothrombine, et une augmentation des concentrations de TFPI qui peuvent expliquer la
diminution de la génération de thrombine observée chez les rats SHR. Le role de la
prothrombine dans la diminution de I’ETP semble étre central. En réalisant une mesure de
génération de thrombine en PDP dilué le pouvoir anticoagulant de I’AT est également
diminué. Dans ces conditions la différence entre SHR et Wistar au niveau de la génération de
thrombine est atténuée mettant en lumiere le role prédominant de la prothrombine dans la
diminution d’ETP observée avec le plasma des rats SHR. Le fait que les changements de
génération de thrombine entre SHR et Wistar soient les mémes en prenant du PRP ou du PDP

suggere qu’il n’y a pas de modification de la réactivité plaquettaire.

Bien que la part majeure des facteurs de la coagulation plasmatique dans le risque
thrombotique ne soit plus a démonter, certains ¢léments laissent penser qu’ils ne sont pas
seuls responsables des altérations de la balance hémostatique. En effet, le risque de thrombose
augmente trés fortement avec le vieillissement, pourtant I’étude de la réactivité du systeme de
la coagulation ne montre pas de différence, et ce, méme si certains facteurs procoagulants
peuvent étre augmentés lorsqu’ils sont dosés individuellement. L’absence de modifications de
la réactivité du systeme de la coagulation avec le vieillissement a été montrée dans notre
laboratoire dans une cohorte de patients sains agés. Ce résultat laisse penser que d’autres
facteurs interviennent. Selon la triade de Virchow, deux autres composants jouent un rdle
dans I’hémostase, une stase sanguine augmentée, et une altération des propriétés
anticoagulantes de la paroi vasculaire. Les altérations, notamment de I’endothélium et de la
réactivité vasculaire dans 1’hypertension sont trés bien décrites dans la littérature y compris

N . 19-321
dans des modeles animaux’'®

. Nous avons trouvé une augmentation de la génération de
thrombine a la surface d’anneaux aortiques de rats SHR comparés aux anneaux des rats
Wistar de 12 semaines. Ce résultat met en évidence un phénotype prothrombotique de la paroi
vasculaire. Il est également a noter qu’aucune différence entre SHR et Wistar n’est trouvée
chez les rats de 5 semaines, indiquant que ce phénotype est probablement en rapport avec une
hypertension bien établie. Une augmentation des concentrations circulantes en vVWF chez les

rats SHR de 12 semaines est en faveur d’une altération de 1’endothélium. Cette altération

pourrait contribuer a I’état hypercoagulable en permettant la mise en contact des facteurs
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circulants de la coagulation avec les CML**?

. Le concept d’un phénotype altéré de
I’hémostase, en partie dii aux CML de la paroi vasculaire, est étayé par une génération de
thrombine augmentée a la surface des CML de rats SHR par rapport a celles des rats Wistar.
De plus, il est également a noter que la génération de thrombine a la surface des CE n’est pas
différente entre les deux souches. Les variations du phénotype de génération de thrombine de
la paroi artérielle seraient donc principalement imputables aux CML. Lorsque les anneaux
sont mis en présence du plasma du méme rat la différence observée au niveau de la génération
de thrombine des anneaux est compensée par I’hypocoagulabilité du plasma des rats SHR.
Ces résultats sont compatibles avec I’absence d’événements thrombotiques chez le rat SHR.
En revanche cette augmentation de la génération de thrombine intrapariétale pourrait
participer & moduler un certain nombre de processus impliqués dans I’hypertension telles que
la régulation du tonus vasculaire et la prolifération des CML qui participent a augmenter la
rigidité artérielle*™***. Un role principal des cellules dans la coagulation est d’apporter des
phospholipides chargés négativement. La mesure des PPA au niveau des anneaux aortiques
montre une augmentation chez les rats SHR qui pourrait expliquer 1’augmentation de
génération de thrombine a la surface des CML des rats SHR. L’un des mécanismes est que
I’hypertension augmente les taux de calcium intracellulaire, favorisant ainsi les processus de

flip-flop et de réorganisation des membranes cellulaires des rats SHR*#-%

. L’implication de
la paroi vasculaire dans le déreglement de la balance hémostatique a probablement un rdle
majeur qui jusque-la a été sous-estimé. La nécessité d’étudier directement la paroi vasculaire
pour comprendre les molécules et les étapes impliquées dans la dérégulation de I’hémostase,
et mettre au point des stratégies de traitements adaptées, fait prendre tout son sens a la
nécessité de disposer de modeles animaux facilement utilisables et pertinents par rapport a la

physiopathologie humaine.

Le systtme RAA participe a la régulation de la volémie. Un fonctionnement trop important de
ce systeme va engendrer une augmentation de la volémie qui aura un role majeur dans le
développement de I’hypertension. Chez les rats SHR pré-hypertendus, 1’inhibition de ce
systtme permet d’améliorer 1’état artériel’>. Chez les patients atteints d’IC 1’administration
d’un antagoniste du RM augmente la survie'*®. Enfin il a été établi que le récepteur a
I’aldostérone avait un rdle important dans le développement du tissu adipeux et la
différenciation adipocytaire, étape importante dans la mise en place du syndrome

métabolique®®. En ce qui concerne I’hémostase, le systétme RAA, et notamment
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I’aldostérone, n’a pas été beaucoup étudié. L’aldostérone pourrait par son action profibrotique
avoir un effet procoagulant'®. Cette hormone peut également induire la synthése d’EPCR, ce

. . N A . 17
qui lui confre un role anticoagulant' ™.

Pour apporter des éléments de réponse, nous avons traité des souris avec de I’aldostérone et
avons également étudié un modele de souris qui surexpriment de maniere conditionnelle le
RM dans I’endothélium. Concernant les souris traitées a 1’aldostérone une diminution du
temps d’occlusion dans un modele de thrombose carotidienne a été observée par rapport aux
souris contrdles, suggérant un effet anticoagulant de ’aldostérone. L’utilisation d’un mode¢le
de souris qui surexpriment dans 1’endothélium le RM permet de s’assurer que 1’effet observé
de I’aldostérone est bien dépendant de son récepteur et non du RG. Ces souris transgéniques,
ont une pression artérielle supérieure 2 celle de leurs contrdles'®, et possédent un
endothélium activé comme en témoigne 1’augmentation du vWF circulant. Cette activation
pourrait étre une conséquence de I’augmentation de PA et des contraintes mécaniques qui en
résultent. Ces souris présentent une augmentation du temps d’occlusion d’un vaisseau dans un
modele de thrombose, ainsi qu’une diminution de 1’agrégation sans modification des
sécrétions plaquettaire. Pourtant, dans ces deux modeles, aucune modification de la capacité
du plasma a générer de la thrombine n’est présente. Ce résultat laisse donc penser que le
phénotype anti-thombotique observé n’est pas la résultante de modifications des facteurs de la
coagulation plasmatique mais plutdt d’une modification de la paroi vasculaire. Pour explorer
les mécanismes impliqués dans cet effet de 1’aldostérone nous avons quantifié les molécules
anticoagulantes au niveau plasmatique et surtout au niveau pariétal. L’absence de
modification au niveau des syntheses de TFPI et de TM exclut leur participation au phénotype
observé dans le modele de thrombose. L’EPCR est, quant a lui, augmenté dans la paroi
vasculaire des souris mutées sans modification au niveau plasmatique. Ce dernier résultat peut
étre en partie expliqué par I’absence de modification entre les souris mutées et leurs controles,
des concentrations d’ADAM 17, une métallopeptidase impliquée dans la protéolyse de
I’EPCR™. De la méme maniére que dans la paroi vasculaire des souris, une augmentation de
I’EPCR, dépendante du RM, est trouvée au niveau de CE traitées a I’aldostérone. Ces cellules
ne présentent pas non plus de modification des autres molécules impliquées dans I’inhibition
de la coagulation. De plus, les cellules traitées a I’aldostérone présentent une diminution de
leurs capacités a servir de support pour la coagulation ce qui est en accord avec le phénotype

« anti-thrombotique » trouvé chez les souris traitées a 1’aldostérone. L’inhibition du systeéme
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anticoagulant de la PC fait disparaitre la diminution de génération de thrombine observée avec
les CE traitées a I’aldostérone permettant de conclure que cette diminution est bien due a une
augmentation de la synthése de I’EPCR. Ces résultats sont en accord avec le role de ’EPCR

dans la modulation de la coagulation qui est bien décrit dans la littérature :

- Le traitement de CE avec de 1’aldostérone augmente le temps de coagulation et la

synthése d’EPCR'"

- Les souris surexprimant I’EPCR au niveau de I’endothélium ont une augmentation de
leur capacité a convertir de la PC en PCa et présentent une diminution de la formation

de thrombine lorsqu’elles sont perfusées avec du FXa®*®

- L’occupation du site de liaison de I’EPCR a la PC par un anticorps augmente les

thrombus dans un modele de thrombose au FeCls chez la souris C57black6™”’

Ainsi, la synthése d’EPCR est augmentée de maniere RM-dépendante, ce qui permet
d’augmenter la conversion de PC en PCa. C’est cette activité plus importante du systeme
anticoagulant de la PC qui est mise en jeu dans la diminution de la thrombose observée chez
les souris traitées a l’aldostérone et les souris surexprimant le RM dans 1’endothélium

(Figure 62).

Aldosterone

A

—

Figure 62 : Schéma de ’action de ’aldostérone dans la régulation de 1’hémostase dans un

contexte physiologique.

Ces résultats soulevent le paradoxe de I’utilisation des antagonistes du RM dans I’IC. En effet
les patients atteints d’IC et traités par de la spironolactone ou de 1’éplérénone en plus des
autres traitements, ont une plus grande espérance de vie'**1%8 Ici nous avons trouvé un effet

clairement anticoagulant de 1’aldostérone. Un élément de réponse réside dans le contexte
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physiopathologique. En effet, I’inhibition du RM chez les patients en état d’IC se situe dans
un contexte pathologique, avec tout ce que cela implique d’altérations vasculaires. Dans ce
contexte I’inhibition du RM est bénéfique. Dans un contexte physiologique, 1’aldostérone et
son récepteur ont un role différent, anticoagulant. Dans notre étude nous avons utilisé des
souris saines ce qui peut expliquer ce phénotype antithrombotique. De plus il a été récemment
montré que les pilules contraceptives de derniere génération augmentent le risque de
thrombose'®. Ces pilules contiennent de la drospirenone, molécule qui a une forte affinité
pour le RM et peut étre présentée comme un antagoniste du RM**. Ces pilules sont données
chez des sujets sains et I’inhibition du role anticoagulant du RM dans ce contexte non
pathologique pourrait étre un des mécanismes expliquant 1’augmentation du risque de

thrombose.

L’étape suivante de ce travail a été d’étudier les modifications de I’hémostase dans I’'IC.
L’hémostase est présentée comme faisant partie des perturbations centrales aggravant cette

. 329
maladie

. La premiere étape a été de distinguer les parametres de fonction cardiaque et de
fonction artérielle en utilisant la PP et la VOP. La cohorte EPHESUS de patients présentant
une IC avec dysfonction du ventricule gauche suite a un infarctus du myocarde est traitée avec
un antagoniste du récepteur a 1’aldostérone. Chez ces patients une augmentation de la PP est
corrélée avec une diminution de la mortalité, tandis qu’une augmentation de la VOP est liée a
une augmentation du risque de mortalité. Dans ce contexte, la PP n’est pas un index de
rigidité artérielle mais un index de fonction cardiaque conservée. Ce résultat conforte le role
prépondérant des modifications de la paroi artérielle par rapport aux altérations de la fonction
cardiaque dans I’IC. En ce qui concerne 1’hémostase, le fait que le vaisseau soit altéré
précocement laisse penser que des modifications de 1’hémostase pourraient étre aussi tres
précoces avec comme élément central les contraintes mécanique appliquées aux cellules. Ce
sont ces contraintes qui vont augmenter la synthese de facteurs procoagulants mais également
modifier la répartition des phospholipides procoagulants menant a un phénotype
prothrombotique de la paroi artérielle comme celui trouvé chez les rats SHR. L hypothése
d’une altération précoce de I’hémostase dans I’IC est également étayée dans notre modele de
rat Zucker puisque, bien que la fonction cardiaque n’ait pas été étudiée chez ces rats, la masse
du cceur est augmentée chez les rats obeéses a 80 semaines ce qui pourrait contribuer au

développement d’une IC avec 1’age. Cependant des 25 semaines le systeme de la coagulation

et la fibrinolyse sont altérés chez ces rats. Ainsi, pour ce modele, les altérations de
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I’hémostase ont lieu trés en amont d’une altération de la fonction cardiaque et sont également
antérieures aux modifications de la paroi artérielle””.

Nos résultats ont montré que la PP était un index de la fonction cardiaque contrairement a la
VOP qui reste un index de rigidité artérielle. Ces deux facteurs sont déterminants dans les
changements de la balance hémostatique. Ces modifications peuvent impliquer le systeme de
la PC en diminuant sa capacité a étre activée par une altération des propriétés anticoagulantes
de la paroi vasculaire et notamment de la disponibilité de ’EPCR. En effet, ’EPCR lorsqu’il
est fixé a la surface des CE permet 1’activation de la PC en PCa. Cette activité est perdue s’il
est relargué dans la circulation®. Ainsi dans un contexte pathologique avec altération de
I’endothélium telle que I’'IC, la quantité d’EPCR circulant pourrait étre augmentée par rapport
a sa forme membranaire. Cela aurait donc pour effet de diminuer la proportion de PC pouvant
étre activée. L utilisation d’un antagoniste du RM limiterait la synthése d’EPCR et donc son
relargage dans la circulation permettant de potentialiser I’activation de la PC par I’EPCR
membranaire.

Les propriétés anticoagulantes de la PCa pourraient également étre altérées par 1’activation
des plaquettes. En effet, 1’activation plaquettaire induit un état de résistance a la PCa. Cette
altération pourrait provenir du fait que les plaquettes activées relarguent du PF4**. En effet,
bien que le PF4 puisse lier la TM et permettre ’activation de la PC en PCa il diminue
I’activité anticoagulante de la PCa. Dans la cohorte EPHESUS pres de 90 % des patients sont
sous aspirine. L’aspirine a un effet antiagrégant plaquettaire par 1’inhibition irréversible des
COX. Ce traitement pourrait avoir des effets bénéfiques sur le systeme de la PC en limitant
I’activation des plaquettes. Ainsi, bien que [’administration d’anti-plaquettaires dans le
traitement de I’IC ne soit pas encore systématique la majorité des patients est déja traitée. Il
serait intéressant de comparer la sensibilité a 1a PCa des patients prenant un anti-plaquettaire a
celle de ceux n’ayant pas ce type de traitement.

A T’inverse du traitement anti-plaquettaire, moins de 20 % des patients de la cohorte
EPHESUS recoivent un traitement anticoagulant. L ’intérét d’un traitement anticoagulant dans
I’IC est plus discuté de par le risque d’hémorragique qu’il engendre et seuls les patients ayant

eu des antécédents de thrombose recoivent un tel traitement.

A T’heure actuelle la médecine dite personnalisée semble étre 1’étape suivante dans le
traitement des patients. La personnalisation et le suivi des traitements anticoagulant et
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antiplaquettaire dans des pathologies telles que le SMet, ’HTA ou I’IC pourraient permettre
de diminuer encore le risque thrombotique. Pour réussir cette médecine personnalisée, il
apparait nécessaire d’augmenter la sensibilit¢ des tests et de développer des nouveaux
marqueurs plus précis que ceux existant (les dosages des F1+2 et des D-dimeres n’étant pas
fiable chez les patients agées). Une meilleure compréhension des modifications de
I’hémostase dans ces pathologies devrait également permettre de développer de nouvelles

stratégies thérapeutiques.
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IX. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Nous avons montré au cours de ce travail les modifications du phénotype de I’hémostase dans
différents modeles animaux de pathologies impliquées dans la mise en place de I'IC. La
dérégulation de I’hémostase intervient trés précocement dans la vie des rats Zucker atteints de
SMet et reste stable alors que le défaut de fibrinolyse s’accentue avec le vieillissement. Le
SMet correspond a un ensemble d’anomalies dont chacune peut avoir un retentissement sur
I’hémostase. Une des anomalies du SMet les plus impliquées dans le développement de
I’IC est I’hypertension. L’étude d’un modele animal hypertendu permet de discriminer les
modifications dues a ’ensemble des anomalies du SMet et celles induites par 1’hypertension.
Le modele du rat spontanément hypertendu SHR présente une hypocoagulabilité plasmatique
et une hypercoagulablité de la paroi due au CML. Ces résultats ne permettent pas d’impliquer
uniquement I’hypertension artérielle dans I’hypercoagulabilité plasmatique trouvée chez le rat
Zucker. L’augmentation de la PA peut résulter d’une trop forte activation du systeme RAA,
systeme dont le dernier acteur, I’aldostérone est présumé avoir des effets sur I’hémostase. Le
récepteur a I’aldostérone étant présent sur les CE et ces cellules étant un élément central de la
régulation de la réactivité vasculaire et de I’hémostase, nous avons étudié¢ ’effet de cette
hormone en traitant des souris avec de 1’aldostérone et phénotypant des souris surexprimant le
RM dans les CE. Dans nos modé¢les de souris I’aldostérone présente un effet antithrombotique
en conditions physiologiques. Enfin, I’utilisation d’une cohorte de patients insuffisants
cardiaques a permis de déterminer que la PP n’était pas liée a la rigidité artérielle montrant
ainsi que la PP est un index de la fonction cardiaque a I’inverse de la VOP qui reste un index
de rigidité artérielle, ces deux facteurs étant deux déterminants majeurs des changements de la
balance hémostatique.

L’une des poursuites directes de ce travail va étre de phénotyper des patients atteints d’IC
pour mettre en évidence les anomalies de 1I’hémostase en rapport avec les altérations
hémodynamiques ou les altérations de la paroi vasculaire et permettre de mieux cartographier
la cascade d’événements aboutissant a ces anomalies. Cela permettra de les comparer aux
anomalies de I’hémostase des patients présentant un SMet ou encore atteints d’HTA. Dans la
mesure ou les altérations de I’hémostase semblent tres précoces elles pourraient avoir un role
tres important dans la genese de la maladie. L’état des arteres semble étre I'un des facteurs

déterminants dans la dégradation globale de I’hémostase car elles possedent tous les facteurs
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nécessaire a la génération de thrombine. Pour ¢tudier 1’état des artéres il est nécessaire de
disposer de modeles animaux. Dans un premier temps il serait nécessaire de disposer d’un
modele animal d’IC. Le rat Zucker obése agé présente une augmentation du poids du cceur
pouvant étre li€ée a une altération de la fonction cardiaque. Il serait donc intéressant de
phénotyper la fonction cardiaque de ces rats pour bien définir son état d’altération et savoir
s’ils peuvent étre considérée comme insuffisants cardiaques. La seconde solution consisterait

a utiliser le rat SHHF, modele validé de SMet qui développe une IC en vieillissant.

Une autre perspective pourrait également concerner 1’implication des cytokines et des
adipokines dans 1’hémostase. En effet trés peu d’études ont porté sur 1’implication de ces
facteurs cellulaires dont la synthese varie énormément en fonction du contexte
physiopathologique. Chez ’homme, la synthese d’adiponectine, une adipokine bénéfique
pour le systeme cardiovasculaire, est inversement proportionnelle a la masse adipeuse. En ce
qui concerne 1’hémostase 1’adiponectine diminue I’agrégation plaquettaire et augmente la
synthese de TFPI tout en diminuant celle de TF au niveau de CE**#31332 Chez le rat Zucker
les concentrations en adiponectine, corrélées avec ’activité du TFPI, sont augmentées chez
les rats obeses. Il pourrait donc y avoir chez ces rats un mécanisme de compensation
expliquant qu’ils ne présentent pas une prédisposition connue a thromboser en dépit de

I’hypercoagulabilité et du défaut de fibrinolyse que nous avons mis en évidence.
Dans les trois pathologies, nous avons décrit des troubles de I’hémostase qui peuvent affecter

les différentes phases et en particulier la génération de thrombine et la fibrinolyse. Ces

modifications augmentent le risque cardiovasculaire.
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RESUME
L’allongement de I’espérance de vie a fait de I’insuffisance cardiaque (IC) I’un des problémes
majeurs de santé publique. Le syndrome métabolique (SMet) et 1’hypertension sont deux
facteurs parmi les plus importants conduisant a I’IC.
Les modifications qui interviennent au niveau structural et cellulaire de la paroi artérielle dans
le SMet, I’hypertension et I’IC pourraient entrainer des anomalies de 1’hémostase qui
aggravent ces tableaux cliniques. Nous avons montré au cour de ce travail les modifications
du phénotype de I’hémostase dans différents modeles animaux de pathologies impliquées
dans la mise en place de I’IC.
L’altération de I’hémostase précede les modifications fonctionnelles de la paroi et pourrait
favoriser le développement de I’IC chez le rat Zucker. Le modele de rat spontanément
hypertendu SHR présente une hypercoagulablité de la paroi via les cellules musculaires lisses.
Ces résultats ne permettent pas d’impliquer uniquement I’hypertension artérielle dans
I’hypercoagulabilité plasmatique trouvée chez le rat Zucker. L’activation du récepteur a
I’aldsotérone au niveau endothélial chez la souris induit un phénotype antithrombotique
provoqué par une augmentation de la réactivité du systeme anticoagulant de la protéine C, via
son récepteur, ’EPCR. L’étude d’une cohorte de patients insuffisants cardiaques a permis de
distinguer des parametres de fonction cardiaque et de rigidité artérielle. Cette caractérisation
est indispensable pour comprendre les mécanismes des événements thrombotiques associés a
I’'IC.
La conclusion de ce travail est que les pathologies pouvant conduire a la mise en place d’une
IC modifient I’hémostase vers un état d’hypercoagulabilité qui fait intervenir la paroi
artérielle.

Mots clés: paroi artérielle, génération de thrombine, hémostase, récepteur
minéralocorticoide, insuffisance cardiaque.

ABSTRACT
Increasing life span has made heart failure (HF) a major issue for public health. The metabolic
syndrome (MetS) and hypertension are two important factors which can lead to HF.
Structural and cellular modification occurring in the arterial wall in the MetS, hypertension
and HF may provoke hemostasis alterations that can worsen the clinical situation. We have
shown in this work, hemostasis modifications in animal models of pathologies implicated in
HF development.
Hemostasis alterations were shown to precede functional modifications of the arterial wall
and could favor HF development in Zucker rats. Spontaneously hypertensive rats showed an
arterial wall hypercoagulability via smooth muscle cells. These results don’t permit the
implication of hypertension in the hypercoagulable state found in the Zucker rat. A mouse
model with aldosterone receptor activation in the endothelium lead to a hypocoagulable state
by increasing the protein C anticoagulant system via his receptor, the EPCR. Studying a
human HF patient cohort permitted the measurement of cardiac function and of arterial
stiffness parameters. This characterization is important to understand thrombosis events
associated with HF in humans.
The general conclusion of this work is that, in pathologies leading to HF, modification of
hemostasis to a procoagulable state, implicates the arterial wall.

Key Words: arterial wall, thrombin generation, hemostasis, mineralocorticoid receptor, heart
failure.
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Abstract

Whereas hypertension contributes significantly to worsen cardiovascular risk, blood
pressure (BP) increment in subjects with heart failure (HF) is paradoxically
associated with a lower risk. The objective was to determine whether pulse pressure
(PP) and pulse wave velocity (PWV) remain prognostic markers independently of

treatment in heart failure with reduced left ventricular function.

The investigation involved 6632 patients of the Eplerenone Post—Acute Myocardial
Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study. All subjects had acute
myocardial infarction with left ventricular ejection fraction (LVEF) below 40% and
signs/symptoms of HF. Carotid-femoral PWV was measured in a subpopulation of

306 subjects.

In the overall population, baseline mean arterial pressure lower than 90 mmHg was
associated with higher all-cause death [HR: 1.15 (95% CI 1.01-1.31), p<0.05]
whereas higher LVEF or PP were associated with lower rates of all-cause death,
cardiovascular death/hospitalization and cardiovascular death. In the subpopulation,
increased baseline PWV was associated with worse outcomes (all-cause death [1.16
(1.03-1.30, p<0.05)], and cardiovascular deaths [1.16 (1.03-1.31), p<0.05],
independently from age and LVEF. Using multiple regression analysis, SBP and age
were the main independent factors positively associated with PP or PWV, both in the

entire population or the PWV substudy.

In HF and low ejection fraction, our results suggest that PP, being negatively
associated with outcome is more dependent on left ventricular function and thereby
no longer a marker of aortic elasticity. In contrast, increased aortic stiffness,

assessed by PWV, contributes significantly to cardiovascular death.



Key words: heart failure; arterial stiffness; pulse pressure; pulse wave velocity;

ejection fraction; cardiovascular risk; hypertension



Introduction

Cardiovascular (CV) physiologists have suggested that blood pressure (BP) may be
adequately investigated when divided into two components: a steady component,
mean arterial pressure (MAP), and a pulsatile component, pulse pressure (PP)."* At
a given left ventricular ejection fraction (LVEF), the steady component, which
corresponds to steady flow, as delivered theoretically by a steady pump (here, the
heart) relates to the status of small arteries, i.e. total vascular resistance, the ratio
between MAP and blood flow. On the other hand, PP, which corresponds to the
pulsatile flow really ejected by the heart, is mainly influenced by two major and
distinct factors: again LVEF, but also aortic stiffness. While MAP is associated with
overall CV risk (involving brain and kidney), PP is rather associated almost
exclusively with cardiac, and mainly coronary risk. This simple description has the
advantage to show that, in hypertensive subjects, it is important to study separately
not only the relationships between MAP and PP, but also the respective role of LVEF
and aortic stiffness, the 2 major determinants of PP. Excessive arterial pulsatility
resulting from increased arterial stiffness contributes to abnormal ventricular arterial
coupling.

In this context, past epidemiological investigations with baseline assessment of blood
pressure and LVEF have considered that hypertension, used as a categorical
variable, is one of the most important factor contributing to the progression of overall
and CV risk.’ In patients with heart failure (HF), there is a relatively small number of
studies that have been published and recently meta-analysed.6 Mortality is highest
when systolic BP (SBP) is below 100 mmHg or above 160 mmHg.”® Within the SBP
margin of 100-160 mmHg, higher BP were independently associated with lower

mortality. Furthermore, On another hand, Tartiére et al and Weber et al®'® showed



that, in middle aged and old hypertensive subjects, increased arterial stiffness and
wave reflections might be independently associated with impaired systolic or diastolic
function. These findings suggest that, in HF, in order to evaluate the relationships
between BP and outcome, it is necessary, not only to determine the level of LVEF,

but also to take into account the degree of aortic stiffness.'"'2

In the Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and
Survival Study (EPHESUS) trial,”® baseline LVEF was available in the totality of the
population, and was below 40%. Eplerenone reduced significantly the rate of death
due to progressive HF and sudden death, as well as the rate of hospitalization for
HF.™' In a post hoc analysis, it was found that In patients without history of
hypertension, eplerenone reduced heart failure hospitalization but had no effect on
mortality or on the composite end point,12 while in patients with a history of

hypertension all outcome endpoints were influenced favorably by eplerenone, ,

The objective of the study was to determine whether hemodynamic factors related to
arterial stiffness (PP and PWV) remain prognostic markers independently of

treatment in heart failure with reduced LVEF.

Methods
Study design and patient populations

The design and main results of the EPHESUS trial have been reported previously."
EPHESUS enrolled patients with HF in the setting of acute myocardial infarction
complicated by left ventricular systolic dysfunction (ejection fraction < 40%). HF had
to be documented by at least one of the following: presence of pulmonary rales,
chest radiography showing pulmonary venous congestion, or the presence of a third

heart sound. Patients were entered into the study at any point from 3-14 days after



the infarction. Patients with diabetes mellitus were not required to have evidence of
HF. All patients were randomly assigned to treatment with eplerenone 25 mg daily or
placebo, for the first month and up-titrated to 50 mg/day or placebo, depending on
serum potassium levels. Treatment with eplerenone was given in addition to standard
medical therapy, which could include angiotensin converting enzyme inhibitors or
angiotensin receptor blockers (ACEI, ARB), beta blockers, diuretics, aspirin, statins,
as well as coronary reperfusion therapy. EPHESUS was an event-driven study and

the mean duration of follow-up was 16 months.

Among the 6632 patients enrolled in the EPHESUS study, 19 were excluded from the
present analysis because of unavailable blood pressure data at baseline. Standard
brachial routine clinical sphygmomanometer blood pressure measurements were
performed during each patient visit. In the present study, we defined two patient
subgroups, in which the terms normotension and hypertension were used exclusively
as qualitative variables. Normotensive patients were defined as having no past
history of hypertension and baseline SBP < 140 and DBP< 90 mmHg. Hypertensive
patients were composed of all the remaining patients, either controlled or
uncontrolled with drug treatment. Moreover, in a substudy, 306 patients had a
baseline PWV assessment, using Complior device, as previously described."® Global

design is indicated in a specific flow-chart (Figure).

Statistical analysis

Analyses were performed using SAS V9.22 (SAS Institute, Cary, NC, USA). The two-
tailed significance level was set to p<0.05. Univariate analyses were carried out using
the Mann-Whitney and Chi-square tests. Summary statistics were presented as
mean * standard deviation (m + SD) for continuous variables and frequency (percent)

for categorical variables. In multivariable analyses, 17 baseline covariables were



tested: study drug, hypertension, gender, age, BP measurements (SBP; diastolic BP,
DBP; MAP; PP, each separately), heart rate, LVEF, blood potassium, estimated
glomerular filtration rate (eGFR), reperfusion therapy, angiotensin converting enzyme
inhibitors and/or angiotensin receptors blockers (ACEI/ARB), beta-blockers, diuretics
(loop or others) and nitrates. PWV was additionally tested in the subgroup of patients
with available data. Only significant factors were kept in the final models if not
otherwise specified. Association of these covariables with all-cause mortality,
cardiovascular death or hospitalization and cardiovascular death was analyzed using
Cox regression. Results were presented as hazard ratios and 95% confidence
interval (HR [95CI]). Factors associated with PP and PWV were identified using
multivariable linear regression. Results are reported as regression coefficient *
standard error of estimate (SEE). Variance explained independently by the significant
factors was estimated as squared semipartial correlation coefficients computed using
Type Il sums of squares. Adjustment of mean PWV on age and MAP was carried out
using ANOVA. The validity of the multivariate models was thoroughly checked:
proportionality of hazards (Cox regression), normality of the residuals distribution and
homoscedasticity (linear regression and ANOVA), linearity of the associations,

absence of collinearity and interaction.

Results

Baseline characteristics of the patients

The whole study was composed of 4702 men (59.5% were hypertensive) and 1911
women (75% were hypertensive). The substudy population with available PWV
includes 225 men (59% were hypertensives) and 81 women (74 % were

hypertensives).Table 1 shows the characteristics of the whole population and



substudy of patients with measurement of PWV. PP and LVEF were similar in both
populations. PWV values were significantly higher in hypertensive than in

normotensive patients.

Opposite effects of baseline PP and PWV on outcomes

Increasing age and reduction of eGFR (below 60 ml/min/1.73m?) were independent
determinants of all-cause death, cardiovascular death/hospitalization and
cardiovascular death in the whole study population (Table 2). Moreover, MAP lower
than 90 mmHg was also associated with increased all-cause death. In contrast,
higher levels of LVEF, pulse pressure and eplerenone treatment was associated with
lower rates of outcomes. Replacing PP by SBP in the model gave similar results for
all-cause death (0.96 (0.94-0.99); p<0.01), cardiovascular death/hospitalization (0.96
(0.94-0.98); p<0.001) and for cardiovascular death (0.96 (0.93-0.98); p<0.01). Finally,
notwithstanding the colinearity between SBP, PP, and MAP, we performed a
sensitivity analysis including all three parameters in the multivariate models, and
observed that neither MAP nor SBP were found associated with the tested outcomes,
whereas PP remained significantly associated with lower rate of all-cause death

(p=0.034) and cardiovascular death (p= 0.048).

In the PWV substudy population, increased PWV was found associated with worse
outcomes (all cause death, which almost exclusively corresponded to cardiovascular

deaths), independently from age and ejection fraction.

Factors associated with baseline PP and PWV

Using multiple regression analysis in the entire population, we showed that SBP was

the main positively independently associated factor, accounting for 53.8% of the PP



variance in a model explaining 61.0% of the PP variance (Table 3). This analysis also
showed that age, was positively associated with PP whereas haematocrit, heart rate,

and LVEF were negatively associated.

In the PWV study, SBP also accounted for 55.3% of PP variance and age remained
independently associated with PP in a model explaining 68.2% of the PP variance.
The factors SBP and age were also positively associated with PWV and explained
2.4% and 13.0% on a total of 20.1% of the PWV variations respectively. In this
population, 2.6 and 11.2% on a total of 20.2% of the variance in PWV was explained

by a multiple regression in which PP and age were included as covariates.

Discussion

We demonstrated that PP and PWV are independent opposite prognostic markers. In
such population, the increase in PP associated with improves outcomes cannot be

considered as an index of arterial stiffness.

An important result of the study was that PP, measured at admission in patients
mostly with symptomatic HF and low EF, was a strong independent predictor of
overall and CV risk prognosis. High PP is associated with a significant decrement in
the overall and CV risk in HF contrary to the general population. This finding was
shown even after adjustment for hypertension and MAP and established clinical
predictors of adverse outcome. This first observation is reinforced by two main
results. First, drugs administered during hospitalization do not affect the prognosis
value of PP measured at admission. In our study, all patients were treated with or
without eplerenone in addition to standard medical therapy but it was not the aim of
the study to focus on the effects of treatment. Second, in this study, MAP is a

parameter associated with the occurrence of poor overall outcomes for all cause



death.

PP is thought to be determined by cardiac function and arterial stiffness through
wave reflections.'. Increased central arterial stiffening is a hallmark of the aging
process and the consequence of many disease states such as diabetes,
atherosclerosis, and chronic renal compromise. Large-artery stiffness is the main
determinant of PP. Aortic stiffness has independent predictive value for total and
cardiovascular mortality, coronary morbidity and mortality, and fatal stroke in patients
with essential hypertension end-stage renal failure, or diabetes mellitus.’®"®
However, several studies have reported controversial results on the relation between
PP and all cause death in HF. In the present study, PP was significantly associated
with lower rate of all-cause death and cardiovascular death. In contrast with our data,
several studies SOLVD (Studies of Left Ventricular Dysfunction), SAVE (The Survival
and Ventricular Enlargement trial) and CAPRICORN (the Carvedilol Post-Infarct
Survival Control in LV Dysfunction study) showed a positive relation between PP and
overall and CV mortality.”>*' Since a significant proportion of patients in these trials
were asymptomatic or qualified as Killip class |, this observation that prognosis
worsens with increased PP has been attributed to increased large-vessel stiffness. In
line with this, PP was associated with known risk factors for arterial stiffness, such
as advanced age, diabetes mellitus, and renal failure, indicating that elevated PP
reflects, in part, increased arterial stiffness. However, our study in agreement with
VMAC (the Vasodilation in the Management of Acute Congestive HF study),
CONFINE (Comorbidities and Outcome iN patients with chronic heart Failure: a study
in iNternal mEdeicine units in Italy), PRIME (the Prospective Randomized study of
Ibopamine on Mortality and Efficacy), HIUC-HF (Heart Institute of Japan-Department

of Cardiology-HF) studies and IN-CHF (ltalian Network of Congestive Heart Failure)
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registry showed that high PP independently predicts decreased mortality.?*?® As
shown in VMAC study?* where LVEF increased with tertiles of PP, there was
evidence that a relatively preserved left ventricular systolic function is required to
maintain an elevated PP. Our results probably reflect that in HF, PP is more

dependent on left ventricular function and stroke volume than aortic elasticity.

In fact, PP reflects a complex interaction of the heart and the arterial and venous
systems. Cardiac parameters, such as diastolic filling and contractility, affect PP. The
dependence of PP on hemodynamic factors (e.g., stroke volume and peak aortic
blood flow) other than aortic and peripheral conduit vessel stiffness per se makes it
an imperfect indicator of conduit vessel function. In line with this, several groups have
reported that patients with HF and preserved LVEF have increased central aortic
stiffness relative to age-matched healthy and hypertensive subjects without HF.2728,
Only one study in HF and LVEF below 45% revealed that PWV predicts adverse
clinical outcomes.?® Such alterations suggest that abnormal ventricular-vascular
coupling may contribute to the pathophysiology of HF with preserved ejection fraction
and even may become especially important in the setting of severe decompensated
HF, in which significant correlations between PWV and LVEF have not been
observed. Because PP results from cardiac and arterial factors, the relationship that
we observed in this study between reduced PP and mortality might be a
consequence of LVEF impairment leading to a decrease in stroke volume and rate of
ejection. However, the adverse prognosis associated with reduced PP was
independent of baseline LVEF, indicating that a low PP is not simply a marker of a
low LVEF at rest. We speculate that a low PP in the setting of clinical
decompensation represents more advanced CV alterations, probably with most

profound LV and peripheral hemodynamic changes.
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Because of ventricular-vascular interaction in HF, aortic PWV, a key measure of
arterial stiffness is altered in this disease.®***" A limitation of our PWV substudy
population is an insufficient power to highlight the role of PP as an independent
predictor of clinical events, in the substudy patient subset. Nevertheless, the number
of patients was sufficient to show that increased PWV was associated with worse
outcomes independently from age and ejection fraction. Arterial stiffness exerts
deleterious effects on the heart, including increased afterload and myocardial oxygen

demand, impaired ventricular relaxation, and subendocardial ischemia.

We next investigate which were the determinants of PP and PWV. We found that
SBP was the main determinant of PP but not of PWV in the PWV substudy
population. Despite a strong positive association using an univariate analysis,
mulvariate analysis showed that LVEF was a negative determinant of PP but
explaining only 0.2% of variance of PP. There was no significant correlation between
LVEF and PWV, suggesting that, during the course of HF, both factors participated
independently to PP level. The significant determinants of PWV were age, SBP or PP
but its main factors such as geometry and structure of the aortic wall have not been

measured in this study.

Perspectives

In this study, PP is no longer a surrogate marker of arterial stiffness in HF whereas
PWV remains a valid measure arterial stiffness and is associated with increased CV
risk in this setting. PP and PWV are non redundant parameters exploring
complementary evaluation of cardiac and vascular functions in HF. These
observations suggest that the prognostic significance of elevated PP may not be

similar in the full spectrum of patients with HF. In compensated HF, elevated PP may

12



reflect, in part, increased large-vessel stiffness and therefore may be associated with
increased risk. In contrast, in the setting of severe decompensated systolic HF,
survival was shortened in patients with decreased PP or improved in those with
increased PP. Here two factors are important to consider. First, SBP plays a major
prognosis contribution, and future investigations are required to determine whether
this acts through its peak level or through its role as a major pathway for reflectance
properties. Second, the two major factors predicting mortality are LVEF and PWV.
Finally, measure of PWV may allow a better assessment of the effect of beneficial
existing therapeutic agents such as eplerenone on arterial stiffness for future

longitudinal studies.
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Novelty and significance

What is new?

e Pulse pressure and pulse wave velocity are independent opposite prognostic
markers in heart failure with reduced ejection fraction: in the setting of severe
decompensated systolic heart failure, survival was improved in patients with
increased pulse pressure and shortened in those with increased pulse wave

velocity.

What is relevant?

e In heart failure with reduced ejection fraction, pulse pressure cannot be
considered as in index of arterial stiffness whereas pulse wave velocity remains a

valid measure.

Summary

High pulse pressure, measured at admission, is negatively associated with outcome
in heart failure with reduced left ventricular ejection fraction whereas aortic stiffness,
assessed by pulse wave velocity, contributes significantly to cardiovascular death,
independently of treatment. Pulse pressure is more dependent on left ventricular

function and thereby no longer a marker of aortic elasticity.
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Table 1 - Baseline characteristics of the patients

Whole study PWYV substudy
HTN no HTN yes Ali HTN no HTN yes All
N=2381 N=4232 N=114 N=192 N=306
6613
3308
Eplerenone group 1202 (50) 2106 (50) (50) 61 (54) 86 (45) 147 (48)
Age (years) 61+12 65+11}F 64+12 58+11 63+10f 61+11
Race, white 2147 (90) 3820 (90) 5(28)7 91(80) 180 (94)% 271 (89)
Gender - male 1903 (80) 27991(66) ‘g(l)f 93 (82) 132 (69) 225 (74)
- female 478 (20) 14331(34) 1(3;)1 21(18) 60 (31)* 81 (26)
BP (mmHg) - systolic f1x1p 24F17 MIE 494y 1283215 LBz
¥ 17 + 16
- diastolic 68+9 74+11% 72411 708 77+9% 749
- mean 8349 91+12% 88+11 83+£8 92+10% 8910
_ pulse 43+£10 49+14% 47+13 30+9 47+£13% 4412
Heart rate (bpm) 75 £ 12 75+12 7512 74 £ 10 71+ 9% 72+ 9
, 328+ 333+ 331+ 342+ 345 344z
LVEF (%) 6.1 6.0 1 6.1 5.5 5.1 5.2
1.4+ 124+ 1204
PWV (m/s) - - - 3.0 32+ 3.1
Previous hosp. for HF 135 (6) 375(09) % 510(8) 2(2) 13 (7) 15 (5)
Reperf./revasc. therapy 1255 (53) 17401(41) 2(22)5 53(46)  75(39) 128 (42)
5565
Symptoms of HF 2031(86) 3534(84) ooy 107(94) 174(31) 281(%2)
Potassium (mmol/1) 43+04 4305 463;: 44+05 4405 4645:‘:
Creatinine (mmol/l) 96 +25 102 ; 00 10%  94x24 9gx26 97+26
¢GFR (ml/min/1.73m?) 75423 68+£23% 70£23 77£20 714231 73422
Medical history - AMI 548 (23) 12491(30) 1(33)7 23(20)  54(28)  77(25)
- Diabetes 571 (24) 15651(37) 2(;2)6 21(18)  66(34)1 87 (28)
- Heart failure 235(10) 738(17)f 973(15)  6(5)  26(14)* 32 (10)
- Hypertension - 4002 (95) ‘2(6)(1))2 ; 183 (95) 183 (60)
Medications - ACEV/ARB 1987 (83) 37471(89) z%‘ 79(69)  165(86)% 244 (80)
4946
- Beta-blockers 1790 (75) 3156(75) 5  79(69)  149(78) 228(75)
- Diuretics 1284 (54) 26921(64) 3(2(7))6 45(39) 105 (55)* 150 (49)
g 5852
- Aspirin 2094 (88) 3758 (89) (88) 101 (89) 177 (92) 278 (91)
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1871 (44) 3084

- Statins 1213 (51) 43(38)  60(31) 103 (34)

i (47)
CCB 258 1064
- () 806(19)F SO 274 5BED 8528
- Anti-arthythmics 262 (11)  519(12) 781(12) 20(18)  32(17)  52(17)
- Digoxin 321 (13) 680 (16) f 1(‘1)(5’)1 14(12)  16(8)  30(10)
- Nitrates 1208 (55) 211 (66) ‘Eég? 80 (70) 155 (81)* 235 (77)
- Anticoagulants 338 (14) 768 (18) 1 1&3? 10(9) 33(17)* 43(14)
- Potassium suppl. 353 (15) 730 (17) * 1((1)2)3 7 (6) 158)  22(7)

Results are mean + standard deviation or frequency (percent).* p<0.05, 1 p<0.01, } p<0.001. HTN: hypertension, defined as
SBP>140 and/or DBP>90 mmHg or history of hypertension, BP: blood pressure, LVEF': left ventricle ejection fraction, PWV:
pulse wave velocity, eGFR: estimated glomerular filtration rate (MDRD formula), AMI: acute myocardial infarction,
ACEI/ARB: angiotensin conversion enzyme inhibitors and/or angiotensin II receptors blockers, CCB: calcium channel
blockers. Potassium suppl.:potassium supplements.

Table 2 - Association of pulse pressure with outcomes

All-cause Cardiovascular Cardiovascular
death death/hospitalization death
Whole population
(s i) (1017/6551) (1824/6454) (876/6551)
Eplerenone 0.86 (0.76 - 0.98) *  0.87 (0.80 - 0.96) F 0.84 (0.74 - 0.96) *

Age per 5-year increment

PP per 5S-mmHg increment

1.20 (1.16 - 1.24) 1
0.96 (0.93 - 0.98) ¥

115 (1.12-1.17) &
0.97 (0.95 - 0.99) ¥

120 (1.16 - 1.24) &
0.95(0.92 - 0.97) %

MAP <90 mmHg 1.14 (1.00 - 1.30) * NS NS
Hematocrit per 5% increment NS 0.93 (0.89 - 0.98) T NS

LVEF per 2% increment 0.92(090-093)% 092(091-094)f 0.91(0.89-0.93) %
eGFR < 60 ml/min/1.73m? 1.54(1.35-176) 1  1.43(1.29-1.58)% 1.51(1.31-1.74) ¢
PWYV substudy (events/patients) (28/306) (64/306) (26/306)

Age per 5-year increment NS 1.16 (1.03-1.30) * NS

PWYV per m/s increment 1.16 (1.03-1.30) * NS 1.16 (1.03-1.31) *

LVEF per 2% increment 0.84 (0.75-0.95) %  0.87(0.81-0.94)F  0.84 (0.74-0.95) +

Results are (events/patients) and hazard ratios (95% confidence interval).* p<0.05, 1 p<0.01, } p<0.001.

Baseline covariables tested in the models were study drug, age, gender, pulse pressure, mean arterial
pressure (MAP), heart rate, left ventricle ejection fraction (LVEF), blood potasssium, estimated
glomerular fraction (eGFR, MDRD formula), angiotensin conversion enzyme inhibitors and/or
angiotensin Il receptors blockers (ACEI/ARB), beta-blockers, diuretics (loop or others), nitrates, plus
pulse wave velocity (PWV) in the PWV substudy. Only significant covariables were kept in the above
models, except hypertension and standard medical therapy
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Table 3 - Baseline factors associated with pulse pressure and pulse wave velocity

Pulse pressure (mmHg)

Pulse wave velocity (m/s)

Regression Variance Regression Variance
coefficient + explained  coefficient+  explained
SE (%) SE (%)
Whole population
SBP (per 5-mmHg increment) 2.92+0.03 § 53.8 -
Age (per 5-year increment) 0.64+0.05 % 1.2 -
Haematocrit (per 5% increment) -1.05+£0.10 0.7 -
Heart rate (per 5-bpm increment) -0.29+0.04 § 0.3 -
LVEF (per 5% increment) -0.50+0.08 & 0.2 -
Total variance explained (unadjusted) 61.0
PWYV substudy
Model with SBP
SBP (per 5S-mmHg increment) 296 +0.13 § 55.3 0.16 £0.05 2.4
Age (per 5-year increment) 0.80+0.19 1.9 0.54+0.08 13.0
Total variance explained (unadjusted) 68.2 20.1
Model with PP
PP (per 5S-mmHg increment) - 0.23+0.07 § 2.6
Age (per 5-year increment) - 0.52+0.08 § 11.2
Total variance explained (unadjusted) 20.2

SE: standard error of the estimate. Variance explained by each factor: independently from each other.

* p<0.05, # p<0.01, } p<0.001.

Baseline covariables tested in the models were age, gender, SBP, MAP, PP, heart rate, left ventricle
ejection fraction (LVEF), blood potassium, estimated glomerular fraction rate (eGFR, from MDRD
formula), angiotensin conversion enzyme inhibitors and/or angiotensin Il receptors blockers
(ACEI/ARB), beta-blockers, nitrates, diuretics (loop or others), plus pulse wave velocity (PWV) in the
substudy. Only significant covariables were kept in the above models.
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Abstract

Previous studies have shown that aldosterone, which activates the mineralocorticoid receptor
(MR), promotes thrombosis in animal models. Our objective was to determine whether MR
activation/expression in the vascular endothelium could modify thrombotic risk in vivo and to
examine thrombin generation at the surface of aortic endothelial cells (HAECs). MR was
conditionally overexpressed in vivo in the vascular endothelium in mice (MR-EC) or
stimulated with aldosterone in aortic endothelial cells (HAECs). Thrombosis after ferric
chloride injury was delayed in MR-EC mice compared to controls as well as in wild-type
FVB/NR]j mice treated with aldosterone (60 pg/kg/day for 21 days) via osmotic minipumps.
Thrombin generation in platelet-poor plasma did not differ between MR-EC and controls. In
MR-EC mice, aortic EPCR expression was increased. Aldosterone (10® M) attenuated
thrombin generation at the surface of cultured HAECs and this effect was associated with up-
regulation of expression of endothelial cell protein C receptor (EPCR), which promotes
formation of activated protein C. Blocking the MR, but not the glucocorticoid receptor,
reversed these effects. These findings reveal that MR activation acts on endothelial cells to
protect against thrombosis and demonstrate also that MR-mediated EPCR overexpression

drives this anti-thrombotic property through enhancing protein C activation.

Keywords: mineralocorticoid receptor, endothelial cells, thrombin generation, endothelial

protein C receptor, aldosterone



Introduction

Since the discovery of aldosterone by Simpson et al. (1) in 1953 the role of this
mineralocorticoid hormone was thought to be limited to salt and water homeostasis in the
kidney. The pioneering work of Brilla and Weber in the mid-1990s (2) showed a profibrotic
effect of aldosterone in the myocardium and gave new dimensions to this hormone and its
receptor, the mineralocorticoid receptor (MR). Significant progress has been made in
understanding the pathological situations in which MR antagonism is beneficial but the
underlying mechanisms remain unclear. Clinical trials have demonstrated the therapeutic
benefit of MR blockade in heart failure (3-5) and aldosterone is often considered as a
deleterious hormone in the cardiovascular system (6). In certain situations, however,
aldosterone has a paradoxical effect: in diabetic cardiomyopathy, cardiac aldosterone
synthesis is beneficial (7); in the vasculature, aldosterone increases either vasodilation (8, 9)
or vasoconstriction (10). Therefore the effect of aldosterone may be site-specific and may also
depend on the pathological context.

Aldosterone has been proposed to be a prothrombotic factor in animal models (11, 12),
through enhancement of platelet activation and impairment of fibrinolysis (13). These effects
are partially or totally prevented by MR antagonism (14, 15). In human bone marrow
endothelial cells, aldosterone upregulates the endothelial protein C receptor (EPCR) (16).
However, no direct measurements of thrombin generation have been reported in this context.
Thus, our objective was to determine the role of MR activation/expression restricted to
endothelial cells on thrombin generation.

We have therefore developed a strategy combining transgenic mice and cell-based assays to
investigate the role of endothelial MR in the putative pro/antithrombotic properties of
aldosterone. We first explored EPCR expression and arterial thrombus formation in response
to vascular injury in a transgenic mouse strain with conditional overexpression of h MR
restricted to the vascular endothelium. To get insights into the underlying mechanisms, we
then examined the in vitro procoagulant and anticoagulant properties of human aortic
endothelial cells (HAECs) in response to aldosterone. The in vivo functional consequence of
endothelial MR activation is to reduce arterial thrombus formation in mice. Aldosterone
decreased thrombin generation at the surface of HAECs via EPCR overexpression and

activated protein C (APC) activation.



Materials and methods

Cell Culture. Clonetics® HAECs from Lonza (Basel, Switzerland) were used at passages 5-7.
Cells were grown to sub-confluence in Clonetics® EGM®-2 endothelial cell growth medium-2
and incubated for 18 h in desteroided serum. Cells were then incubated for 24 h with 10°M
aldosterone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), in the presence or not of 10°M MR antagonist
RU28318 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) or glucocorticoid receptor (GR) antagonist RU486
(Mifepristone, Sigma-Aldrich).

Mouse strains. Mice with conditional overexpression of hMR in the vascular endothelium
were generated as previously described (10). Monotransgenic tetO-hMR mice and
monotransgenic transactivator VE-cadherin-tetOFF mice were mated to obtain double-
transgenic mice (MR-EC). Monotransgenic VE-Cadh-tetOFF, tetO-hMR and wild-type
FVB/NRj mice were used as controls (CT). Wild-type FVB/NRj mice (WT) were also treated
with aldosterone (60 pg/kg/day for 21 days) via osmotic minipumps. Three- to 7-month-old
male mice were used for experiments. All procedures were conducted in accordance with and
approved by the Animal Ethics Committee of the Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale and conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals, published by the National Institutes of Heath.

Endothelial cell activation markers. Circulating and cell-associated von Willebrand factor
(vWF) antigen was measured by ELISA vWF (Asserachrom®, Diagnostica Stago, Asniere-
sur-Seine, France). Each sample was assayed at two dilutions chosen in order to interpolate
results using the calibration curve obtained with the human calibrator supplied within the kit
(17).

Soluble CD146 was measured using a home-made ELISA. Costar® high binding 96-well
plates were coated overnight at 4°C with 100 puL of the anti-CD146 P1H12 clone at 1 ug/mL
in carbonate-bicarbonate buffer (0.05 M, pH 9.6). Plates were blocked overnight with 125 uLL
of PBS containing 0.5% gelatin. Samples (100 uL) were assayed at 2 dilutions (1:5 and 1:10)
in PBS containing 0.05% Tween and incubated for 2 h at room temperature. After subsequent
revelation with the anti-CD 146 2Q401 monoclonal antibody at 1 pg/mL for 1 h and
horseradish-conjugated streptavidin at 1:1000 for 15 min at room temperature, color was
developed with tetramethylbenzidine/H,O, substrate. Absorbance was measured in a

microplate reader at 450 nm.



Cell-associated and secreted EPCR from HAECs was measured by Asserachrom® sEPCR
(Diagnostica Stago). EPCR in mouse plasma and aorta was measured using a mouse SEPCR
ELISA kit (Elabscience®, Wuhan, China). Aortic extracts were prepared by 3 freeze-thaw
cycles in PBS. A total amount of 2 pug of proteins / well were analyzed in ELISA.
Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-
1) were measured by Quantikine ELISA (R&D Systems, Abingdon, UK). Tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) activity was measured by a chromogenic assay (Actichrome® TFPI,
American Diagnostica GmbH, Stamford, CT). Thrombomodulin (TM) was measured by
ELISA (USCN Life Science Inc, Wuhan, China) and ADAM metallopeptidase domain 17
(ADAM17) by ELISA (Cusabio® biotech, Wuhan, China). A total amount of 10 ug of aortic
proteins / well were analyzed for TM and ADAM17.

Thrombin generation assay. Mice were anesthetized with isoflurane. Whole blood was
collected by cardiac puncture and mixed with 10% citrate (109 mM) for calibrated automated
thrombography (CAT) experiments. Platelet-poor plasma (PPP) was prepared within 2 h
following sampling by two successive centrifugations (190g for 10 min and 1750g for 10 min
at room temperature), then supernatants were centrifuged at 13000g for 30 min to remove all
platelets and cell fragments. PPP and serum were frozen and stored at -80°C until use.

CAT was performed for mice PPP (18) without or with rabbit TM (American Diagnostica) at
60 nM, and for human PPP with washed HAEC in a microtiter plate fluorometer (Fluoroskan
Ascent, ThermoLabsystems, Helsinki, Finland) using dedicated software (Thrombinoscope
BV, Maastricht, The Netherlands) as previously reported (19, 20). Round-bottom 96-well
Greiner blue plates were used for mouse PPP and 96-well tissue culture plates for cultured
cells (MICROTEST™96) for human PPP with washed HAEC monolayers. Coagulation was
triggered by recalcification, in the presence of 6 pM recombinant human tissue factor (TF)
(Dade Behring, Marburg, Germany) for mouse PPP. Where indicated, a goat anti-human
thrombomodulin (TM) directed against the EGF1-EGF2 domains (American Diagnostica; 30
ug/mL) was added. Some experiments were performed with protein C deficient PPP in the
absence or in the presence of home-made purified protein C (17) at a final concentration of 1
U/mL. Thrombin generation curves were recorded in triplicate. The parameters calculated by
the software were the lag time, thrombin peak, time-to-peak, velocity, and endogenous

thrombin potential (ETP).



Protein C activation assay. APC generation on HAECs was measured as described
elsewhere (21). Cell monolayers were washed with 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM
CaCl2, pH 7.4, and 50 uL of protein C (65 nM) were incubated together with 50 uL of bovine
thrombin (DiaThrombin, DiaMed SA, Cressier s/Morat, Switzerland) (from 0 to 30 nM) on
the surface of HAEC at 37°C. After 1 h, thrombin was inhibited with 10 pL of 500 nM
hirudin and 100 pL of each sample was transferred to wells of 96-well Polysorp plates
containing 50 pL of S2366 substrate (0.4 mM). APC activity was determined by measuring
the rate of hydrolysis of S2366 at 405 nm. Dilution of known concentrations of purified APC

(22) (0 to 5 nM) were used for preparation of the calibration curve.

FeClz-induced arterial thrombosis. Mice were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg,
ip) and the carotid arteries were exposed using blunt dissection. An ultrasound transit-time
flow probe (0.5 PSB Nanoprobe, Transonic, Ithaca, NY) was placed on the left carotid artery
to monitor blood flow. Data were recorded, stored, and analyzed using a Data Translation
analog-to-digital converter and IOX software (EMKA Technologies, Paris, France).
Thrombus formation was induced by applying two pieces of filter paper, soaked in a 3%
aqueous FeCl; solution, to the outside of the carotid artery. After 3 min of exposure, the filter
papers were removed and the vessel was washed with physiological saline. Carotid blood
flow was monitored for 5 min before ferric chloride application to measure the basal level,
and continuously after FeCls application; flow rates were illustrated prior to (time 0) and at
the end of FeCls application. Total carotid occlusion was checked visually after each

experiment.

Isolation of RNA and gene expression. Total RNA was isolated from HAECs using the
RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, the Netherlands). First-strand cDNA was synthesised
according to the manufacturer's instructions (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA). Quantitative real-time PCR analysis was then performed with SYBR green PCR
technology (Bio-Rad, Hercules, CA) using the following conditions: 10 seconds at 95°C; 45
seconds at the annealing temperature (T,); 60 seconds at 72°C, repeated for 40 cycles. PCR
primers and T, for genes of interest are listed in Supplemental Table SI. Results from at least
three independent RT-PCR analyses were expressed relative to glyceraldehyde-3 phosphate
dehydrogenase (GAPDH) expression.



Western Blot Analysis. Protein lysates were analyzed by standard SDS-PAGE techniques as
previously described (23). Membranes were incubated with primary antibodies at 4°C
overnight according to the following conditions: EPCR (1:1000 dilution, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), TM (1:1000 dilution, Santa Cruz Biotechnology) and TFPI
(1:1000 dilution, Santa Cruz Biotechnology). Equal protein loading was ensured by probing
with 1:2000 o-tubulin antibody (Sigma-Aldrich). Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibodies specific for the host species of the primary antibodies were applied to
the membranes for 1 h at 20°C. Reactions were visualised using the ECL. Western Blot

Detection Kit (Bio-Rad). Densitometry was measured in pixel intensity by Multi Gauge V3.0.

Immunostaining. Immunostaining was performed as previously described (24). HAECs and
cryosections of mouse aortas were fixed with paraformaldehyde (4% weight/vol in Tris
buffered saline-TBS) for 10 min, blocked with 5% BSA in TBS for 30 min. HAECs were
incubated for 1 h at room temperature with an anti-EPCR antibody (1:50, mouse monoclonal,
R&D Systems) and a rabbit polyclonal antibody against TM (1:50, Santa Cruz
Biotechnology). The DyLight488-conjugated anti-mouse antibody (1:100, Abcam) and
DyLight549-conjugated anti-rabbit antibody (1:100, Abcam) were then incubated with the
cells for 1 h at room temperature. Mouse aortas were stained with a rat monoclonal antibody
against EPCR (1:100, EBioscience San Diego CA) and a mouse monoclonal antibody against
smooth muscle actin (1:400, Sigma) for 1 h at room temperature, then biotinylated-conjugated
anti-rat from goat (1:100, Santa Cruz Biotechnology) or Alexa488-conjugated anti-mouse
(1:100, Molecular Probes) secondary antibody was applied for 60 min followed by Cy3-
conjugated streptavidin (Jackson Immunoresearch) for 30 min. Nuclei were counterstained
with DAPI (Sigma). Cells and cryosections were then observed by fluorescence confocal

microscopy (LEICA TCS SP5, Wetzlar, Germany).

Statistical analysis. Results are expressed as means + SEM. Statistical analyses were

performed using the Student’s t-test for unpaired or paired data as appropriate.

Results
Aldosterone infusion and endothelial MR overexpression increases the time to vessel

occlusion after FeCl; injury



We first explored whether aldosterone produces a net prothrombotic or antithrombotic effect
by challenging the wild-type FVB/NRj mice with aldosterone for 3 weeks before assessing
thrombus formation in a thrombosis model based on external application of FeCl; to the
carotid artery. As normal vascular endothelium is known to act as an anticoagulant blood
container, an antithrombotic effect of aldosterone signaling on endothelial cells could be
hypothetized. To assess the specific role of MR in the endothelium in absence of secondary
effects related to global aldosterone challenge, we also examined whether targeted increase in
MR expression in endothelial cells only affects thrombosis in MR-EC mice. Before FeCls
application, blood flow was similar between MR-EC or aldosterone-treated WT and their
respective controls. After FeCls application, blood flow decreased more slowly in
aldosterone-treated WT and MR-EC compared with respective controls (Fig. 1A, B).
Aldosterone-treated WT and MR-EC exhibited successive increases and decreases in blood
flow, suggesting the presence of unstable clots before the establishment of a stable one.
Occlusion time was longer in aldosterone-treated WT and MR-EC (by a factor of 1.5 and 1.7
respectively) than in controls (Fig. 1C), supporting an antithrombotic effect of MR on
endothelium. In the absence of the APC pathway and endothelial cell surfaces, thrombin
generation in PPP did not differ between MR-EC and CT groups (Fig. 1D) and between
aldosterone-treated and untreated mice (not shown). The addition of soluble TM to plasma
improves the physiologic relevance of coagulation assays by allowing the protein C system to
exert its crucial role in the downregulation of thrombin formation. Added TM diminished
ETP, thrombin peak and velocity of thrombin conversion similarly in the two groups of mice
(Fig. 1D, E and Table 1), thus suggesting that the effect of MR required endothelial cellular

surfaces.

I n vivo endothelial MR overexpression increases EPCR expression in mouse aorta

To test an involvement of soluble endothelial proteins, we evaluated the effect of endothelial
MR activation on soluble markers of endothelial function. Plasma vWF was increased in MR-
EC compared to CT (Table 2). No difference between MR-EC and CT was found either for
the other soluble markers of endothelial function, sCD146 (a marker of endothelial junction),
SICAM and sVCAM (inflammatory markers), sTM and TFPI (anticoagulant molecules), or
for the soluble form of EPCR. Unlike the soluble form, membrane-bound EPCR favors
protein C activation mainly in the macrovasculature. We therefore investigated EPCR
expression in mouse aorta. EPCR protein level was increased in the aorta of MR-EC

compared to CT without changes in ADAM17 (Table 2), a metalloproteinase responsible for



EPCR ectodomain shedding. Expression of TM, the other component of the APC pathway on
the endothelial cell surface, was unchanged. Confocal microscopy revealed higher levels of
EPCR expression in endothelial cells but not in smooth muscle cells in MR-EC than in CT
(Fig. 1F). These results suggest that increase EPCR expression may be involved in the

antithrombotic effect of MR activation.

Aldosterone decreases thrombin generation on human aortic endothelial cells

To explore the effects of MR activation on thrombin generation at the surface of endothelial
cells, HAECs were stimulated for 24 h with 10® M aldosterone. Aldosterone increased vVWF
mRNA expression 1.4 fold (n = 6; P=0.04) as well as cell-associated vVWF (ng/mg: 641 + 38
versus 556 £ 25; n = 16; P=0.04) and vWF released into the cell supernatant (ng/mL: 132 + 4
versus 116 £ 9; n = 16; P=0.04). Thrombin generation was significantly reduced at the surface
of aldosterone-treated HAECs (Fig. 2A, B), with changes in all kinetic parameters: a small
but statistically significant delay of the lag time and the time-to-peak, an obvious decrease in
the peak size and a more modest reduction in the velocity of thrombin formation (Table 3).
To assess the relative involvement of the MR and the GR in these effects, HAECs were
incubated with aldosterone along with the MR antagonist RU28318 or the GR antagonist
RU486. All aldosterone effects were prevented by RU28318 but not by RU486 whereas the
antagonists added to control cells failed to modify the thrombin generation pattern (Fig. 2A,
B). These results support an MR-dependent limitation of thrombin generation and suggest that

activation of the MR on the endothelium may enhance its thromboresistance.

Impaired thrombin generation in response to MR activation is driven by EPCR
overexpression

To provide mechanistic insights into the inhibitory effects of MR activation on thrombin
generation, we examined the effects of aldosterone on the expression of EPCR, TM and TFPI
in HAECs. EPCR gene expression was increased in response to aldosterone (Fig. 3A). This
increase was specifically dependent on MR activation, because it was abrogated only by
RU28318 and not by RU486. At the protein level, both cell-associated and secreted EPCR
were significantly elevated (Fig. 3B and Supplemental Fig. I). These changes were reversed
by the MR antagonist, confirming the role of MR. By contrast, TM and TFPI gene and protein
expressions were unchanged in response to aldosterone (Fig. 3A and Supplemental Fig. ).
Confocal analysis revealed that the MR-dependent increase in EPCR was not associated with

any increase in colocalization of EPCR and TM (Fig. 3C). To evaluate a possible effect of
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cell-bound EPCR overexpression on TM-mediated protein C activation and subsequent
inhibition of thrombin generation, experiments were performed in presence of an anti-TM
antibody. Inhibition of protein C activation by the anti-TM antibody resulted in an
enhancement of both the thrombin peak and ETP, which was not impaired by aldosterone
(Fig. 3D). Similar results were obtained with protein C-deficient PPP (Fig. 3E) and
aldosterone did not modify the pattern of thrombin generation; the addition of purified protein
C to this PPP totally restored the effect of aldosterone, indicating that the ability of
aldosterone to reduce thrombin formation is mainly attributable to enhanced protein C
activation. This hypothesis was confirmed in a purified system where washed HAECs were
incubated with purified protein C and increasing concentrations of thrombin. Aldosterone
enhanced APC generation on these cells in a thrombin dose-dependent manner (Fig. 3F). This

effect was prevented by RU28318, indicating the causal role of MR.

Discussion

We show here that MR activation attenuates thrombus formation in the mouse carotid artery
and thrombin generation at the surface of human aortic endothelial cells. The mechanism
involves upregulation of EPCR gene and protein expression and thereby enhancement of

protein C activation.

Endothelial activation by aldosterone has been previously reported in HAECs: aldosterone
incubation for 1 h stimulated endothelial exocytosis of Weibel-Palade bodies, externalizing P-
selectin and releasing vWF into the culture medium (25). We confirmed this result in HAECs
after 24 h aldosterone stimulation. Our results showed that MR, as an aldosterone-activated
transcription factor, upregulates EPCR gene expression with subsequent attenuation of
thrombin generation. EPCR has long been known to play a central role in orchestrating the
functions of the protein C pathway (26, 27). EPCR downregulates blood coagulation on the
surface of large vessels by concentrating protein C on the endothelium and accelerating its
activation by the thrombin/TM complex. APC combined with cell-expressed TFPI
synergistically inhibits thrombin generation on vascular cells (28). The absence of changes in
TM and TFPI expression excludes the possibility that these two other endothelial
anticoagulant molecules are involved in downregulating thrombin generation on HAECs. We
have used HAECs as a cellular model for activation by aldosterone since the results from the

two whole animal models used were the same. Furthermore, in culture conditions the HAECs
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are stable (as measured by vWF and CD31 expression) whereas endothelial cells with

increased MR expression are not reliably stable.

Therefore, to test the impact of MR-dependent EPCR stimulation on thrombin generation in
vivo, we took advantage of the fact that MR overexpression in mouse vascular endothelium is
not accompanied by stimulation of the renin-angiotensin system. These mice exhibited a mild
increase in blood pressure (113+4 versus 125+5 mmHg) mainly due to increased sensitivity to
vasoactive agents. We cannot therefore exclude that endothelial activation in our study may
result in part from this blood pressure elevation (10). Among endothelial markers, only
plasma levels of vWF are elevated in MR-EC mice relative to control animals and we
previously reported no decrease in flow-mediated dilation. Moreover, several genes involved
in oxidative stress in this model, suggesting that endothelial activation is a direct
aldosterone/MR-mediated effect, as previously demonstrated in HAECs (25). Together, these
findings might be taken as evidence that modest endothelial activation, rather than endothelial
damage, occurs in MR-EC mice. Such endothelial activation may be driven by MR activation
with subsequent modulation of vascular gene expression (29).

MR overexpression in the vascular endothelium in vivo attenuated thrombus formation in a
mouse FeClj carotid injury model. This argues for a stimulation of the antithrombotic rather
than the prothrombotic role of the activated endothelium. The demonstration that aldosterone
reduced thrombin generation on HAECs via EPCR upregulation points to an in vivo
mechanism involving an MR-mediated increase in endothelial EPCR expression. The finding
that plasma levels of EPCR were not elevated in MR-EC mice rules out any involvement of
this soluble form in the regulation of thrombin generation and is consistent with the absence
of change in ADAM17 which is responsible for EPCR shedding (30). The increase in
membrane EPCR in MR-EC aorta supports this hypothesis. This assumption is also
corroborated by the observation that decreased thrombin generation does not occur in MR-EC
PPP, even in the presence of TM but where membrane EPCR is not operating. Although
previous findings suggested that FeCls application leads to endothelial denudation, it has been
recently demonstrated that this model does not include endothelial damage within the frame
of thrombosis (31), supporting the idea that MR activation and upregulation of EPCR
contribute to the observed phenotype in our study. This beneficial anticoagulant role of EPCR
is consistent with previous observations: (i) MR-mediated EPCR induction increased the
prolongation of coagulation time by APC (16); (ii) mice overexpressing EPCR on endothelial

cells displayed increased circulating APC levels in response to thrombin infusion and
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decreased thrombin/anti-thrombin complex formation upon challenge with FXa and
phospholipids (32); (iii) membrane EPCR ligand binding site occupancy by antibodies

promoted thrombus formation in a mouse FeCl; carotid injury model (33).

The finding that MR activation in the endothelium reduces thrombus formation in our mouse
model may appear somewhat in opposition to existing literature since deleterious effects of
MR activation on primary hemostasis, blood coagulation and fibrinolysis have been reported
to be associated with increased oxidative stress, decreased NO generation and prevented by
eplerenone administration (11-13, 34). Our interpretation is that the net effect of aldosterone
signaling on thrombosis takes into account all vascular, blood cell types and factors. Our
finding that aldosterone delayed FeCls;-induced thrombosis, as in MR-EC mice, is in favor of
an overall antithrombotic effect of aldosterone in the presence of an intact endothelium. In our
study, the fact that we administered a low level of aldosterone alone, compared with the work
of Bodary et al. which used a much higher dose, may explain the opposite finding (i.e.

accelerated thrombosis) in this last study.

However, the resulting effect of aldosterone/MR in thrombosis may be dependent on the
cellular context and the pathological setting. Indeed while aldosterone/MR is clearly
deleterious for arrhythmia, myocardial infarction and heart failure, cardiac aldosterone
prevents harmful effects of diabetes in the mouse heart by preserving capillary density (7). In
the vasculature, aldosterone may promote vasodilation in situations with low levels of
oxidative stress, while at higher levels (high salt intake, vascular injury, high oxygen tension,
inflammation) aldosterone is associated with vasoconstriction (8, 29). Discrepant results from
clinical studies show that inhibition of MR improves endothelial vasodilator dysfunction and
NO bioavailability in patients with heart failure but worsens endothelial function in type 2
diabetic patients (8). All these data suggest that vascular health status, extent, duration and the
combination of endothelial dysfunction/damage and vascular oxidative stress are critical
contributors to the net effect of MR activation on vascular function. A detrimental
prothrombotic role of MR activation in disease is attractive, based on the concept that a
stressed/damaged endothelium shifts from a quiescent healthy antithrombotic state to a pro-
vasoconstrictive, pro-inflammatory and prothrombotic phenotype in response to specific

challenges (35, 36).

The anti-thrombotic property of MR activation may have clinical implications in oral
contraceptive administration. Recently, drospirenone-containing oral contraceptives were

reported to be unexpectedly associated with an increased risk of deep vein thrombosis and
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pulmonary embolism relative to other combined oral contraceptives (37-39). Unlike the other
contraceptives, drospirenone is also a potent MR antagonist (40). Further studies are thus
required to test the effect of drospirenone on hemostatic properties in comparison to other

third generation oral contraceptives and to evaluate the implication of its MR antagonist
property.

In conclusion, our results demonstrate that MR activation in the endothelium protects against
thrombosis through interactions with the APC pathway supported by MR-mediated EPCR

overexpression. This protective effect could be lost in the presence of endothelial damage,

which is consistent with the beneficial effect of MR antagonists in cardiovascular diseases.
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Table 1. Thrombin generation parameters in mouse platelet-poor plasma

no TM

CT

n=15
ETP, nMxmin 302+11
Lag time, min 1.5+0.1
Peak, nM 86 +4

Time-to-peak, min 3.4 +0.2
Velocity, nM/min 48 +4
TMsr

MR-EC
n=10
304 £6
1.6+0.2
87+3
35+£0.1
44 +3

T™M 60 nM
CT

n=9

236 £26
22403
63+6
44+04
31+4

0.75 £0.04

MR-EC
n=9
235+ 16
21+£0.2
60 +4

42 £03
30+3
0.77 £0.05

no TM
WT
n=7
253 +8
1.6 £0.1
865
33+0.1
50+4

Aldo-WT
n=3§

255 £ 17
1.5+0.1
85+6
32+0.2
50+4

T™ 60 nM
WT

n=>5

153 +13
1.9+£0.2
33+£5
53+0.5
12+3

0.60 £0.08

Aldo-WT
n=>5

177 £32
1.8+0.2
38+8

52 £0.8
15+4
0.74 £0.10

Results are means = SEM. Thrombin generation was determined in PPP in the absence or presence of 60 nM rabbit thrombomodulin (TM). ETP

indicates the endogenous thrombin potential; TMsr, TM sensitivity ratio (ETP in the presence of TM / ETP in the absence of TM).
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Table 2. Endothelial markers in MR-EC and control mice

CT MR-EC
Plasma levels n=12 n=14
vWF, ng/mL 658 + 101 1006 £ 115 *
sCD146, OD (450nm) 0.66 £ 0.04 0.69 £0.07
sICAM-1, ng/mL 42+0.2 44+04
sVCAM-1, ng/mL 79+04 8.5+0.7
TFPI, U/mL 35+0.3 32+04
sTM, ng/mL 1.24£0.10 1.06 + 0.08
sEPCR, ng/mL 22+5 173
Aorta levels n==6 n=7
TM, ng/mL 21+0.2 23+04
EPCR, ng/mL 13.5+£04 157+£0.8 *
ADAM17, ng/mL 1.2+£0.2 1.1+£0.1

Data are means + SEM. vWEF, von Willebrand factor; ICAM-1, intercellular adhesion
molecule 1; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule 1; TFPI, tissue factor pathway
inhibitor; TM, thrombomodulin; EPCR, endothelial protein C receptor; ADAM17, ADAM
metallopeptidase domain 17; * P < 0.05 versus CT.



Table 3. Thrombin generation parameters at the surface of human aortic endothelial cells

Control Aldosterone Aldosterone + Aldosterone + Control + Control +
RU28318 RU486 RU28318 RU486
ETP, nMXxmin 785+ 17 661 £17 * 770 £ 19 688 £35 * 778 £32 763 £33
Lag time, min 10.6 £0.3 11.2+£03* 10.8£0.2 11.3+£03* 10.8 +0.4 10.6 £0.5
Peak, nM 59+£2 51+£1%* 60 +2 541 % 61+2 58+2
Time-to-peak, min 17.1 £0.3 17.9+£03 * 17.4+£0.2 18.1+0.5* 17.3+0.5 16.8 £0.6
Velocity, nM/min 9403 8.6+03% 92+05 87+03* 99+0.6 9.0+0.2

Results are means = SEM of 9 to 18 experiments. ETP indicates the endogenous thrombin potential. * P < 0.05 versus untreated cells (control).
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Figure legends

Figure 1. Determination of thrombus formation (blood flow and occlusion time), plasma
thrombin generation and membrane- bound EPCR expression in aldosterone-treated wild-
type and/or MR-EC mice. A) Tracings representing flow rate in the carotid artery after
exposure to 3% FeCl; for 3 min in one typical aldosterone-treated wild-type FVB/NRj mouse
(Aldo-WT, dark gray) and one typical untreated wild-type FVB/NRj mouse (WT, gray). Mice
were treated with aldosterone (60 pg/kg/day for 21 days) via osmotic minipumps before
assessing FeCls-induced thrombosis. B) Tracings representing flow rate in the carotid artery
after exposure to 3% FeCl; for 3 min in one typical MR-EC mouse (black) and one typical
control mouse (CT, gray) mice. C) Vascular occlusion times in Aldo-WT, WT, MR-EC and
CT mice. Results are means + SEM (n= 4-10). * P < 0.05 versus respective controls. D)
Representative thrombin generation curves in platelet poor plasma triggered with 1 pM of
tissue factor in MR-EC (black) or CT (gray) in absence (left) or in presence (right) of 60 nM
thrombomodulin (TM). E) Endogenous thrombin potential (ETP) values were significantly
lower in CT and MR-EC in presence of TM. Results are means = SEM of 9 experiments. * P
< 0.05 versus same group in the absence of TM. F) Confocal micrographs of representative
cross sections of thoracic aortas. Nuclei were visualized by DAPI staining, EPCR is identified
by red immunostaining and smooth muscle actin by green immunostaining. Scale bar = 20

pm.

Figure 2. MR mediates the aldosterone-induced decrease in thrombin formation in cultured
human aortic endothelial cells (HAECS). Pooled normal human platelet-poor plasma was
added to confluent cell monolayers incubated for 24 h with 10°M aldosterone, 10°M
aldosterone plus 10°M RU28318, 10® M aldosterone plus 10°M RU486, 10°M RU28318 or
10°M RU486 alone. Thrombin generation was triggered by recalcification with 16.7 mM
CaCl, and monitored with the calibrated automated thrombogram (CAT) assay. A)
Representative thrombin generation curves. B) Endogenous thrombin potential (ETP) values
were significantly lower in aldosterone- and aldosterone plus RU 486-treated cells than in
untreated cells. Results are means £ SEM of 9 independent experiments. * P < 0.05 versus

control.

Figure 3. MR-mediated induction of endothelial protein C receptor (EPCR) upregulates
activated protein C (APC) generation on aldoster one-treated human aortic endothelial cells
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(HAECS). Cell monolayers were stimulated for 24 h with 10®*M aldosterone, 10°M
aldosterone plus 10°M RU28318 or 10°® M aldosterone plus 10° M RU486. A) Relative fold
change in PROCR, THBD and TFPI mRNA expression. B) Protein levels of EPCR in cell
supernatants and cell-associated proteins. Results are means + SEM of 3 experiments
performed in triplicate. C) Characterization of EPCR and thrombomodulin (TM) expression
using confocal analysis. Dual immunofluorescence was performed using antibodies specific
for EPCR (green) and TM (red). Scale bar = 20 um. D) Typical thrombin generation curves
obtained in the presence of an anti-TM antibody (30 ug/mL) in platelet-poor plasma (PPP)
added to washed untreated (control) and aldosterone-treated (aldo) HAECs. Thrombin
generation was triggered by recalcification with 16.7 mM CaCl, and monitored with the
calibrated automated thrombogram assay. One representative experiment out of 3 is shown.
E) Representative tracings of 3 experiments performed with protein C-deficient PPP (def PC)
added to control and aldosterone-treated HAECsS in the presence or not of purified protein C
(PC) at a final concentration of 1 U/mL. F) PC activation at the surface of control,
aldosterone-treated or aldosterone plus RU28318-treated HAECs was evaluated with purified
PC and thrombin. APC is expressed as the ratio of values with aldosterone-treated cells to

those with control cells (means + SEM of 9 to 12 experiments). * P < 0.05 versus control.
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Figure 3
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Supplemental Table I. Primer sequences

Gene Forward primer (5’ - 3’) Reverse primer (5’ - 3’) T, (°C)
PROCR GGCAGTTTCATCATTGCTGG TTGAACGCC TCAGGTGATTC 62
THBD TAACGAAGACACAGACTGCATT CTAGCCCACGAGGTCAAGGT 60.5

TFPI ATTTCACGGTCCCTCATGGTGTCT GGCGGCATTTCCCAATGACTGAAT 62
GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 60




Supplemental Figure I
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Supplemental Figure 1. Expression of endothelial protein C receptor (EPCR),
thrombomodulin (TM) and tissue factor pathway inhibitor (TFPI) in human aortic
endothelial cells (HAECs). Western blot analysis of EPCR, TM and TFPI in human HAECs
stimulated for 24 h with 10®M aldosterone (Aldo), 10" M aldosterone plus 10° M RU28318
or 10* M aldosterone plus 10°M RU486. Values are means + SEM of 3 independent

experiments after normalization to o-tubulin. * P < 0.05 versus control.
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higher prothrombotic phenotype of the SHR vessel wall was due to the ability of SMCs to
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Introduction

It is still unclear whether hypertension causes a prothrombotic state in blood and within the
vessel wall, although compelling clinical and experimental evidence points towards an
impairment of the hemostatic balance in blood brought about by changes in individual
coagulation factors in the presence of elevated blood pressure. In support of a
hypercoagulable state, a few clinical studies have reported higher plasma levels of clotting
factor VII, fibrinogen, and fibrin D-dimer in hypertensive patients than in normotensive
subjects.' Parallel increases in antithrombin and protein C suggest rather the opposite view,
that hypertension may promote anticoagulant systems. In spontaneously hypertensive rats
(SHR), in deoxycorticosterone acetate-induced hypertensive rats and in endothelial
dysfunction-induced experimental hypertension, a hypercoagulable state was demonstrated
by elevated levels of thrombin-antithrombin (TAT) complexes, as well as D-dimers, and
supported by an increase in tissue factor® and a decrease in thrombomodulin.® Increases in
plasma levels of fibrinogen and in prothrombin (factor Il) have also been proposed in SHR to
promote coagulation despite the increase in antithrombin.® In stroke-prone SHR the reduction
of factor Xa activity and in prothrombin time may attenuate the activation of blood
coagulation.” In experimental models of hypertension the direct contribution of vascular cells
to coagulation has not been well documented. Early works focused primarily on the
increased vascular expression of tissue factor and anti-fibrinolytic molecules.*

One concern is that the function of the complex thrombin generation process is difficult to
assess from estimates of its separate contributing elements. It would be preferable to
estimate the overall activity of the haemostatic and thrombotic system and its relation with
vascular function. This can be attempted by using a global in vitro test, such as the calibrated
automated thrombogram, designed to explore the thrombin generation process under
conditions as close as possible to those in vivo. This test has been shown to indicate a
thrombotic tendency in several clinical settings®'" which appears to be an independent

predictor of acute ischemic stroke. '



The vascular wall is one of the elements that determines the thrombotic response.'® Prior
studies have shed light on the ability of vascular wall cells to support tissue factor-induced
thrombin generation.’*'® We have recently demonstrated an increase in tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) and its secretion by cultured vascular smooth muscle cells (SMCs)
in response to cyclic stress." It can be surmised that TFPI increases as vascular wall
function deteriorates in order to compensate for a putative increase in its procoagulant

potency.

The present study tests in SHR the hypothesis that changes in coagulation proteins cause an
increased thrombin generating capacity, both in the blood and within the vascular wall, since

SMC phenotypic modulation is a hallmark of hypertension.

Methods

Animals

Five week-old and 12 week-old, male SHR and Wistar rats were obtained from Charles River
(France). All of the experiments complied with the Guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals by the National Institutes of Health and all procedures were approved by
the Animal Ethics Committee of the Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale. Systolic blood pressure was measured using a tail-cuff blood pressure analyzer
(Blood Pressure Analysis System, model SC-1000; Hatteras Instruments, Cary, NC) on

conscious animals.

Aortic rings and cells

The descending thoracic aorta was excised from rats after isoflurane anesthesia (4.5% in 1.5
L/min dioxygen) and exsanguination. Two-millimeter ring segments were prepared from a
first set of 10 SHR and 10 Wistar rats and washed for 1 hour at 4°C with 20 mM HEPES, 140
mM NaCl, pH 7.35 containing 5 g/L albumin (HBS) and then used for thrombin generation

assays or phospholipid procoagulant activity. Aortic SMCs and endothelial cells (ECs) were



isolated from a second set of 8 SHR and 8 Wistar rats at each age as previously described.'®
SMCs were grown in DMEM/F12 supplemented with 10% foetal bovine serum and ECs in
Clonetics® EGM®-2 Endothelial Cell Growth Medium-2 (Lonza, Basel, Switzerland)
supplemented with 10% horse serum. For thrombin generation assays, SMCs at passages 3-
5 or ECs at passage 2 were seeded (7500 cells/well) in 96-well tissue culture flat-bottom

plates (MICROTEST™96), grown to subconfluence and washed with HBS before use.

Blood collection and plasma preparation

Rats were anesthetized with isoflurane and whole blood was collected via a carotid catheter
into syringes containing one-tenth the volume of 0.106 M sodium citrate. Blood was
centrifuged at 1949 for 10 minutes at room temperature to obtain platelet-rich plasma and
then at 17509 for 10 minutes to obtain platelet-poor plasma. Platelet-rich plasma was
adjusted to 500x10° platelets/L by addition of autologous platelet-poor plasma. Platelet-free
plasma was obtained by centrifugation of platelet-poor plasma at 13000g for 30 minutes at

4°C, and frozen at —80°C.

Hematologic analyses

Complete blood counts and hematocrit were determined with an automatic cell counter
(Micros 60 ABX model, Montpellier, France). Coagulation factor Il was measured in rat
plasma samples diluted 1:40-80 in factor diluent (Instrumentation Laboratory, Le Pré Saint
Gervais, France). For each assay 50 uL of diluted sample were added to 50 pL of human
factor Il-deficient plasma (Siemens Healthcare Diagnostics SAS, Saint-Denis, France). After
1 minute of incubation at 37°C in a KC10 coagulometer, coagulation was started by addition
of 80 uL of Thromborel® S. Calibration curves were generated using the reference plasma
Unicalibrator (Diagnostica Stago, Asnieres, France). Antithrombin levels were measured with
the Coamatic® antithrombin test kit from Chromogenix, and TAT with the Enzygnost® TAT
micro (Instumentation Laboratory). Circulating von Willebrand factor antigen was measured

by ELISA (Asserachrom®, Diagnostica Stago). Each plasma sample was assayed at two



different dilutions chosen in order to interpolate results, expressed as percentages, using the

calibration curve obtained with the human calibrator supplied within the kit.

Thrombin generation assays

Calibrated automated thrombography was performed at 37 °C in a microtiter plate
fluorometer (Fluoroskan Ascent, ThermoLabsystems, Helsinki, Finland) using a dedicated
software program (Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands) as reported
previously.'®?° Coagulation was triggered by recalcification in the presence of recombinant
human tissue factor (Dade Behring, Marburg, Germany). Round-bottom 96-well Greiner blue
plates were used for platelet-rich and platelet-free plasmas, and MICROTEST ™96 plates for
SMC or EC monolayers. For measurements in platelet-free plasma, a mixture of
phosphatidylserine, phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholine (20:20:60 mole%) at
a final concentration of 4 uM, or aortic rings, were added. Thrombin generation curves were
recorded in triplicate and the endogenous thrombin potential (ETP) was assessed as the

area under the curve.

Phospholipid Procoagulant Activity

The chromogenic assay measuring the phospholipid-related procoagulant activity (PPA) in
aortic rings was performed as described previously for plasma.?"* Rings resuspended in 50
pL of 50 mM Tris, 175 mM NaCl, pH 7.9 (TBS) containing 2 g/L bovine serum albumin (BSA)
were added to wells containing 50 pL of activated factor X (1.2 nM), activated factor V

(2.4 nM), CaCl, (15 mM) and 50 pL of bovine prothrombin (6 uM) plus S2238 substrate

(0.6 mM). The absorbance change was read at 405 nm at 37°C. For SMC and EC
monolayers, washed adherent cells were incubated with 50 uL of TBS-BSA, 50 uL of
activated factor X-activated factor V-CaCl, and 50 pL of bovine prothrombin (6 uM) plus Z-
Gly-Gly-Arg-AMC substrate (1.25 mM) in 20 mM HEPES pH 7.5 containing 60 g/L BSA. The
plate was placed in the Fluoroskan Ascent fluorometer and allowed to warm to 37°C for 5
minutes before kinetic readings were taken over 10 minutes. Phospholipid concentration was

estimated from the initial rate of thrombin formation by reference to a standard curve



constructed with a mixture of phosphatidylserine, phosphatidylethanolamine and

phosphatidylcholine (20:20:60 mole%), and expressed as phosphatidylserine equivalents.

Tissue factor and TFPI activity assays

Tissue factor and TFPI activities were measured in plasma, and in 200 uL HBS incubated for
1 hour at room temperature with aortic rings using the Actichrome® tissue factor and
Actichrome® TFPI activity assay respectively (American Diagnostica, Stamford, CT). To
measure cell surface tissue factor or TFPI activity, washed adherent SMCs or ECs were
overlaid with equivalent volumes (75 and 20 pL of HBS respectively) as those of plasma. The
reaction was stopped with 50 pL of glacial acetic acid and the absorbance was read at 405

nm.

Real-Time Quantitative RT-PCR analysis

Frozen liver sections were disrupted in liquid nitrogen until a fine powder was obtained.
Samples were homogenized with TRIzol® reagent (Invitrogen™ Life Technologies, Saint
Aubin, France) and total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). RNA integrity and concentration were assessed using a Nanodrop
(ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). First-strand cDNA was
synthesized according to the manufacturer's instructions (Fermentas, Courtaboeuf, France).
Real-time quantitative PCR was performed using the MyiQ™ Single-Color Real-Time PCR
Detection System with iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France). All experiments were performed in triplicate and differences in cDNA input were
compensated by normalization to expression of Hprt1.22* Primer sequences are listed in

Supplementary material online.

Immunohistochemistry

Please see Supplementary material online.

Annexin V/propidium iodide double staining assay

Please see Supplementary material online.



Cell proliferation assay

Please see Supplementary material online.

Statistical analysis
Results are expressed as means+tSEM. Comparisons between groups at the same age
were performed using the Wilcoxon rank test. Differences were considered statistically

significant at P <0.05.

Results

Hypertension-associated changes in hematologic parameters

The weight of SHR rats was lower at both 5 and 12 weeks of age compared with age-
matched Wistar rats. We found that arterial blood pressure was already increased in SHR
compared with Wistar at 5 weeks of age. This difference was more pronounced at 12 weeks
of age (Table 1).

Red cell count, hematocrit and hemoglobin were higher in the SHR as compared with the
Wistar rats (Table 1). At 12 weeks of age, platelet and mean platelet volume were also
higher in SHR than in Wistar rats.

Regarding plasma levels of hemostatic factors, plasma levels of prothrombin were
significantly lower while TFPI activity was higher in SHR than in Wistar rats at 5 weeks of
age. At 12 weeks of age, plasma levels of tissue factor activity and prothrombin were
significantly lower while TFPI activity was higher in SHR than in Wistar rats. Similar levels of
antithrombin and TAT were observed in the two groups of rats at each age. Livers from 12
week-old SHR showed lower levels of prothrombin (vitamin K-dependent factor) and factor V
(whose synthesis is independent of vitamin K) mRNA expression (F2/Hprtl: 1.31£0.1 versus
1.840.2, P=0.038, and F5/Hprt1: 1.8+0.2 versus 3.6+0.4, P=0.008; n=9 in each group).

To assess the degree of activation of the endothelium, we have measured plasma levels of

von Willebrand factor in both Wistar and SHR rats. We found an increase in von Willebrand



factor in 12 week-old SHR compared to age-matched Wistar. This difference was not

observed in 5 week-old rats.

In vitro thrombin generation in plasma

When the thrombin-forming capacity of blood was examined by an overall function test,
significantly lower thrombin generating capacity was observed in SHR plasma compared
with Wistar plasma at both ages. Figures 1A and 1B show typical thrombin generation
profiles in platelet-free plasma triggered with high concentrations of tissue factor. The peak
height was lower in SHR plasma. Lower levels of tissue factor-induced thrombin generation
were observed both in SHR platelet-rich and platelet-free plasmas, whatever the
concentration of tissue factor used to trigger coagulation (Figure 1C). As expected, at low
tissue factor concentrations thrombin generation was enhanced in the presence of cell
surfaces (platelets) compared with synthetic phospholipids (phosphatidylserine/
phosphatidylethanolamine/phosphatidylcholine mixture). Figure 2A shows that addition of
purified prothrombin to SHR plasma induced a concentration-dependent increase in ETP
whereas addition of prothrombin to Wistar rat platelet-free plasma resulted in a modest
increase in ETP. In addition, dilution of Wistar and SHR platelet-free plasma reduced the

differences in thrombin generation between the two strains (Figure 2B).

Aortic rings from 12 week-old SHR display higher thrombin-generating capacity than
age-matched Wistar rings

When compared with 50 pM tissue factor alone (a concentration chosen to be close to levels
of tissue factor expressed by rings), addition of aortic rings from Wistar rat or SHR to a
Wistar rat or SHR plasma pool significantly increased ETP values at 12 weeks but not at 5
weeks of age. Analysis of the kinetics of thrombin formation and inactivation revealed a
marked difference in peak height (Figure 3A and B). This procoagulant activity was greater
for SHR than for Wistar rings (Figure 3C). We also tested the effect of aortic rings of each

animal in its own plasma and found no differences between Wistar and SHR.



When compared with Wistar rings, the higher procoagulant phenotype of 12 week-old SHR
aortic rings seemed to be unrelated to the expression of tissue factor or TFPI activity since
SHR rings expressed a non-significantly lower tissue factor and a significantly higher TFPI
activity than Wistar rings. However, the exposure of negatively charged phospholipids was
about 2-fold higher on SHR than on Wistar rings (Table 2). As expected, such differences

were not observed at 5 weeks of age.

Smooth muscle cells are responsible for the procoagulant phenotype of aortic rings
When compared with ECs (CD31- and von Willebrand-positive cells), SMCs ([7-smooth
muscle actin-positive cells), whatever their origin (12 week-old SHR or Wistar), displayed a
greater ability to support thrombin generation. Figure 4A shows typical thrombin generation
curves obtained with adherent SMCs and ECs in the presence of a Wistar platelet-free
plasma pool. The times to thrombin burst and peak were significantly shortened and the
peak, velocity index and ETP values (Figure 4B) were higher for SMCs compared with ECs.
Whereas no differences were observed in the thrombin generation patterns and parameters
between SHR and Wistar ECs, a higher thrombin peak and ETP were obtained with SHR
SMCs compared with Wistar SMCs. Thrombin generation at the surface of SMCs from 5
week-old SHR and Wistar rats was similar (ETP values were 525+18 and 559420 nM.min
respectively).

For both 12 week-old SHR and Wistar rats, tissue factor activity was about 20-fold higher in
SMCs compared with ECs. SMC expression of tissue factor and of TFPI was higher in SHR
than in Wistar while no differences were observed for ECs between the two strains (Table
2). Measurement of the negatively-charged membrane phospholipids revealed higher
phosphatidylserine exposure on SHR than on Wistar SMCs. On the contrary, there was only
a slight decrease in SMC expression of tissue factor in 5 week-old SHR.

To determine whether an increase in hemodynamic forces can enhance thrombin
generation at the surface of SMCs, we have measured the procoagulant activity of SMCs

from Wistar rats subjected to cyclic stretch (1 Hz, 15% elongation). We observed a time-



dependent increase in PPA in response to 15% stretch for 6 hours (Supplementary material
online Figure S1A). We also examined the externalization of phosphatidylserine and the
permeability to propidium iodide (PI) as markers of apoptosis using flow cytometry in SMCs
from 5 and 12 week-old Wistar and SHR rats. The increase in exposure of
phosphatidylserine in response to stretch was higher in SMCs from 12 week-old SHR
compared to age-matched Wistar rats and younger rats (Supplementary material online
Figure S1B).

To illustrate the cellular effects of thrombin, we investigated the proliferation of SMCs in
response to thrombin (0.5 U/mL) in the presence or not of the PAR-1 antagonist SCH-79797
(100 nM). Thrombin-induced proliferation was higher in SMCs from SHR than in those from
Wistar rats and this difference was amplified at 12 weeks of age compared with 5 weeks of
age (Supplementary material online Figure S2). Enhancement of SMC proliferation by

thrombin was fully suppressed by the PAR-1 antagonist SCH-79797.

Discussion

This study has demonstrated lower thrombin generation in SHR plasma related to
decreased prothrombin, which contrasts with higher thrombin generation on aortic wall
conferred by procoagulant activities of SMCs from 12 week-old SHR. Our findings have also
evidenced that established hypertension is required to induce increased thrombin
generation within the vessel wall and subsequent SMC phenotypic changes.
Hypercoagulability in plasma can be investigated either by plasma markers of in vivo
activation of coagulation or by the reactivity of the clotting system. The latter was assessed
by the amount of thrombin that can be formed in vitro in response to a defined stimulus,
while the former reflects thrombin generation in vivo and depends on both that reactivity and
intermittent triggers of various intensities. This is the reason why measurement of thrombin
generation in vitro may prove to be more reliable than in vivo markers. Whereas TAT levels
were found previously to be elevated in SHR® but not in stroke-prone SHR’ compared with

Wistar-Kyoto plasma, in the present study TAT levels were not statistically higher in SHR
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compared to Wistar. These data are consistent with hyporeactivity of the clotting system in
SHR as shown by thrombography taking into account changes in both procoagulant and
anticoagulant properties, thus representing a relevant picture of the overall hemostatic
function.

The hypocoagulable phenotype in SHR plasma was unlikely to be influenced by platelets
since similar results were obtained in platelet-rich and platelet-free plasmas. Our
experimental conditions, i.e. centrifugation of platelet-poor plasma at 13000g, allowed
removal of most of the circulating cell-derived microparticles. Thus our finding of lower
thrombin generation in SHR plasma is due to plasma coagulation factors. Similar differences
in ETP values between SHR and Wistar at low tissue factor concentrations, presumably
close to the physiological range, and at very high tissue factor concentrations preclude a
prominent role of tissue factor and TFPI in the lower thrombin generation in SHR plasma.
Prothrombin, antithrombin and free TFPI have been identified as major determinants of ETP
values.?®>?® The lower level of prothrombin in SHR compared with Wistar rats may have
contributed to ETP changes. Indeed, the marked increase in ETP induced by addition of
extra (purified) prothrombin to SHR further supports the role of prothrombin concentration as
the limiting factor in this strain. Dilution of platelet-free plasma in the thrombin generation
assay decreases the anticoagulant role of antithrombin. Under these conditions, the assay is
less sensitive to the concentration of prothrombin. The finding that dilution of Wistar and SHR
platelet-free plasma reduced the differences in thrombin generation between the two strains
is in favour of a predominant contribution of prothrombin to the lower thrombin generation in
SHR platelet-free plasma. It is unlikely that low plasma concentrations of prothrombin were
due to consumptive blood coagulation since TAT levels were not elevated. Rather, our
finding that hepatic mRNA expression of prothrombin was lower in SHR than in Wistar
strongly suggests impairment in prothrombin synthesis. The parallel lower level of hepatic F5
mRNA in SHR rules out a functional vitamin K deficiency. Similar plasma levels of
antithrombin suggest the absence of established liver failure. In addition, we did not detect

any ventricular hypertrophy in 12 week-old SHR compared with Wistar rats, thus ruling out
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the hypothesis of early liver function impairment in relation with cardiac hypertrophy.
However, the increase in hypertension-induced arterial stiffness in 12 week-old SHR may
favour the onset of ventricular hypertrophy.?” Finally low levels of prothrombin already
present at 5 weeks of age in SHR argue for a genetic determinant, despite the absence of
any previous reports in the literature.

Our observation of a higher level of TFPI secreted by aortic rings from adult SHR compared
to rings from Wistar rats leads us to consider that vascular cells are involved in the
hyporeactivity of the clotting system in SHR plasma. Human SMCs and ECs synthesize

constitutively equivalent levels of TFPI.?®

To further evaluate this specific contribution of the
vessel wall to plasma thrombin generation, aortic rings from SHR or Wistar were added to
the same pool of plasma. Contrary to our expectations, we found that addition of 12 week-old
SHR aortic rings to a Wistar or SHR plasma pool conferred a hypercoagulable state
compared to Wistar rings. The increase in von Willebrand factor in 12 week-old SHR
compared to age-matched Wistar suggests that aortic rings of SHR may present activated
endothelium and thereby may contribute to this hypercoagulable state via contact of blood
coagulation factors with SMCs.?® Such a phenotype appears to be related to established
hypertension since it was not observed at 5 weeks of age. When the aortic ring of each
animal was added to its own plasma the lack of difference between Wistar and SHR
indicated that the intrinsic procoagulant effect of SHR rings neutralizes the lower thrombin-
generating capacity of plasma alone. In this context, we would not expect a difference in the
incidence of thrombosis in Wistar and SHR but an exacerbation of the cellular effects of
thrombin. Indeed, the increase in thrombin generation within the vessel wall may modulate
several well-known vascular processes involved in hypertension, such as regulation of
vascular tone and proliferation of SMCs, leading to increased pulse pressure and arterial

stiffening.?*3° (

The greater effect of thrombin on SMC proliferation in 5 week-old and 12
week-old SHR and its inhibition by SCH-79797 argues for predominant cellular effects of

thrombin via a PAR-1-dependent mechanism in hypertension.
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Our data demonstrate that ETP values in plasma were higher when adherent SHR rather
than Wistar SMCs were used as cellular surfaces whereas no difference existed for ECs,
suggesting a major contribution of SMCs in the coagulation phenotype of the arterial tissue.
In addition we found that SMCs support higher thrombin generation than ECs as reported
previously.™

The role of cells in coagulation is primarily to provide a negatively-charged phospholipid
surface for the assembly of all of the steps of the coagulation cascade. Exposure of

phosphatidylserine on the outer leaflet of platelets®' and vascular cells'*"®

regulated by a flip-
flop mechanism has been emphasized to account for the procoagulant nature of cells. Our
findings showing increased amounts of PPA in aortic rings and SMCs from SHR provide a
rationale to explain increased thrombin generation in SHR related to higher SMC negatively
charged phospholipids. The mechanisms for the increased levels of PPA in SMCs from adult
SHR may be related to the hypertension-induced elevation of intracellular calcium®
promoting the flip-flop process® and the structural reorganisation of cellular membranes in
SHR. The greater increase in exposure of phosphatidylserines in response to stretch in
SMCs from 12 week-old SHR compared to age-matched Wistar rats supports the hypothesis
that elevated thrombin production in aortic rings of SHR is the consequence of higher
procoagulant activity of SMCs in hypertensive animals.

Thrombin generation is initiated by tissue factor and the aortic layer represents a source of
increased tissue factor in hypertension.* Compared with Wistar rats, we observed in SHR
higher levels of tissue factor associated with SMCs. The high level of tissue factor activity on
adherent cultured SMCs contrasts with the low level of TFPI activity. It is unlikely that TFPI
plays a major down-regulating role in thrombin generation on SMCs in either strains since
TFPI is known to dampen the burst of thrombin in response to a small procoagulant
stimulus®*. There is increasing evidence that specific binding proteins on membranes
regulate the formation of coagulation complexes by localizing coagulation factors to cell
surfaces.®' Increased integrin 1,15 expression in the vessel wall of SHR has been reported

previously®. We can anticipate a synergistic effect between anionic phospholipid
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membranes, tissue factor and integrin (1,13 on thrombin generation in the SHR vascular wall
since this integrin is the receptor for prothrombin in SMCs®.

While thrombogenesis in hypertension has been shown to be mediated by endothelial
dysfunction and platelet activation, increased thrombin generation has also been reported
as a potential mechanism. The results of this study indicate that in SHR thrombin generation
may also be increased by vascular SMCs even when thrombin generation in plasma is not
increased. Increased thrombin generation due to SMCs may also have cellular effects within
the vessel wall, in particular mitogenic effects on SMCs and ECs. The potential benefit of
direct thrombin inhibitors should be investigated both on hemostatic balance and on the

cellular phenotypic modulation in hypertension and thrombotic related diseases.
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Figure legends

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Thrombin generation in plasma. Representative thrombin generation curves (A
and B) and endogenous thrombin potential (ETP) values (C) in platelet-rich
plasma adjusted to 500 x 10° platelets/L or in platelet-free plasma + 4 uM
phosphatidylserine/phosphatidylethanolamine/phosphatidylcholine vesicles.
Coagulation was triggered with either low (0.5 pM) or high (50 pM)
concentrations of tissue factor. Results are means+SEM of 8 to 13 different
plasmas tested in triplicate; * P<0.05 vs Wistar; T P<0.05 vs platelet-rich

plasma with the same tissue factor concentration.

Dependence of thrombin generation on prothrombin levels. (A) Purified bovine
prothrombin was added to SHR or Wistar platelet-free plasma (PFP) and
thrombin generation was triggered by 0.5 pM of tissue factor in the presence
of 4 uM phosphatidylserine/phosphatidylethanolamine/phosphatidylcholine
vesicles as the phospholipid surface. Results (means+SEM of 5 experiments)
are expressed as ratios of values obtained with each PFP alone. * P<0.05 vs a
ratio value of 1. (B) Effect of plasma dilution on the ETP ratio between Wistar
and SHR PFP. Results are means+SEM of 5 experiments. * P<0.05 vs the

ratio obtained with undiluted PFP.

Thrombin generation in the presence of aortic rings. Representative thrombin
generation curves (A and B) and endogenous thrombin potential (ETP) values
(C) in a Wistar platelet-free plasma (PFP) pool triggered with 50 pM tissue
factor (PFP+TF) or with 2 mm rings from SHR or Wistar thoracic aortae.
Results are means+SEM of 8 experiments with rings from different rats; *

P<0.05 vs Wistar; + P<0.05 vs PFP+TF.
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Figure 4.

Thrombin generation at the surfaces of SHR or Wistar aortic smooth muscle
cells (SMCs) and endothelial cells (ECs). Representative thrombin generation
curves (A) and endogenous thrombin potential (ETP) values (B) in a Wistar
platelet-free plasma pool added to washed SMC or EC monolayers from 12
week-old rats. Results are means+SEM of 12 experiments; * P<0.05 vs

Wistar.
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Table 1. Hematologic analysis

5 week-old rats

12 week-old rats

Wistar SHR Wistar SHR
Weight (g) 14142 9415 * 34918 27314 *
Conscious SBP (mmHg) 13112 15649 * 143+2 18914 *
Blood cell count
Red blood cells (x10'/L) 4.76+0.06 5.21+0.08 * 6.02+0.16  7.34x0.03 *
White blood cells (x10%/L) 2.940.4 3.440.2 3.240.3 3.140.1
Platelets (x10%/L) 569+27 531+18 429421 527+14 *
Hematocrit (%) 29.1+0.3 31.0+0.5* 32.240.9 36.6+0.3 *
Hemoglobin (g/dL) 9.740.2 10.240.1 * 11.6+0.3 12.840.1 *
Mean platelet volume (fL) 6.2+0.2 6.4+0.2 6.610.1 7.910.2"*
Plasma levels of hemostatic factors
Tissue factor (pmoles/L) 11.9+1.3 9.741.2 3.710.8 1.2+0.3 *
TFPI (U/mL) 6.410.5 9.5+0.8 * 4.5+0.4 6.910.2 *
Prothrombin (%) 60+2 53+1 * 8314 58+4 *
Antithrombin (%) 12445 11845 10717 100+4
von Willebrand factor (%) 4343 45+3 34+2 50+1 *
TAT complexes (ng/mL) 6+1 2049 55+13 49+10

SBP, systolic blood pressure; TFPI, tissue factor pathway inhibitor; TAT, thrombin-

antithrombin

Values are means + SEM of 10 rats. * P <0.05 vs Wistar at the same age.
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Table 2. Vascular levels of hemostatic factors

5 week-old rats

12 week-old rats

Wistar SHR Wistar SHR
Aortic rings
Tissue factor (pmoles/L) 2313 18+2 9318 7619
TFPI (U/mL) 0.107+0.003  0.101+0.006 0.10+0.01 0.14+0.01 *
PPA (nM eq PS/ g of ring) 1.59+0.05 1.58+0.05 1.86£0.17 3.44+0.38 *
Aortic smooth muscle cells
Tissue factor (pmoles/L) 6.410.2 49+0.2* 2942 372 *
TFPI (U/mL) 0.012+0.001  0.012+0.001 0.009+0.002 0.038+0.004*
PPA (nM eq PS/ mL) 418+20 433+15 450+13 725+13 *
Aortic endothelial cells
Tissue factor (pmoles/L) ND ND 1.5+0.2 1.840.5
TFPI U/mL) ND ND 0.020+0.002  0.020+0.001

TFPI, tissue factor pathway inhibitor; PPA, phospholipid procoagulant activity; PS,

phosphatidylserine

Values are means £ SEM of 10 rats. * P <0.05 vs Wistar at the same age.
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Figure 2
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Figure 4
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Expanded Materials and Methods

Real-Time Quantitative RT-PCR analysis

The primer sequences, designed using Primer3 software (http://biotools.umassmed.edu/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi), were as follows:

F2: 5>-TGAAGACCCCTACAACCAG-3’ and 3’-TCCACCTTTTCAGACGAAC-5’

F5: 5°-GAGAATCCCGATGAGGTGAA-3’ and 3’-GTGCCTCCTCCCATAGATGA-5’
Hprtl: 5~ AGATCCACAACGGATACATT-3" and 3’-CCCTCAAGATTGTCAGCAA-5’

Immunohistochemistry

Smooth muscle cells (SMCs) and endothelial cells (ECs) were grown in Lab-Teks (Nunc
A/S, Roskilde, Denmark), then rinsed with phosphate buffered saline (PBS), fixed, and
permeabilized with cold methanol for 10 minutes. Cells were incubated with primary and
secondary antibodies in BSA/PBS 1% for 1 hour. SMCs were labelled by a-smooth muscle
actin (clone 1A4, Sigma, St. Louis, MO, USA), ECs were stained by CD31 (rabbit
polyclonal, Abcam, Cambridge, UK) and von Willebrand factor (rabbit polyclonal Abcam).
Cell-bound primary antibodies were detected using the biotinylated antibody-streptavidin-
peroxidase detection system (Dako, Glostrup, Denmark). Bound peroxidase was identified
using the Novared detection system (Vector Laboratories Ltd, Peterborough, UK).

Annexin V/propidium iodide double staining assay

Apoptosis was examined by a double staining method using the fluorescein-isothiocyanate
(FITC)-labelled annexin V/propidium iodide (PI) apoptosis detection kit (Beckman)
according to the manufacturer's instructions. Briefly, trypsinized SMCs were washed twice
with PBS, and stained with FITC-conjugated annexin V and PI dyes. The externalization of
phosphatidylserine (PS) and the permeability to PI were evaluated by flow cytometry on a
Gallios flow-cytometer (Beckman Coulter). Data from 10,000 events per sample were
collected. Cells in early stages of apoptosis were positively stained with annexin V, whereas
cells in late apoptosis or necrosis were positively stained with both annexin V and PI.

Cell proliferation assay

SMCs were seeded at a density of 10* cells/well in 24-well plates. At 60-80% confluence,
cells were washed with PBS and then starved for 24 h in DMEM/F12 without serum.
Medium was then replaced with fresh serum-free DMEM/F12 containing 0.5 U/mL bovine
thrombin (Synapse B.V., Maastricht, The Netherlands), with or without the protease-
activated receptor 1-selective antagonist SCH-79797 for 24 h. Cells were counted after
trypsinization in a Scepter™. 2.0 Handheld Automated Cell Counter (Millipore).



105 - E Annexin V-/PI-
2400 - —23 AnnexinV +/PI -
* — s Annexin V + /Pl +
7 2200 - " & 100
c * * e i
K] 2 »i"" & l’
S 000 - * * E
— ,,' 95 4
q?.,-moo . * é ]
» é Y
o 1600 - K c 90 -
E l’ E
£ 1400 - / )
< S 85
& 1200 ] i &
1000 1— : : . T : T 80 -
0 5 10 15 30 60 360 L P éi‘f é:V
Stretch time ( min) = 7
15% stretch

Figure S1. Effect of hemodynamic forces on the externalization of phosphatidylserine (PS)
and apoptosis of SMCs. (A) SMCs from 12 week-old Wistar rats subjected to cyclic stretch
for the indicated time period were harvested and adjusted to 3x10° cells/mL in the assay
buffer for phospholipid procoagulant activity (PPA) measurement. Results are means+SEM of
3 experiments performed in triplicate. * P<0.05 versus unstretched cells using a paired
Student’s t test. (B) FACS analysis by double staining with annexin V and propidium iodide
(PI) of unstretched and stretched rat SMCs from 5 week-old Wistar rats and SHR (W5 et S5
respectively) and 12 week-old Wistar rats and SHR (W12 et S12 respectively). Results are
means=SEM of 3 experiments. A significant increase in exposure of PS assessed by annexin
V staining was found in SMCs from 12 week-old SHR rats compared to age-matched Wistar
rats.
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Figure S2. Effect of thrombin and of the protease-activated receptor 1-selective antagonist,
SCH-79797, on SMC proliferation. SMCs were cultured in media without serum for 1 day
before stimulation for 24 h with 0.5 U/mL bovine thrombin in the absence or presence of 0.1
uM SCH-79797. Results (means+=SEM of 5 experiments) are expressed as ratios of the
number of cells obtained in unstimulated wells (media alone). * P<0.05 versus SMCs from
Wistar rats at the same age; T P<0.05 vs media alone.
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Abstract. Cardiovascular disease (CVD) is one of the main causes of mortality in the world representing around 30% of all
deaths. It constitutes also an important factor in morbidity and incapacity. There are several related CVD risk factors such as
hypertension, metabolic syndrome (MetS) and hypercoagulability. The exact mechanisms that underlie the relation between
those factors and CVD are not sufficiently known yet; pathogenic explanations are lacking also for the mechanisms relating
metabolic factors to insulin resistance (IR) and the association with the development of atherosclerosis and thrombosis. The
possible links between hypertension, hemostasis alterations and MetS are examined in this report.

Keywords: Hypertension, hypercoagulability, metabolic syndrome, animal model

1. Introduction

There is increasing evidence for an association between atherothrombosis and the MetS, a cluster of
risk factors for cardiovascular disease [1]. One of the most widely used definitions of the MetS is based
on the presence of at least three of the 5 following conditions [2]: abdominal obesity (waist circumfer-
ence: men, >40 inches; women, >35 inches), hypertriglyceridaemia (> 150 mg/dl), low levels of HDL
(high density lipoprotein) cholesterol (c-HDL) (<40 mg/dl), arterial hypertension (>130/85 mmHg),
and hyperglycaemia (>100 mg/dl). Besides these conditions, the MetS is frequently accompanied by
a prothrombotic state. This includes elevated plasma levels of PAI-1, thrombin activatable fibrinolysis
inhibitor, von Willebrand factor, coagulation factors VIII, VII, XIII and fibrinogen, tissue factor (TF),
increased release of endothelial cell microparticles and decreased protein C levels. Furthermore, pa-
tients with the MetS exhibit endothelial dysfunction (mainly decreased production of nitric oxide and
prostacyclin) and heightened platelet reactivity [3]. Hypertension has been shown to be one of the most
prominent features of the MetS present in up to 85% of patients. The establishment of hypertension as a
component of the MetS has enabled better insight into the condition and allowed for its early detection
and treatment. This review focuses specifically on the link between hypertension, hemostasis and MetS.
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Vandoeuvre-les-Nancy, France. Tel.: +33 3 83683631; Fax: +33 3 83683639; E-mail: huguette.louis @inserm.fr.
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2. Hypertension and the metabolic syndrome

Akintunde et al. [4] reported that MetS is present in at least one third of newly diagnosed, non-diabetic,
hypertensive subjects. A higher prevalence of the MetS has been described in uncontrolled hypertensives
as compared to subjects with blood pressure (BP) under control [5]. In contrast, strict control of BP re-
duces substantially the risk of coronary events in patients with MetS [6]. In a study of Taiwanese Type 2
diabetic patients, hypertension was shown to be the most important component of MetS in association
with ischemic heart disease compared to other risk factors, such as dyslipidaemia, obesity and microal-
buminuria [7]. Furthermore, MetS is increasingly recognized as an important cardiovascular risk factor
in hypertension, the presence of MetS seems to aggravate the severity of hypertension and to reduce the
capacity of people to respond to specific treatments [8]. Hypertriglyceridaemia and low levels of high
density lipoprotein (HDL) cholesterol are likely to be associated with this poor response to antihyper-
tensive treatment in hypertensive patients with MetS [9].

Transgenic skinny mice and obese KKAy mice are both hyperleptinaemic and hypertensive due to
chronic elevations in leptin resulting in enhanced sympathetic activity, which contributes to hypertension
[10]. However, not all individuals with MetS have hypertension. Genetically obese leptin-deficient ob/ob
mice (Lep°h/°b) are described as hypotensive [11]. However, results of Silvani et al. [12] suggest that,
in the absence of leptin, obesity may entail hypertensive derangements of BP, which are substantially
modulated by cardiovascular effects of the sleep-wake cycle. Moreover, leptin receptor-deficient db/db

mice (LepR%/?) are reported to be both hypotensive and hypertensive as measured by telemetry in each
of the two studies [13,14].

Despite a close association between MetS components and high BP, understanding of individual con-
tributions of some of the MetS components to the increment in BP is still complex. As one of the main
causes of the MetS visceral obesity induces development of hypertension via production of various
adipocytokines, such as leptin, TNF-a, IL-6 (Inter Leukin 6), angiotensinogen, and non-esterified fatty
acids (NEFA) [15]. IR as another important pathophysiological feature of the MetS is related to an in-
creased anti-natriuretic effect contributing to the development of hypertension in the MetS [16]. In IR
individuals, high serum insulin levels are associated with increased levels of circulating endothelin-1
(ET-1) [17]. In another separate experiment, insulin infusion induced an increase in arterial ET-1 con-
tent, hypertension and subsequent plasma ET-1 elevation in rats [18]. Further studies showed that ET-1
receptor antagonism effectively reduced BP in animal models of IR and hypertension [19]. Furukawa
et al. [20] reported that increased oxidative stress in accumulated fat is an early instigator of MetS.
In MetS rats fed a high-fat and refined-carbohydrate diet, hypertension has been associated with en-
dothelial dysfunction and oxidative stress by depressing Nitric Oxide Sythase (NOS) protein expression
[21]. Moreover, a variety of studies have reported activation of the Renin—-Angiotensin—Aldosterone
System (RAAS) in obesity related hypertension [22]. Accumulating data indicate that Angiotensin II
(Angll), which was known initially as a key factor involved in increasing central PP and aortic stiffness
[23], inhibits the action of insulin via AnglI type | (AT1) receptors in vascular muscle by interfering
with insulin signaling through PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) and PKB (Protein Kinase B) signal-
ing pathways [24]. AnglI receptor blockers (ARBs) with the ability to selectively modulate activity of
peroxisome proliferator-activated receptor-7y (PPAR-7), can increase adiponectin, decrease body weight
and improve insulin sensitivity in patients with hypertension and the MetS [25,26]. Furthermore, in-
teresting evidence supports the existence of a local and specific adipocyte RAAS [27] which has the
capacity to impact the systemic RAAS and thus disturb BP. Indeed, adipose tissue expresses all the
constituents of the RAAS needed for the production of Angll, including angiotensinogen (AGT) [28]
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which contributes to approximately 30% of the systemic AGT levels in rodents, angiotensin-converting-
enzyme (ACE) [29], a renin-like activity [30] and the AngIl type 1 and 2 receptors (AT1R and AT2R)
[31]. These components exert local effects by regulating adipose tissue growth and systemic effects by
inducing production of high levels of circulating aldosterone which promotes development of impaired
insulin metabolic signaling and endothelial function, which in turn contributes to hypertension (Fig. 1)
and associated cardiovascular and renal structural and functional abnormalities [32]. Thus, briefly, vis-
ceral obesity, IR, oxidative stress, endothelial dysfunction, activated RAAS and increased inflammatory
mediators might be the main factors in the development of hypertension in the MetS.

3. Hemostasis and metabolic syndrome

It is well established that adipose tissue plays the role of an endocrine organ which releases fac-
tors known as adipokines. Studies have suggested that adipokines such as leptin, adiponectin or ghrelin
might contribute directly to the coexistence of IR and endothelial dysfunction [33] as described above.
Adiponectin diminishes also platelet aggregation, epinephrine-, ADP- (Adenosine Di-Phosphate) or
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collagen-induced, and dose-dependently decreases soluble CD40L (Cluster of Differentiation 40 Lig-
and) release of a pro-inflammatory mediator of atherothrombosis [34,35]. Serum leptin concentrations
are correlated with the homeostatic index of IR which reflects the degree of IR [36]. Adiponectin, which
is inversely correlated with abdominal fat, has very favorable cardiovascular effects [34,37]. Tumour
necrosis factor (TNF-a)-induced Nuclear factor £ B (NF-xB) p65 subunit, a major regulator of TF ex-
pression in endothelial cells or monocytes [38,39], is inhibited by adiponectin, which enhances tissue
factor pathway inhibitor (TFPI) expression and activity [40]. Ghrelin, the gut hormone, predominantly
produced by the stomach is related to adipokine with respect to its food intake and energy metabolism
functions. Ghrelin, through its anti-oxidative and anti-inflammatory effects, could protect against hepa-
totoxic agents such as carbon tetrachloride and restore activated partial thromboplastin time or fibrinogen
plasma levels [41].

The prothrombotic state found in MetS is linked to hypercoagulability [42,43]. The TF-Vlla complex
catalyzes the conversion of factor X to Xa which, along with factor Va, leads to the conversion of pro-
thrombin to thrombin. Amplification loops of the coagulation cascade comprise activation of essential
cofactors V and VIII by thrombin. Increased plasma levels of any of those factors leads to a hypercoag-
ulable state. Chronic inflammation induced by obesity is associated with increased TF [39] through the
NF-+B pathway [44]. In the presence of MetS increased levels of factor VII and von Willebrand factor
[45], which carries factor VIII [46] are found. Very low-density lipoproteins (VLDL) that are increased
in MetS support activation of factor VII by the Xa/Va complex [47]. On the other hand HDL, which are
decreased in MetS, enhance the protein C pathway, the principal inducible anticoagulant pathway [48].

Hypofibrinolysis, shown by increased clot lysis times [43], is one of the best-documented parts of
MetS-induced abnormalities. The physiological role of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) is to
inhibit plasminogen activators such as tissue plasminogen-activator (t-PA) and to control the rate of fibrin
degradation produced after thrombin generation. Plasma PAI-1 concentration is increased in subjects
with MetS [49,50]. Increased cardiovascular risk [51] and free fatty acids (FFAs) catalyze the induction
of PAI-1 gene expression and PAI-1 protein expression [52]. Chronic inflammation, abdominal obesity,
IR, all increase PAI-1 production [49,53] and result in attenuated plasminogen conversion leading to a
hypofibrinolytic state [54,55].

The same factors that modifies endothelial function or clotting in MetS have been shown to impair
also platelet function. Dyslipidaemia contributes to increased platelet activation [56], triglycerides in-
crease platelet aggregability and the incidence of venous thromboembolism; these effects are reversed
by HDL cholesterol [S7]. Under physiological conditions, insulin decreases platelets responses to ADP
and thrombin [58,59]. Insulin resistant subjects have been linked to reduced platelet sensitivity to in-
sulin related to loss of insulin-mediated suppression of ADP-induced P2y12 signaling [60]. Elevated
FFA concentrations and hypertriglyceridaemia exert a proaggregating effect in vitro [61]. FFA levels
are correlated with CD36 (Cluster of differentiation 36) mRNA expression [62] and the CD36 ligand
facilitates the supply of FFAs for platelet thromboxane production which stimulates collagen-induced
platelet aggregation [63].

Microparticles (MPs) must now be added to the MetS equation. MPs are fragments released from
stimulated or apoptotic cells after plasma membrane remodeling. MPs are increased in MetS and could
bind cells via specific receptors and induce cellular activation with the liberation of TF, cytokines [64]
and increased endothelial dysfunction [65]. TF could be exposed at MP surfaces and is a major factor
for MP thrombogenicity [66]. It has been reported that MPs are associated with CD36 which is found
to be increased in obese and diabetic patients [67] and could participate in impaired platelet function.
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MP release is associated with inflammation and by transporting molecules such as TF or CD36 could
participate in the increased coagulation and thrombogenicity found in MetS.

4. Animal models

There are many, different, naturally occurring and gene-targeted mutations in rodents that lead to
obesity and other metabolic defects associated with human MetS. Care should be taken when choosing
an animal model for MetS studies, taking into account the diet used, as well as the degree to which they
develop obesity, hyperlipidaemia, IR and hypertension. Although there is no perfect animal model of the
human disease, each of the animal models described have specific attributes that make them useful for
studying both the mechanisms of development and the link between hypertension, hemostasis and MetS
(Table 1).

5. Rat models

Obese Zucker rats are the best known and most widely used animal model of genetic obesity. These
animals present a mutation (fa) in the leptin receptor [68]. The fa/fa Zucker rats become noticeably obese
between the third and the fifth week of the life. Obese Zucker rats present increased plasma glucose lev-
els with an initial IR, followed by an insulin-deficient state associated with a body-weight plateau. This
strain presents dysplipidemia and hyperinsulinaemia which is detectable at 3 weeks of age and persists
throughout the animal’s life. These disorders, which are all major specifications of the metabolic syn-
drome, should have contributed to arterial hypertension, as observed in humans. The increase in arterial
BP in these animals may be explained, at least in part, by endothelial dysfunction observed in some
studies on older obese Zucker rats [69]. However, it was shown that, during development, sympathova-
gal modulation could play a major role in the lack of increase in arterial stiffness in obese Zucker rats,
despite their IR, obesity, diabetes and dysplipidemia [70]. Indeed, alteration in sympathovagal balance
could lead to a reduction in heart rate that in turn, could decrease arterial stiffness in obese Zucker rats.

Spontaneous hypertensive-stroke prone fatty rats were derived by replacing the fa locus of chromo-
some 5 of SHR-SP from Zucker fatty (fa/fa) rats [71]. SHR-SP fatty are unique in that they develop
severe hypertension and present a good model of the IR syndrome [72]. SHR-SP fatty rats are charac-
terised by the spontaneous development of fibrotic cardiac atria and ventricles, reduced heart rate and
ventricular diastolic dysfunction, obesity, hyperleptinaemia and several metabolic disorders [73]. The
SBP of these rats was significantly decreased compared with their lean controls, SHRSP/Izm rats. Then,
the reduction of SBP in SHR-SP fatty rats may be related to the mutation of the leptin receptor gene.
Plasma leptin levels are increased in this strain compared with their lean hypertensive controls [71].
Elsewhere it has been documented that leptin resistance induces hyperinsulinaemia and IR in humans
and animals [74]. The SHR-SP fatty rats may develop IR because of failure to respond to leptin due to a
mutation of the leptin receptor gene.

SHR-SP, are known for their severity of lesions and high rate of stroke onset. The main lesions in
SHR-SP were fibrinoid necrosis and fibrocellular proliferative lesions. These lesions were accompanied
by endothelial injury and macrophage accumulation [75] suggesting that blood coagulation would be
activated in SHR-SP because of the deteriorated endothelial anti-coagulant function and the expres-
sion of TF by activated endothelial cells and/or macrophages. However, hemorrhagic lesions rather
than thrombotic lesions were easily found in the affected organs of SHR-SP. In addition, low levels
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of Thrombin—Antithrombin III complex (TAT) and fibrin/fibrinogen degeneration products (FDP) are
found in SHR-SP compared with their normotensive, Wistar Kyoto rat controls, indicating that thrombin
production was maintained at a low level in the plasma [76]. Thus, the SHR-SP rats fall into a hypoco-
agulable state which is quite different from the results of studies on haemostatic parameters in human
hypertensives.

Obese spontaneously hypertensive rats, usually named Koletsky, have monogenetic obesity superim-
posed on a hypertensive genetic background [77]. This strain was derived by mating a spontaneously
hypertensive (SHR) female rats of the Wistar Kyoto strain with normotensive Sprague—Dawley males
[78]. This model presents obesity, hypertension, hyperinsulinaemia, hyperlipidaemia and nephropathy
superimposed on the background of SHR [78,79]

Spontaneously hypertensive and hyperlipidaemic rats (SHHR) are a combination of the hypertension
and hyperlipidaemia model which is the result of mating of SHR and spontaneously hyperlipidaemia
rats (HLR) [80]. SHHR rats exhibit hypertension which may be related to elevated sympathetic nervous
system tone that has been proposed as the cause of hypertension in SHR [81]. Otherwise, lesions in
the endothelium and lipid deposition under the endothelium are observed in the aorta of 24 month old
female SHHR, despite a normal diet. In parallel, increases in plasma levels of fibrinogen, TAT and a2-PI
(a2-Plasmin Inhibitor) are observed in this strain [42] and suggest an hypercoagulative state.

6. Mouse models

Leptin-deficient mice (Lep®/°®) which cannot produce leptin due to an inactivating mutation in the
leptin gene, arose from a spontaneous mutation at the Jackson Laboratory [82]. The genetic background
is an extremely important consideration for the use of Lep®®°® mice in studying the MetS. These mice
are visually obese by 4 weeks of age, and their growth curves do not plateau even at 12 months of age.
Leptin deficiency results in hyperphagia, reduced energy expenditure and extreme obesity. In addition,
this strain presents mild hyperglycaemia that is apparent transiently from 8 to 12 weeks of age. At this
point, pancreatic (3-cell compensation occurs and increased insulin levels bring glucose homeostasis un-
der control [83]. In addition, these mice express increased HDL levels with a catabolic pathway which is
down-regulated in this strain and suggest that HDL apolipoprotein turnover may be regulated by obesity
and leptin signalling [84,85]. In salt-sensitive hypertension, these obese mice express renal injury due
to their obesity that induces renal oxidative stress [86]. Studies on BP in Lep"b/ °® mice have yielded
contrasting results, evidence of hypotension [87], no significant differences in BP [88] or hypertension
limited to the light period [89] compared with their lean controls. However, because of their obesity,
Lep"b/ °® mice have shown hypertensive derangements of BP that appear to be modulated by cardiovas-
cular effects of the sleep-wake cycle [12]. Otherwise, studies on vascular injury have shown that leptin-
deficient and leptin receptor-deficient mice thromboses less than their controls. Leptin administration
increased occlusion in these two mutant mice [90].

Leptin receptor-deficient mice (Ledeb/db) do not have leptin receptors. As with Lep mice, the
obese and insulin-resistant phenotype of LepR%/® mice depends upon their genetic background. The
metabolic profiles of LepR¥/® and Lep°® mice are nearly identical. Both models are obese, hyper-
insulinaemic, hyperglycaemic (depending on the age and strain), have elevated total cholesterol levels
[83] and less thrombosis following onset of vascular injury. The primary difference between the two

models is that the LepR%/® mice have dramatic elevations in circulating leptin concentrations that are

ob/ob
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proportional to their degree of adiposity, whereas the Lep""/"b mice do not have circulating leptin [90,
91]. Bodary et al. [13] have reported reduced arterial pressure in LepRé/® compared with wild-type
mice with leptin. However, studies have demonstrated that db/db mice are hypertensive with a disrupted
BP, heart rate, and locomotor activity circadian rhythms [14].

Ldlr-/-Lep® °b/Apob48-/-Lep°b/ ob mice were derived by crossing of Lep/©® with Ldlr-/- and Lepeb/ob
with Apob48-/-, respectively [92]. These two mice models present phenotypes of the MetS combining
obesity, hyperglycaemia, hyperinsulinaemia, hyperlipidaemia, and hypertension. The two lines have dif-
ferent lipid profiles and thus can be used for different purposes. Interestingly, Apob48—/-Lep°*’/ > mice
are diabetic by 9—10 weeks whereas Ldlr-/- Lep°b/ °b mice are not. This may be because of their respective
genotypes.

The New Zealand obese (NZO) mouse model exhibits a polygenic obesity associated with hyperinsuli-
naemia and hyperglycaemia. It has been shown that this strain presents additional features of the MetS,
elevated BP, serum cholesterol and serum triglyceride levels [93]. In addition, studies have shown that
these mice exhibit endothelial dysfunction attributed to eNOS uncoupling and increased reactive oxygen
species (ROS) production [94]. Indeed, this strain presents traits of the human MetS and is therefore an
ideal model for the study of the pathophysiology of a MetS, and for the identification of the responsible
genes.

7. Links between hypertension and hypercoagulability in the metabolic syndrome

Hypertension is one of the factors which cause the most damage in the vascular wall and its main
complications (stroke and myocardial infarction) are paradoxically thrombotic rather than haemorrhagic.
Early in 1995, Miller et al. [95] had already demonstrated that hypertensive patients exhibited a relatively
hypercoagulative state because of enhanced TF expression. TF plays a significant role in both thrombus
formation and in the progression of atherosclerosis in patients with MetS [96]. Recent studies have
shown that up-regulation of monocyte TF activity is significantly associated with carotid intima-media
thickness in MetS patients, characterized by higher BP and procoagulant activity compared with control
subjects [38]. The vascular wall as a natural anticoagulant blood container requires the maintenance
of a certain level of various procoagulant or anticoagulant components. The balance between TF and
TFPI acts as an important regulator of blood coagulation activity. Regnault et al. [97] reported that in
postmenopausal women, in which an increase in arterial stiffness is associated with both changes in
vascular wall status and the presence of a hypercoagulative state, free TFPI increased as the vascular
wall function deteriorated and pulse pressure (PP) increased. Furthermore, their findings are supported
by an increase of TFPI synthesized by VSMCs (Vascular Smooth Muscle Cells) in response to cyclic
stress in vitro.

A number of studies have shown that rheological, haemostatic, endothelial and platelet abnormal-
ities play a key role in the thrombotic complications of hypertension. Ajayi et al. [98] reported that
fatty Zucker diabetic rats exhibited a more severe hypertension than their lean controls; moreover, as
compared with the female rats, the male group presented a greater prothrombotic activity and a worse
impairment of endothelial reactivity. In spontaneously hypertensive and hyperlipidaemic rats (SHHR),
hypertension and its related-hyperlipidaemia caused vascular damage that lead to a hypercoagulative
state, due to increased plasma levels of fibrinogen [42,99]. The hypercoagulative state in hypertension
may further contribute to the increased risk and severity of target organ damage [100]. Anand et al. [101]



X. Mao et al. / Hypertension, hypercoagulability and the metabolic syndrome 43

showed that individuals with the MetS suffer an excess of CVD explained by an excess of atheroscle-
rosis and impaired fibrinolysis. Nevertheless, the relation between hypertension and hypercoagulability
is still controversial. For example, Abumiya et al. [76] reported that the stroke-prone spontaneously hy-
pertensive rat (SHR-SP) gets into a hypocoagulable state rather than a hypercoagulative state, and that
the reduction of factor Xa activity in SHR-SP may be related to the elevation of C1 inhibitor activ-
ity. Thus, the links between increased artery pressure and hypercoagulability still remain to be investi-
gated.

The precise mechanisms that drive the hypercoagulable state associated with hypertension may be
still uncertain, but the RAAS seems to be a good possibility. A significant relation between plasma
renin activity (PRA) and plasma aldosterone with markers of activated coagulation and decreased fibri-
nolytic activity was demonstrated in patients with essential hypertension [100]. AnglI accelerates arterial
thrombosis in renovascular hypertensive rats via its AT1 receptor, probably due to fibrinolysis inhibition
[102]. The formation of the t-PA and PAI-1 complex reduces fibrinolytic activity through inhibition of
plasminogen activation. Moreover, the levels of PAI-1 and t-PA were positively related to systolic and
diastolic blood pressures (SBP and DBP) in a large cohort (>2500 person) of essentially healthy middle-
aged men and woman [50]. Since both of t-PA and PAI-1 are synthesized in the vascular endothelium,
endothelium dysfunction induces an imbalance in fibrinolysis [103]. Hypertensive patients with MetS
have higher levels of free PAI-1 and t-PA antigen, which will increase the risk of CVD [100]. Angll
has been shown to oppose the effect of NO, stimulate the production of adhesion factors, PAI-1 and
decrease the level of t-PA, promoting thus the risk of thrombosis. Moreover, Angll and aldosterone
interact synergistically to increase PAI-1 production in humans, and only dual AT1 and aldosterone re-
ceptor antagonism can prevent the effect of activation of the RAAS on circulating PAI-1 antigen [104].
In therapy-resistant hypertensive patients, the AT1 receptor blocker (AT1RB) eprosartan, inhibited fib-
rinolytic function as reflected by decreased PAI-1 antigen, PAI-1 activity and t-PA antigen [105]. Addi-
tionally, agonistic AT1 receptor auto-antibodies (AT1-AA) and Angll can cause monocytes to produce
TF, and both of them induced significantly higher expression of TF in monocytes from hypertensive
patients compared to control subjects [106].

8. Conclusion

Hypertension and hypercoagulability are strongly correlated in most cases of MetS probably due to
an activated RAAS system coupled with a vascular damage, endothelial dysfunction, an excess of pro-
coagulant factors and relative fibrinolysis inhibition (Fig. 2).

We have described the case in human with the problem of interconnectability between the cardiovas-
cular events and obesity diabetes as well as the thrombotic condition. But it is difficult to find an ideal
animal model (as we have shown) that covers all the conditions.

It would appear then that research will continue for some time using these animal models to inves-
tigate aspects of the global problem. Future treatments will have to take into account this complexity
trying to unravel in humans why so many symptoms are associated with obesity diabetes and cardiovas-
cular pathology. Not to forget to mention that the current association of these systems with the state of
coagulation is also a risk factor in cardiovascular disease.
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Fig. 2. Involvement of hypertension, hypercoagulability and metabolic syndrome in cardiovascular disease. CVD: cardio-
vascular disease; RAAS: renin angiotensin aldosterone system. (Colors are visible in the online version of the article;
http://dx.doi.org/10.3233/BME-2012-0688.)

References

L1]
(2]
(31

(8]
(9]

[10]

(1]
(12]

[13]

I. Palomo. R. Moore-Carrasco, M. Alarcon, A. Rojas, F. Espana, V. Andres and H. Gonzalez-Navarro, Pathophysiology
of the proatherothrombotic state in the metabolic syndrome, Front. Biosci. (Schol. Ed.) 2 (2010), 194-208.

NCEP. Third report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) expert panel on detection, evaluation, and
treatment of high blood cholesterol in adults (Adult Treatment Panel I1I) final report, Circulation 106 (2002). 3143-3421.
M. Franchini, G. Targher, M. Montagnana and G. Lippi, The metabolic syndrome and the risk of arterial and venous
thrombosis, Thromb. Res. 122 (2008), 727-735.

A.A. Akintunde, O.E. Ayodele, P.O. Akinwusi and G.O. Opadijo, Metabolic syndrome: comparison of occurrence using
three definitions in hypertensive patients, Clin. Med. Res. 9 (2010), 26-31.

E. Bog-Hansen, U. Lindblad, B. Gullberg, A. Melander and L. Rastam, Metabolic disorders associated with uncontrolled
hypertension, Diabetes Obes. Metab. 5 (2003), 379-387.

N.D. Wong, J.R. Pio, S.S. Franklin, G.J. L'Italien, T.V. Kamath and G.R. Williams, Preventing coronary events by optimal
control of blood pressure and lipids in patients with the metabolic syndrome, Am. J. Cardiol. 91 (2003). 1421-1426.
C.H. Tseng. C.K. Chong, C.P. Tseng, W.Y. Shau and T.Y. Tai, Hypertension is the most important component of metabolic
syndrome in the association with ischemic heart disease in Taiwanese type 2 diabetic patients, Circ. J. 72 (2008). 1419~
1424.

R. Rossi, A. Nuzzo, G. Origliani and M.G. Modena, Metabolic syndrome affects cardiovascular risk profile and response
to treatment in hypertensive postmenopausal women, Hypertension 52 (2008), 865-872.

W. Zidek. L. Naditch-Brule, S. Perlini, C. Farsang and S.E. Kjeldsen, Blood pressure control and components of the
metabolic syndrome: the GOOD survey, Cardiovasc. Diabetol. 8 (2009), 51.

M. Aizawa-Abe, Y. Ogawa, H. Masuzaki, K. Ebihara, N. Satoh, H. Iwai. N. Matsuoka, T. Hayashi, K. Hosoda, G. Inoue,
Y. Yoshimasa and K. Nakao, Pathophysiological role of leptin in obesity-related hypertension, J. Clin. Invest. 105 (2000),
1243-1252.

A.L. Mark. R.A. Shaffer, M.L. Correia, D.A. Morgan, C.D. Sigmund and W.G. Haynes, Contrasting blood pressure effects
of obesity in leptin-deficient ob/ob mice and agouti yellow obese mice, J. Hypertens. 17 (1999), 1949-1953.

A. Silvani, S. Bastianini, C. Berteotti, C. Franzini, P Lenzi, V. Lo Martire and G. Zoccoli, Sleep modulates hypertension
in leptin-deficient obese mice, Hypertension 53 (2009). 251-255.

P.F. Bodary, Y. Shen, M. Ohman, K.L. Bahrou, F.B. Vargas, S.S. Cudney, K.J. Wickenheiser, M.G. Myers Ir. and D.T. Eitz-
man, Leptin regulates neointima formation after arterial injury through mechanisms independent of blood pressure and
the leptin receptor/STAT3 signaling pathways involved in energy balance. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 27 (2007),
70-76.



[14]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]

[20]

X. Mao et al. / Hypertension, hypercoagulability and the metabolic syndrome 45

W. Su, Z. Guo, D.C. Randall, L. Cassis, D.R. Brown and M.C. Gong, Hypertension and disrupted blood pressure circadian
rhythm in type 2 diabetic db/db mice, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 295 (2008), H1634-H1641.

H. Katagiri, T. Yamada and Y. Oka, Adiposity and cardiovascular disorders: disturbance of the regulatory system consist-
ing of humoral and neuronal signals, Circ. Res. 101 (2007), 27-39.

L.A. Sechi, Mechanisms of insulin resistance in rat models of hypertension and their relationships with salt sensitivity,
J. Hypertens. 17 (1999), 1229-1237.

P.A. Sarafidis and G.L. Bakris, Review: insulin and endothelin: an interplay contributing to hypertension development?,
J. Clin. Endocrinol. Metab. 92 (2007), 379-385.

C.C. Juan, Y.W. Shen, Y. Chien, Y.J. Lin, S.F. Chang and L.T. Ho, Insulin infusion induces endothelin-1-dependent
hypertension in rats, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 287 (2004), E948-E954.

S. DeLoach, Y. Huan, C. Daskalakis and B. Falkner, Endothelin-1 response to glucose and insulin among African Ameri-
cans, J. Am. Soc. Hypertens. 4 (2010), 227-235.

S. Furukawa, T. Fujita, M. Shimabukuro, M. Iwaki, Y. Yamada, Y. Nakajima, O. Nakayama, M. Makishima, M. Matsuda
and I. Shimomura, Increased oxidative stress in obesity and its impact on metabolic syndrome, J. Clin. Invest. 114 (2004),
1752-1761.

C.K. Roberts, R.J. Barnard, R.K. Sindhu, M. Jurczak, A. Ehdaie and N.D. Vaziri, A high-fat, refined-carbohydrate diet in-
duces endothelial dysfunction and oxidant/antioxidant imbalance and depresses NOS protein expression, J. Appl. Physiol.
98 (2005), 203-210.

J.E. Hall, Pathophysiology of obesity hypertension, Curr. Hypertens. Rep. 2 (2000), 139-147.

P. Lacolley, M.E. Safar, V. Regnault and E.D. Frohlich, Angiotensin II, mechanotransduction, and pulsatile arterial hemo-
dynamics in hypertension, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 297 (2009), H1567-H1575.

J.R. Sowers, Insulin resistance and hypertension, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 286 (2004), H1597-H1602.

M. Pravenec and T.W. Kurtz, Molecular genetics of experimental hypertension and the metabolic syndrome: from gene
pathways to new therapies, Hypertension 49 (2007), 941-952.

S. Makita, A. Abiko, Y. Naganuma, Y. Moriai and M. Nakamura, Effects of telmisartan on adiponectin levels and body
weight in hypertensive patients with glucose intolerance, Metabolism 57 (2008), 1473-1478.

S. Engeli, R. Negrel and A.M. Sharma, Physiology and pathophysiology of the adipose tissue renin-angiotensin system.
Hypertension 35 (2000), 1270-1277.

L.A. Cassis, J. Saye and M.J. Peach, Location and regulation of rat angiotensinogen messenger RNA, Hypertension 11
(1988), 591-596.

P. Schling, H. Mallow, A. Trindl and G. Loffler, Evidence for a local renin angiotensin system in primary cultured human
preadipocytes, Int. J. Obes. Relat. Metab. Disord. 23 (1999), 336-341.

U. Shenoy and L. Cassis, Characterization of renin activity in brown adipose tissue, Am. J. Physiol. 272 (1997), C989—
C999.

L.A. Cassis, M.J. Fettinger, A.L. Roe, U.R. Shenoy and G. Howard, Characterization and regulation of angiotensin Il
receptors in rat adipose tissue. Angiotensin receptors in adipose tissue, Adv. Exp. Med. Biol. 396 (1996), 39-47.

A. Whaley-Connell, M.S. Johnson and J.R. Sowers, Aldosterone: role in the cardiometabolic syndrome and resistant
hypertension, Prog. Cardiovasc. Dis. 52 (2010), 401-409.

A.E. Schutte, H.W. Huisman, R. Schutte, J.M. van Rooyen, L. Malan, C.M. Fourie and N.T. Malan, Adipokines and
cardiometabolic function: how are they interlinked?, Regul. Pept. 164 (2010), 133-138.

H. Kato, H. Kashiwagi, M. Shiraga, S. Tadokoro, T. Kamae, H. Ujiie, S. Honda, S. Miyata, Y. Ijiri, J. Yamamoto,
N. Maeda, T. Funahashi, Y. Kurata, I. Shimomura, Y. Tomiyama and Y. Kanakura, Adiponectin acts as an endogenous
antithrombotic factor, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 26 (2006), 224-230.

P. Restituto, I. Colina, J.J. Varo and N. Varo, Adiponectin diminishes platelet aggregation and sCD40L release. Potential
role in the metabolic syndrome, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 298 (2011), E1072-E1077.

R. Lichnovska, S. Gwozdziewiczova, R. Chlup and J. Hrebicek, Serum leptin in the development of insulin resistance and
other disorders in the metabolic syndrome, Biomed. Pap. Med. Fac. Univ. Palacky Olomouc. Czech Repub. 149 (2005),
119-126.

S. Stork, M.L. Bots, P. Angerer, C. von Schacky, D.E. Grobbee, C.E. Angermann and J. Seufert, Low levels of adiponectin
predict worsening of arterial morphology and function, Atherosclerosis 194 (2007), e147-e153.

A. Nakagomi, M. Sasaki, Y. Ishikawa, T. Shibui, M. Kosugi, Y. Endoh, M. Morikawa, Y. Kusama, H. Atarashi and
K. Mizuno, Upregulation of monocyte tissue factor activity is significantly associated with carotid intima-media thickness
in patients with metabolic syndrome, J. Atheroscler. Thromb. 18 (2011), 475-486.

F. Samad, M. Pandey and D.J. Loskutoff, Regulation of tissue factor gene expression in obesity, Blood 98 (2001), 3353~
3358.

Y.J. Chen, L.Q. Zhang, G.P. Wang, H. Zeng, B. Lu, X.L. Shen, Z.P. Jiang and F.P. Chen, Adiponectin inhibits tissue factor
expression and enhances tissue factor pathway inhibitor expression in human endothelial cells, Thromb. Haemost. 100
(2008), 291-300.



46

[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]

(471
(48]

[49]

[50]

[51]

[52]

(53]
[54]
[55]
[56]
[57]

[58]
[59]

(60]
[61]

[62]

[63]
[64]

[65]

[66]

[67]

X. Mao et al. / Hypertension, hypercoagulability and the metabolic syndrome

O.E. Arici and N. Cetin, Protective role of ghrelin against carbon tetrachloride (CCl)-induced coagulation disturbances in
rats, Regul. Pept. 166 (2011), 139-142.

H. Amagasa, M. Okazaki, S. Iwai. T. Kumai, S. Kobayashi and K. Oguchi, Enhancement of the coagulation system in
spontaneously hypertensive and hyperlipidemic rats, J. Atheroscler. Thromb. 12 (2005). 191-198.

A.M. Carter, C.M. Cymbalista, T.D. Spector and P.J. Grant, Heritability of clot formation, morphology, and lysis: the
EuroCLOT study, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 27 (2007), 2783-2789.

G.E. Sonnenberg, G.R. Krakower and A.H. Kissebah, A novel pathway 1o the manifestations of metabolic syndrome.
Obes. Res. 12 (2004), 180-186.

H.S. Lim. G.Y. Lip and A.D. Blann, Plasma von Willebrand factor and the development of the metabolic syndrome in
patients with hypertension, J. Clin. Endocrinol. Metab. 89 (2004), 5377-5781.

A.J. Lansbury, P.J. Grant and A.J. Catto. Atherothrombotic risk factors in subjects with a family history of stroke, Cere-
brovasc. Dis. 14 (2002), 153-160.

P.J. Grant, Diabetes mellitus as a prothrombotic condition, J. Intern. Med. 262 (2007), 157-172.

C. Mineo, H. Deguchi, J.H. Griffin and P.W. Shaul, Endothelial and antithrombotic actions of HDL, Circ. Res. 98 (2006),
1352-1364.

A. Pandolfi, D. Cetrullo, R. Polishuck, M.M. Alberta, A. Calafiore, G. Pellegrini, E. Vitacolonna, F. Capani and A. Consoli,
Plasminogen activator inhibitor type | is increased in the arterial wall of type 11 diabetic subjects, Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 21 (2001), 1378-1382.

KA. Poli. G.H. Tofler, M.G. Larson, J.C. Evans, P.A. Sutherland, I. Lipinska, M.A. Mittleman, J.E. Muller,
R.B. D’Agostino. P.W. Wilson and D. Levy, Association of blood pressure with fibrinolytic potential in the Framing-
ham offspring population, Circulation 101 (2000), 264-269.

T. Hoekstra, J.M. Geleijnse, E.G. Schouten and C. Kluft, Plasminogen activator inhibitor-type 1: its plasma determinants
and relation with cardiovascular risk. Thromb. Haemost. 91 (2004), 861-872.

C. Banfi, L. Mussoni, P. Rise, M.G. Cattaneo, L. Vicentini, F. Battaini, C. Galli and E. Tremoli, Very low density
lipoprotein-mediated signal transduction and plasminogen activator inhibitor type 1 in cultured HepG2 cells, Circ. Res.
85 (1999), 208-217.

E Samad. M. Pandey, P.A. Bell and D.J. Loskutoff, Insulin continues L0 induce plasminogen activator inhibitor | gene
expression in insulin-resistant mice and adipocytes, Mol. Med. 6 (2000), 680-692.

M.C. Alessi and 1. Juhan-Vague, PAI-1 and the metabolic syndrome: links. causes, and consequences, Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 26 (2006), 2200-2207.

A. Suehiro, 1. Wakabayashi, K. Uchida, T. Yamashita and J. Yamamoto, Impaired spontaneous thrombolytic activity
measured by global thrombosis test in males with metabolic syndrome, Thromb. Res. 129(4) (2012), 499-501.

M. Kjalke. A. Silveira, A. Hamsten, U. Hedner and M. Ezban. Plasma lipoproteins enhance tissue factor-independent
factor VII activation, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 20 (2000), 1835-1841.

C.J. Doggen, R.N. Lemaitre. N.L. Smith, S.R. Heckbert and B.M. Psaty, HMG CoA reductase inhibitors and the risk of
venous thrombosis among postmenopausal women, J. Thromb. Haemost. 2 (2004), 700-701.

A.D. Baron, Vascular reactivity, Am. J. Cardiol. 84 (1999), 25J-27J.

H.O. Steinberg, G. Brechtel, A. Johnson, N. Fineberg and A.D. Baron, Insulin-mediated skeletal muscle vasodilation is
nitric oxide dependent. A novel action of insulin to increase nitric oxide release, J. Clin. Invest. 94 (1994), 1172-1179.
LA. Ferreira, A.l. Mocking, M.A. Feijge, G. Gorter, T.W. van Haeften, J.W. Heemskerk and J.W. Akkerman, Platelet
inhibition by insulin is absent in type 2 diabetes mellitus. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 26 (2006), 417-422.

N.A. Englyst, J.M. Taube, T.J. Aitman, T.P. Baglin and C.D. Byrne, A novel role for CD36 in VLDL-enhanced platelet
activation, Diabetes 52 (2003), 1248-1255.

K. Gertow, K.H. Pietilainen, H. Yki-Jarvinen, J. Kaprio, A. Rissanen, P. Eriksson. A. Hamsten and R.M. Fisher, Expres-
sion of fatty-acid-handling proteins in human adipose tissue in relation (o obesity and insulin resistance, Diabetologia 47
(2004), 1118-1125.

G.E. Jarvis, B.T. Atkinson, D.C. Snell and S.P. Watson, Distinct roles of GPVI and integrin alpha(2)beta(l) in platelet
shape change and aggregation induced by different collagens, Br. J. Pharmacol. 137 (2002), 107-117.

M. Mesri and D.C. Altieri, Leukocyte microparticles stimulate endothelial cell cytokine release and tissue factor induction
in a JNK 1 signaling pathway, J. Biol. Chem. 274 (1999), 23111-231 18.

A. Agouni, A.H. Lagrue-Lak-Hal, P.H. Ducluzeau, H.A. Mostefai, C. Draunet-Busson, G. Leftheriotis, C. Heymes,
M.C. Martinez and R. Andriantsitohaina, Endothelial dysfunction caused by circulating microparticles from patients with
metabolic syndrome, Am. J. Pathol. 173 (2008), 1210-1219.

0. Morel, E. Toti, B. Hugel, B. Bakouboula, L. Camoin-Jau, F. Dignat-George and J.M. Freyssinet, Procoagulant mi-
croparticles: disrupting the vascular homeostasis equation?, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 26 (2006), 2594-2604.
M.J. Alkhatatbeh, N.M. Mhaidat, A.K. Enjeti, L.F. Lincz and R.F. Thorne, The putative diabetic plasma marker, soluble
CD36. is non-cleaved. non-soluble and entirely associated with microparticles. J. Thromb. Haemost. 9 (2011), 844-851.




(68]
[69]
[70]
[71]

[72]

(73]

[74]
[75]
[76]

(771

(78]
(791
[80]
[81]
[82]
[83]
[84]

(85]

(86]

[87]
[88]
(89]
(90]
(911

(92]

(93]

X. Mao et al. / Hypertension, hypercoagulability and the metabolic syndrome 47

M.S. Phillips, Q. Liu, H.A. Hammond, V. Dugan, P.J. Hey, C.J. Caskey and J.F. Hess, Leptin receptor missense mutation
in the fatty Zucker rat, Nat. Genet. 13 (1996), 18-19.

R. Subramanian and K.M. MacLeod, Age-dependent changes in blood pressure and arterial reactivity in obese Zucker
rats, Eur. J. Pharmacol. 477 (2003), 143-152.

E. Cosson, P. Valensi, D. Laude, D. Mesangeau and H. Dabire, Arterial stiffness and the autonomic nervous system during
the development of Zucker diabetic fatty rats, Diabetes Metab. 35 (2009), 364-370.

J. Hiraoka-Yamamoto, Y. Nara, N. Yasui, Y. Onobayashi, S. Tsuchikura and K. lkeda, Establishment of a new animal
model of metabolic syndrome: SHRSP fatty (fa/fa) rats, Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 31 (2004), 107-109.

M. Collison, A.M. Glazier, D. Graham, J.J. Morton, M.H. Dominiczak, T.J. Aitman, J.M. Connell, G.W. Gould and
A.F. Dominiczak, Cd36 and molecular mechanisms of insulin resistance in the stroke-prone spontaneously hypertensive
rat, Diabetes 49 (2000), 2222-2226.

Y. Tada, S. Kagota, M. Matsumoto, Y. Naito, H. Shibata, N. Nejime, T. Tsujino, M. Koshiba, T. Masuyama and K. Shi-
nozuka, Characterization of cardiac size and function in SHRSP.Z-Lepr(fa)/lzmDmcr rats, a new animal model of
metabolic syndrome, Biol. Pharm. Bull. 33 (2010), 1971-1976.

Y. Anini and P.L. Brubaker, Role of leptin in the regulation of glucagon-like peptide-1 secretion, Diabetes 52 (2003),
252-259.

T. Abumiya, J. Masuda, J. Kawai, T. Suzuki and J. Ogata, Heterogeneity in the appearance and distribution of macrophage
subsets and their possible involvement in hypertensive vascular lesions in rats, Lab. Invest. 75 (1996), 125-136.

T. Abumiya, T. Sakata, K. Enjyoji, H. Kato, J. Kawai, T. Suzuki, J. Masuda, T. Sasaguri and J. Ogata, Does hypertension
confer a hypercoagulable state in stroke-prone spontaneously hypertensive rats?, J. Hypertens. 18 (2000), 901-909.

T. Ishizuka, P. Ernsberger, S. Liu, D. Bedol, T.M. Lehman, R.J. Koletsky and J.E. Friedman, Phenotypic consequences of
a nonsense mutation in the leptin receptor gene (fak) in obese spontaneously hypertensive Koletsky rats (SHROB), J. Nutr:
128 (1998), 2299-2306.

S. Koletsky, Pathologic findings and laboratory data in a new strain of obese hypertensive rats, Am. J. Pathol. 80 (1975).
129-142.

P. Ernsberger, R.J. Koletsky, D.D. Kline, D.M. Bedol and J.E. Friedman, The SHROB model of syndrome X: effects of
excess dietary sucrose, Ann. N. Y. Acad. Sci. 892 (1999), 315-318.

T. Kumai, S. Oonuma, Y. Kitaoka, M. Tadokoro and S. Kobayashi, Biochemical and morphological characterization of
spontaneously hypertensive hyperlipidaemic rats, Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 30 (2003), 537-544.

K. Okamoto, S. Nosaka, Y. Yamori and M. Matsumoto, Participation of neural factor in the pathogenesis of hypertension
in the spontaneously hypertensive rat, Jpn. Heart J. 8 (1967), 168—180.

Y. Zhang, R. Proenca, M. Maffei, M. Barone, L. Leopold and J.M. Friedman, Positional cloning of the mouse obese gene
and its human homologue, Nature 372 (1994), 425-432.

A.J. Kennedy, K.L. Ellacott, V.L. King and A.H. Hasty, Mouse models of the metabolic syndrome, Dis. Models Mech. 3
(2010), 156-166.

H. Hyogo, S. Roy and D.E. Cohen, Restoration of gallstone susceptibility by leptin in C57BL/6J ob/ob mice, J. Lipid Res.
44 (2003), 1232-1240.

D.L. Silver, X.C. Jiang and A.R. Tall, Increased high density lipoprotein (HDL), defective hepatic catabolism of ApoA-I
and ApoA-I1, and decreased ApoA-1 mRNA in ob/ob mice. Possible role of leptin in stimulation of HDL turnover, J. Biol.
Chem. 274 (1999), 4140-4146.

J.E. Quigley, A.A. Elmarakby, S.F. Knight, M.M. Manhiani, D.W. Stepp, J.J. Olearzcyk and J.D. Imig, Obesity induced
renal oxidative stress contributes to renal injury in salt-sensitive hypertension, Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 36 (2009),
724-728.

C. Christoffersen, E. Bollano, M.L. Lindegaard, E.D. Bartels, J.P. Goetze, C.B. Andersen and L.B. Nielsen, Cardiac lipid
accumulation associated with diastolic dysfunction in obese mice, Endocrinology 144 (2003), 3483-3490.

F. Dong, X. Zhang, X. Yang, L.B. Esberg, H. Yang, Z. Zhang, B. Culver and J. Ren, Impaired cardiac contractile function
in ventricular myocytes from leptin-deficient ob/ob obese mice, J. Endocrinol. 188 (2006), 25-36.

S.J. Swoap, Altered leptin signaling is sufficient, but not required, for hypotension associated with caloric restriction, Am.
J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 281 (2001), H2473-H2479.

P.F. Bodary, R.J. Westrick, K.J. Wickenheiser, Y. Shen and D.T. Eitzman, Effect of leptin on arterial thrombosis following
vascular injury in mice, JAMA 287 (2002), 1706-1709.

PF. Bodary, S. Gu, Y. Shen, A.H. Hasty, J.M. Buckler and D.T. Eitzman, Recombinant leptin promotes atherosclerosis
and thrombosis in apolipoprotein E-deficient mice, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 25 (2005), e119-122.

D.J. Lloyd, J. McCormick, J. Helmering, K.W. Kim, M. Wang, P. Fordstrom, S.A. Kaufman, R.A. Lindberg and M.M. Ve-
niant, Generation and characterization of two novel mouse models exhibiting the phenotypes of the metabolic syndrome:
Apob48-/-Lepob/ob mice devoid of ApoE or Ldlr, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 294 (2008), E496-ES05.

J.R. Ortlepp, R. Kluge, K. Giesen, L. Plum, P. Radke, P. Hanrath and H.G. Joost, A metabolic syndrome of hypertension,
hyperinsulinaemia and hypercholesterolaemia in the New Zealand obese mouse, Eur: J. Clin.. Invest. 30 (2000), 195-202.



48 X. Mao et al. / Hypertension, hypercoagulability and the metabolic syndrome

[94] C.Marchesi, T. Ebrahimian, O. Angulo, P. Paradis and E.L. Schiffrin, Endothelial nitric oxide synthase uncoupling and

perivascular adipose oxidative stress and inflammation contribute L0 vascular dysfunction in a rodent model of metabolic
syndrome, Hypertension 54 (2009), 1384-1392.

[95] M.A. Miller, CR. Spillert, R. Ponnudurai, S. Bonthu and E.J. Lazaro, Are hypertensives hypercoagulable?, J. Natl. Med.
Assoc. 87 (1995), 71-72.

[96] M. Diamant, R. Nicuwland, R.E. Pablo, A. Sturk, J.W. Smit and J.K. Radder. Elevated numbers of tissue-factor exposing
microparticles correlate with components of the metabolic syndrome in uncomplicated type 2 diabetes mellitus, Circula-
tion 106 (2002), 2442-2447.

[97] V.Regnault. C. Perret-Guillaume, A. Kearney-Schwartz, J.P. Max. C. Labat, H. Louis, D. Wahl, B. Pannier, T. Lecompte,
G. Weryha, P. Challande, M.E. Safar, A. Benetos and P. Lacolley, Tissue factor pathway inhibitor: a new link among
arterial stiffness, pulse pressure, and coagulation in postmenopausal women. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 31 (2011),
1226-1232.

[98] A.A. Ajayi, H. Hercule, J. Cory, B.E. Hayes and A.O. Oyekan, Gender difference in vascular and platelet reactivity to
thromboxane A(2)-mimetic U46619 and to endothelial dependent vasodilation in Zucker fatty (hypertensive, hyperinsu-
linemic) diabetic rats, Diabetes Res. Clin. Pract. 59 (2003), 11-24.

[99] H. Gomibuchi. M. Okazaki, S. Iwai, T. Kumai, S. Kobayashi and K. Oguchi, Development of hypcrﬁbrinogenemia in
spontaneously hypertensive and hyperlipidemic rats: a potentially useful animal model as a complication of hypertension
and hyperlipidemia, Exp. Anim. 56 (2007), 1-10.

[100] L.A. Sechi, M. Novello. G. Colussi, A. Di Fabio, A. Chiuch, E. Nadalini, A. Casanova-Borca, A. Uzzau and C. Catena.
Relationship of plasma renin with a prothrombotic state in hypertension: relevance for organ damage, Ant. J. Hypertens.
21 (2008), 1347-1353.

[101] S.S.Anand, Q. Yi. H. Gerstein, E. Lonn, R. Jacobs, V. Vuksan, K. Teo, B. Davis, P. Montague and S. Yusuf, Relationship
of metabolic syndrome and fibrinolytic dysfunction to cardiovascular disease, Circulation 108 (2003), 420-425.

[102] M. Kaminska, A. Mogielnicki, A. Stankiewicz, K. Kramkowski, T. Domaniewski, W. Buczko and E. Chabielska, An-
giotensin II via AT1 receptor accelerates arterial thrombosis in renovascular hypertensive rats. J. Physiol. Pharmacol. 56
(2005), 571-585.

[103] C.S. Coffey, EW. Asselbergs, P.R. Hebert. H.L. Hillege. Q. Li. J.H. Moore and W.H. van Gilst, The association of the
metabolic syndrome with PAI-1 and t-PA levels, Cardiol. Res. Pract. 2011 (2011), 541467.

[104] P. Sawathiparnich, L.J. Murphey, S. Kumar, D.E. Vaughan and N.J. Brown, Effect of combined AT receptor and aldos-
terone receptor antagonism on plasminogen activator inhibitor-1, J. Clin. Endocrinol. Metab. 88 (2003). 3867-3873.
[105] A.W. Dielis, M. Smid, H.M. Spronk. A.J. Houben, K. Hamulyak, A.A. Kroon. H. Ten Cate and P.W. de Leeuw,
Changes in fibrinolytic activity after angiotensin 1l receptor blockade in therapy-resistant hypertensive patients. J. Thromb.

Haemost. 5 (2007), 1509-1 515.

[106] Y. Dorffel, G. Wallukat, N. Bochnig, V. Homuth, M. Herberg, W. Dorffel, A. Pruss, R. Chaoui and J. Scholze, Agonistic
AT(1) receptor autoantibodies and monocyte stimulation in hypertensive patients, Am. J. Hypertens. 16 (2003), 827-833.

[107] T.W. Kurtz, R.C. Morris and H.A. Pershadsingh. The Zucker fatty rat as a genetic model of obesity and hypertension,
Hypertension 13 (1989), 896-901.

[108] W. Paul, L.R. Queen, C.P. Page and A. Ferro, Increased platelet aggregation in vivo in the Zucker Diabetic Fatty rat:
differences from the streptozotocin diabetic rat, Br: J. Pharmacol. 150 (2007), 105-111.

[109] A.K. Sista, M.K. O’Connell, T. Hinohara, $.S. Oommen, B.E. Fenster. A.J. Glassford, E.A. Schwarlz, C.A. Taylor,
G.M. Reaven and P.S. Tsao, Increased aortic stiffness in the insulin-resistant Zucker fa/fa rat, Am. J. Physiol. Heart Circ.
Physiol. 289 (2005), H845-H851.

[110] S. Koletsky. Animal model: obese hypertensive rat. Am. J. Pathol. 81 (1975). 463-466.



Propriétés pro- et anti-coagulantes associées aux cellules musculaires lisses vasculaires.

Pro- and Anti-coagulants properties of vascular smooth muscles cells.

Jérémy Lagrangel’ 2*, Karima Ait Aissa" 2*, Denis Wahl" % 3, Patrick Lacolleyl’ 2 et
Véronique Regnault' 2

IINSERM, U1116, Faculté de Médecine, Vandceuvre-les-Nancy, France
2Université de Lorraine, Nancy, France

3CHU Nancy, Médecine Vasculaire, Nancy, France

* : égale contribution.

Correspondance : Jérémy Lagrange, Inserm U1116, Faculté de Médecine, 9 avenue de la forét
de Haye, 54500 Vandceuvre-les-Nancy, France. Tel 03 83 68 34 70, Fax 03 83 68 36 39 ; mail
: jeremy.lagrange @inserm.fr

Résumé

La génération de thrombine nécessite la présence des facteurs de la coagulation et d’une
surface de phospholipides procoagulants. Le fait que les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV) apoptotiques et non-apoptotiques peuvent permettre la génération de
thrombine suggerent un lien entre ces cellules et 1’hémostase. Historiquement, les cellules de
la paroi vasculaire connues pour étre tres impliquées dans I’hémostase sont les cellules
endothéliales (CE). Cependant les CMLYV sont directement en contact avec le sang en cas de
breche vasculaire. De ce fait, bien que leur role premier réside dans le maintien du tonus
vasculaire, la question se pose de leur implication dans les différentes étapes de I’hémostase.
Cette question est d’autant plus pertinente que les CMLV, de maniere constitutive, ou en
réponse a une stimulation, synthétisent un large panel de molécules de la coagulation,
certaines procoagulantes (facteur tissulaire, facteur II et V) d’autres anticoagulantes
(inhibiteur de la voie du facteur tissulaire, thrombomoduline, protéine C, récepteur endothélial
de la protéine C). Des récepteurs cellulaires a la thrombine (protease activated receptors) ont
été découverts a la surface des CMLV et les effets mitogenes de la thrombine via ces
récepteurs sont bien décrits. Nous nous proposons ici de regrouper les différentes études qui
ont été faites sur les CMLYV en lien avec les molécules pro- et anticoagulantes et d’envisager
I’impact potentiel de ces cellules sur la génération de thrombine, que ce soit dans des

conditions physiologiques ou pathologiques.



Mots clés : cellules musculaires lisses vasculaires, coagulation, pulsatilité, athérosclérose,

hypertension.



Abstract

Thrombin generation is determined by the presence of coagulation factors and a procoagulant
phospholipid surface. Vascular smooth muscle cells (VSMC) can support thrombin generation
lightning a penitential role of these cells in hemostasis. Basically, the vascular wall cells
known to be directly implicated in hemostasis are the endothelial cells. But, VSMC are in
contact with blood in case of vascular injury. That is why, even if the first purpose of VSMC
is to regulate vascular tone, we can emphasize that these cells could be an important and
underestimated modulator of hemostasis processes. This question is even more interesting
when we take into account that many clotting factors are synthesized by VSCM, some of
which are procoagulant (tissue factor, factor II and V), and others anticoagulant (tissue factor
pathway inhibitor, protein C, thrombomodulin, endothelial protein C receptor). However,
since the discovery of thrombin cellular receptors (PARs) on VSMC, mainly the potential
actions of coagulation factors on VSMC migration or secretion have been considered but not
the potential implication of VSMC themselves in thrombin generation. In this review we will
review studies that search out the links between VSMC and coagulation with emphasis on
studies looking at the potential impact of VSMC on coagulation in normal and pathological

conditions.



Introduction

La fonction la plus connue des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)
concerne la vasomotricité qui conditionne 1’irrigation sanguine des organes. Sa régulation est
assurée par le systeme nerveux autonome ainsi que par la production intrinseque de
monoxyde d’azote par les cellules endothéliales [1]. En cas de bréche vasculaire, les CMLV
exercent un effet de vasoconstriction et 1’exposition du collagéne présent au niveau du
favorise I’activation et 1’agrégation plaqeuttaire pour aboutir a une meilleure efficacité des
thrombi plaquettaires et fibrino-cruoriques. De surcroit, les CMLVse trouvent alors au contact
de sang et pourraient étre directement impliquées dans ’hémostase. La synthése de molécules
procoagulantes par les CMLV suggere également que ces cellules pourraient de facon
autonome générer de la thrombine au niveau pariétal. Cette thrombine pourra exercer des
effets cellulaires ou des effets coagulants au sein de la paroi.

Depuis une quinzaine d’années et la découverte de récepteurs de type « protease-
activated receptor » (PAR) a la surface des CMLV [2, 3], le role de la thrombine et des
facteurs de la coagulation sur les CMLV a été mis en lumiere. Ainsi, la thrombine régule de
tres nombreuses fonctions au niveau de ces cellules telles que la différenciation, la migration,
I’inflammation, la synthése d’ADN et I’expression de certains genes [4-8]. Une des
caractéristiques majeures de la thrombine est le coté pléiotropique de ses effets, a la fois dans
le compartiment sanguin et dans le compartiment pariétal. Les déterminants de la génération
de thrombine par les cellules vasculaires ainsi que les quantités générées ne sont pas connus et
jouent probablement un rdéle majeur dans les effets thrombotiques et cellulaires de la
thrombine.

En raison de la conductance radiale hydraulique, la paroi artérielle est constamment
soumise a la convection de molécules circulantes plasmatiques [9]. Par ce processus, les
facteurs de coagulation pourraient se retrouver en contact direct avec les CMLV en absence
de breche vasculaire. Cette convection physiologique des peptides ou des macromolécules du
plasma vers la paroi est la principale source de stimuli extrinseques, qui, avec le temps,
modifie le phénotype des CMLV (surcharge lipidique, hyperglycémie ou influence de
zymogenes tels que les facteurs de coagulation) (Figure 1). En réponse a des changements de
ces forces de convection liés a différentes situations physiologiques comme le vieillissement
ou pathologiques comme I’hypertension, 1’athérosclérose ou les anévrismes de ’aorte, les

CMLYV peuvent modifier leur phénotype par des voies de signalisation ligand / récepteur.



Nous allons ici faire une synthése des travaux ayant étudié le role des facteurs de

coagulation et la génération de thrombine au niveau des CMLV.

Paroi Vasculaire Sang

A
Conductance Radiale
Hydraulique

el

de Coagulation
(Thrombine)

Migration et Prolifération
des CML

svnthese de facteurs
de coagulation

Figure 1 : Transfert bidirectionnel des facteurs de coagulations entre la paroi artérielle et le

sang

Les cellules musculaires lisses vasculaires dans I’hémostase

Les CMLYV représentent la composante cellulaire principale de la paroi vasculaire. Ce
sont des cellules peu différenciées issues du mésoderme. Elles sont arrangées de facon
concentrique. Elles sont généralement fusiformes et uninuclées (contrairement aux CM
squelettiques qui sont plurinucléées) et mesurent de 2 a 5 uym de diamétre pour une longueur

tres variable selon le tissu.
Synthese des facteurs de coagulation par les CMLV

Leur proximité avec le sang, qui contient la majorité des facteurs de la coagulation, et
la présence de collagene dans la média qui intervient dans I’agrégation plaquettaire, font que
les CMLV peuvent étre impliquées lors des processus hémostatiques car elles expriment un
grand nombre de molécules et de récepteurs ayant un rdle clés dans la coagulation (Tableau

I). En effet, les CMLV synthétisent notamment du facteur tissulaire (FT), que ce soit de



maniere constitutive, ou en réponse a une stimulation [10, 11]. Ce facteur est exprimé par les
CMLV mais a un niveau variable en fonction de la localisation du vaisseau dans ’arbre
vasculaire [12]. Il a également été montré par divers études que le FT pouvait étre produit
suite a la stimulation des CMLV par les lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées [13].
D’autres études ont rapporté que les CMLV peuvent méme exprimer certains facteurs de
coagulation comme la prothrombine [14] et le facteur V (FV) [15]. Les CMLV possedent
également des propriétés anticoagulantes car elles expriment 1’inhibiteur de la voie du FT 1
(TFPI 1) [12, 16-18]. Un autre systeéme anticoagulant pourrait étre actif a la surface des
CMLYV, c’est celui de la protéine C activée (PCa). En effet, le récepteur pour la protéine C
(EPCR) [19] et la thrombomoduline (TM) [20] sont présents a la surface des CMLV. Ces
deux molécules jouent un role crucial dans la conversion de la protéine C (PC) en PCa par la
thrombine et peuvent étre libérées sous forme soluble dans le plasma ou elles contribuent a la

régulation de la coagulation et de I’inflammation [21].

Tableau I: Les facteurs de coagulation synthétisés par les cellules musculaires lisses
vasculaires

Facteur de

coagulation Fonction Type de synthése Références

FT Récepteur Cor}stitutive ou inductible sous I’action de facteurs de [11]
croissance (sérum, PDGF, EGF)

FII Zymogene Constitutive [14]

FV Procofacteur Constitutive [15]

s Inductible sous ’action de facteurs de croissance
TFPI 1 Inhibiteur (sérum, PDGF, FGF) [16-18]

Inductible sous I’action de cytokines inflammatoires

™ Récepteur (TNF-0))

[20]

EPCR Récepteur Constitutive [19]

Génération de thrombine a la surface des CMLV

La premiere mise en évidence de la capacité des CMLV a permettre la conversion de
prothrombine en thrombine, 1’étape clé de la coagulation, remonte a la fin des années 1990.
Cette démonstration a été faire par Flynn et coll [22] qui ont mesuré la thrombine générée a la

surface de CMLYV apoptotiques en 1’absence de plaquettes. Celle-ci est inhibée par 1’annexine



V, de maniere concentration-dépendante, ce qui montre 1’importance des phospholipides
chargés négativement exposés a la face externe de ces cellules apoptotiques. Par la suite,
Pathak et al [23] ont montré que la thrombine pouvait étre générée a la surface de CMLV non
apoptotiques et a la surface des sections artérielles de I’artére mammaire humaine, dépourvues
d’adventice. Cette génération de thrombine est inhibée par un anticorps anti-FT et le pic de
thrombine est dépendant de quantité de FT ajoutée au milieu réactionnel. Plus récemment,
Campbell et al [24] ont comparé la génération de thrombine et la fibrine formée a la surface
des CMLV humaines, de CE de cordon ombilical (HUVEC pour Human Umbilical
Endothelial Cells) et de lignées de fibroblastes adhérents. Le pic de thrombine générée a la
surface des fibroblastes et des CMLV est beaucoup plus important que celui mesuré a la
surface des HUVEC. Les HUVEC traitées avec du TNF-a acquiérent une capacité a former
un réseau de fibrine proche de celle des CMLYV, ce qui souligne I’influence de 1’inflammation
sur le phénotype thrombotique de la paroi. Si la concentration en FT actif est un déterminant
majeur de la quantité de thrombine générée a la surface de ces cellules, I’ensemble des
mécanismes impliqués dans la génération-inhibition de la thrombine a la surface des CMLV
reste a élucider.

Les liens qui unissent les CMLYV a la coagulation sont a double sens. Un exemple de
ces interactions est la mise en évidence d’une augmentation de la génération de thrombine
FT-dépendante a la surface de CMLV aortiques en présence de faibles concentrations d’a-
thrombine [25]. L’activation des récepteurs PAR3 et PAR4 des CMLV par la thrombine
induit une augmentation d’expression du FT et de phosphatidysérine sur la face externe des
membranes.

Effets cellulaires de la thrombine

La molécule centrale de la coagulation sanguine, la thrombine, a aussi des effets sur
plusieurs fonctions biologiques de la paroi vasculaire, comme la prolifération, la
différenciation, la migration des CMLV ou des CE, la réponse inflammatoire, la production
de la matrice extracellulaire (MEC), le développement vasculaire, 1’athérogénese et
I’angiogénese [26]. Vu et coll ont découvert le premier récepteur de la thrombine, appartenant
a la famille des récepteurs PARs, PAR1 [27]. La thrombine, via ce récepteur, permet la
vasoconstriction ou la vasodilatation de la paroi vasculaire en fonction des agonistes libérés
par P’activation des CMLV (Figure 2). En pathologie, la thrombine peut agir comme un
facteur de croissance participant a la régulation de la prolifération des CMLV dans le
remodelage vasculaire. Ce remodelage intervient dans les processus d’athérosclérose,

d’hypertension et de resténose. Les récepteurs PAR1, 2 et 4, présents a la surface des CMLYV,
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sont responsables des effets de la thrombine sur la migration [28], la prolifération et
I’hypertrophie [29]. En réponse a des contraintes mécaniques (20% de déformation), il existe
une augmentation de I’expression de PARI dans les CML, qui participe a la prolifération
cellulaire induite par la thrombine [30]. Les voies de signalisation induites par I’activation des
PAR impliquent les MAP kinases : ERK, JNK et p38 [31-33]. La thrombine joue également
un role critique dans les processus d’inflammation [6]. La thrombine peut induire 1I’expression
de facteurs inflammatoires tels que 1’interleukine-6 (IL-6) [34] ou augmenter la sécrétion des
métalloprotéinases (MMP) qui dégradent la MEC et accélerent le remodelage vasculaire [35,

36] (Figure 2).

cMLY Endothélium Sang Endot hélium CMLV

NO

. /
Q % —» PGI2 Relaxation
sabilité
cel.lukilill‘lee \ EDH

T bi Thrombi L
B i romping
5 hrombine <

Tdvd
» PAR1

Hyper
contractilité

PGH2

7

. @ Contraction
| Y

PAI-1

IL-6/IL-B \ TXAZ

M vy

Prolifération i ICAM 1

=
O
gv

AR

- S

Etat Patholegique Etat Physiologique

Figure 2 : Effets cellulaires physiologiques et pathologiques de la thrombine

Influence de la pression artérielle sur le phénotype des CMLV

Les CMLYV, au méme titre que les CE réagissent, a la pulsatilité liée au flux sanguin et
a la pression artérielle. Ainsi, Matsumoto et coll [37] ont montré en 1998 que les
déformations appliquées aux CE diminuaient I’expression de TNF-a induite par le TF. De
méme, les CMLV semblent sensibles aux contraintes mécaniques que subissent les vaisseaux
sanguins. Des 1999, Redmond et coll [38] ont montré que la pression pulsée appliquée a des
CMLV en co-culture avec des CE au niveau d’un capillaire soumis a un flux, induit une

augmentation de ’activateur du plasminogene de type urokinase (u-PA). Dans cette étude,



I’u-PA a un effet cellulaire sur la migration des CMIV. Redmond et coll ont également montré
en 2005 que 1’éthanol inhibe les effets de la pression pulsée sur la migration des CMLV en
augmentant de 3 a 4 fois I’expression de I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene 1 (PAI-
1), et en diminuant I’expression des MMP [39].

L’exposition des CMLV a des étirements cycliques constants résultant du débit
sanguin pulsatile et de I’amincissement de la paroi pendant la systole déclenche des signaux
intracellulaires par des «mécano-capteurs » comme les intégrines, les récepteurs tyrosine
kinases et les canaux ioniques [40]. Il a été démontré que la mécanotransduction des signaux
via les intégrines est responsable de la modulation du phénotype de CMLV et de leurs
fonctions régulant ainsi la différenciation, la prolifération, l'apoptose, la migration et la
réorganisation de la matrice MEC dans les CMLV. La mécanotransduction cellulaire induit
une expression rapide et transitoire de molécules régulatrices telles que des facteurs de
transcription, des molécules de signalisation, des facteurs de croissance et des protéines du
cytosquelette [41-44]. Concernant les facteurs de coagulation, nous avons montré que
I’application d’un stretch mécanique (10%, 1 Hertz) pendant 48 heures augmente la synthese
et la sécrétion du TFPI 1 par les CMLYV in vitro [45]. Ainsi, les forces d’étirement cycliques
pourraient moduler in fine la génération de thrombine a la surface des CMLV et I’apoptose de
ces cellules [46]. In vitro, la génération de thrombine augmente avec le niveau des contraintes
pulsatiles par un mécanisme impliquant 1’intégrine o33 (figure 3)[47]
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Figure 3 : Génération de thrombine a la surface de CMLV soumises ou non a
6 h de stretch cyclique (10%, 1 Hz) 72 h apres transfection avec des ARN interférants
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Impact des CMLYV sur les pathologies de la paroi artérielle

La modification phénotypique des CMLV est impliquée trés précocement dans des
pathologies du vaisseau tres répandues augmentant les risques d’événements thrombotiques
telle que [I’hypertension, 1’athérosclérose ou le vieillissement accéléré [48]. Dans
I’athérosclérose les CMLV ont un role important dans la constitution de la plaque puisqu’elles

vont migrer de la média vers I’intima en adoptant un phénotype inflammatoire.

Le role des facteurs de coagulation et leur impact sur la migration et/ou 1’inflammation
ont été étudiés en pathologie. Ainsi le complexe FT/FVIla est impliqué dans la migration via
PAR 2 et dans la prolifération via la voie de phosphorylation ERK [49, 50]. Le FXIII lui serait
impliqué dans 1’adhésion des CMLV [51]. De son c6té, le fibrinogene, qui est présent dans le

noyau nécrotique, induit la synthése de molécules proinflammatoires telles que I’IL-6 ou le

TNF-a [52].

En ce qui concerne la rupture de la plaque d’athérosclérose et I’athérothrombose, un
certain nombre d’éléments suggerent que les CMLV pourraient étre directement impliquées.
En effet, 1’état apoptotique des CMLV qui favorise leur capacité a servir de support cellulaire
pour la génération de thrombine [22], peut étre induit par la synthese locale de TFPI [46].
Pour le FT, qui est présent au niveau de la plaque d’athérome, son activité augmente, et son
expression est corrélée a la thrombogénicité des plaques [53]. Au niveau des CMLV, la
présence de LDL augmente la production d’une forme inactive de FT qui peut étre rendue
active par du peroxyde d’hydrogeéne [54]. Un travail de 2009 sur des souris ApoE (-/-) a
montré que le FT est augmenté au niveau des cellules de la plaque [55]. D’autre part,
I’implication des CMLV dans les anévrismes de l'aorte ascendante a été démontrée. Dans
cette pathologie, il existe une augmentation de la génération de thrombine in vivo qui est
corrélée a la dilatation de l'aorte. La présence de thrombine a I’intérieur de la couche médiane
de la paroi aortique suggere que les CMLV pourraient servir de support cellulaire pour sa

formation [56].

Le Tableau II résume les principales données de la littérature sur les facteurs de

coagulation, leurs effets au niveau du phénotype des CMLV et les évenements thrombotiques.
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Tableau II : Facteurs de la coagulation influencant les CMLYV et répercussions sur I’hémostase

Facteur de coagulation =~ Modifications et voies d'action sur les CMLV Répercussion sur 1'hémostase Réf

Action via les récepteurs PARs sur :

Différenciation par RhoA et la myocardine ND
Expression d'IL-6 et IL-8 via Akt, PKC et MAPK / Synthese de Prothrombotique
proteoglycanes
FII et Flla Potentlellemer}t pr(ci)—tllvlhrombothu'e 4.8
Augmentation de la taille des glycosaminoglycanes par augmentation de Hincorporation
de LDL et développement de la
plaque d'athérome
T T . : ND
Synthese d'’ADN suite a I’expression de FGF-2 via PI3K-Akt-Fra-1
FT/FVII Prolifération via activation de PAR2 ND [49. 50]
TFPI Apoptose par inhibition des voies JAK-2/STAT-3 et survivine Potentiellement prothrombotique [46]
FXIIIa/Fibrinogene Migration des CMLV ND [51]
Fibrinogene, fibrine et D- Induction de la synthése d'IL-6, TNF-a, iNOS Stimulation par des facteurs de [52]

dimeres de fibrine croissance (sérum, PDGF, FGF)

PARs : Récepteurs activés par protéases ; RhoA : Famille A des genes homologues de Ras ; IL-6 : Interleukin 6 ; IL-8 : Interleukine 8 ; Akt :
Protéine kinase B PKC : Protéine kinase C ; Fra-1: Antigéne 1 apparenté au fos ; MAPK : Protéine kinase a activité mitogene ; PI3K :
Phosphoinositide 3-kinase ; FGF-2 : Facteur de croissance 2 des Fibroblastes ; LDL : Lipoprotéine de faible densité ; JAK-2 : Kinase Janus 2 ;
STAT-3 : Transducteur de signal et activateur de transduction 3 ; TNF-a : Facteur nécrotique de tumeurs- a ; iNOS : NO synthase inductible ;

ND : Non défini
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Conclusion

L’interaction entre les CMLV et la génération de thrombine doit faire partie des
processus reconnus comme treés importants dans 1’hémostase et les pathologies liées. Ces
cellules synthétisent des molécules de la coagulation et sont capables, au méme titre que les
plaquettes, d’étre, dans certaines circonstances, un support cellulaire pour la génération de
thrombine. Leurs modifications phénotypiques précoces dans des situations pathologiques
telles que 1’athérosclérose augmentent leur potentiel prothrombotique par la synthese de FT,
ou des remaniements membranaires conduisant a 1’exposition de phospholipides anioniques.
Dans les années futures, il sera intéressant d’étudier les flux de convections existant entre le
sang et la paroi vasculaire, et plus particulierement la quantité de thrombine générée in situ

qui va conditionner ses effets cellulaires ou procoagulants au sein de la paroi.
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RESUME
L’allongement de I’espérance de vie a fait de I’insuffisance cardiaque (IC) I’un des problémes
majeurs de santé publique. Le syndrome métabolique (SMet) et 1’hypertension sont deux
facteurs parmi les plus importants conduisant a I’IC.
Les modifications qui interviennent au niveau structural et cellulaire de la paroi artérielle dans
le SMet, I’hypertension et I’IC pourraient entrainer des anomalies de 1’hémostase qui
aggravent ces tableaux cliniques. Nous avons montré au cour de ce travail les modifications
du phénotype de I’hémostase dans différents modeles animaux de pathologies impliquées
dans la mise en place de I’IC.
L’altération de I’hémostase précede les modifications fonctionnelles de la paroi et pourrait
favoriser le développement de I’IC chez le rat Zucker. Le modele de rat spontanément
hypertendu SHR présente une hypercoagulablité de la paroi via les cellules musculaires lisses.
Ces résultats ne permettent pas d’impliquer uniquement I’hypertension artérielle dans
I’hypercoagulabilité plasmatique trouvée chez le rat Zucker. L’activation du récepteur a
I’aldsotérone au niveau endothélial chez la souris induit un phénotype antithrombotique
provoqué par une augmentation de la réactivité du systeme anticoagulant de la protéine C, via
son récepteur, ’EPCR. L’étude d’une cohorte de patients insuffisants cardiaques a permis de
distinguer des parametres de fonction cardiaque et de rigidité artérielle. Cette caractérisation
est indispensable pour comprendre les mécanismes des événements thrombotiques associés a
I’'IC.
La conclusion de ce travail est que les pathologies pouvant conduire a la mise en place d’une
IC modifient I’hémostase vers un état d’hypercoagulabilité qui fait intervenir la paroi
artérielle.

Mots clés: paroi artérielle, génération de thrombine, hémostase, récepteur
minéralocorticoide, insuffisance cardiaque.

ABSTRACT
Increasing life span has made heart failure (HF) a major issue for public health. The metabolic
syndrome (MetS) and hypertension are two important factors which can lead to HF.
Structural and cellular modification occurring in the arterial wall in the MetS, hypertension
and HF may provoke hemostasis alterations that can worsen the clinical situation. We have
shown in this work, hemostasis modifications in animal models of pathologies implicated in
HF development.
Hemostasis alterations were shown to precede functional modifications of the arterial wall
and could favor HF development in Zucker rats. Spontaneously hypertensive rats showed an
arterial wall hypercoagulability via smooth muscle cells. These results don’t permit the
implication of hypertension in the hypercoagulable state found in the Zucker rat. A mouse
model with aldosterone receptor activation in the endothelium lead to a hypocoagulable state
by increasing the protein C anticoagulant system via his receptor, the EPCR. Studying a
human HF patient cohort permitted the measurement of cardiac function and of arterial
stiffness parameters. This characterization is important to understand thrombosis events
associated with HF in humans.
The general conclusion of this work is that, in pathologies leading to HF, modification of
hemostasis to a procoagulable state, implicates the arterial wall.

Key Words: arterial wall, thrombin generation, hemostasis, mineralocorticoid receptor, heart
failure.
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