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Introduction

Le tissu osseux est un tissu de soutien qui est sujet a un renouvellement permanent
appelé remodelage osseux. Ce remodelage est un processus complexe qui fait intervenir deux
activités opposées mais complémentaires, conduisant au maintien de la masse osseuse : la
formation du tissu osseux par les ostéoblastes et sa destruction par les ostéoclastes. Ce
mécanisme permet au tissu osseux de remplir son role métabolique (libération de sels
minéraux lors de la résorption et contréle de I’homéostasie phosphocalcique) et son réle de
soutien (adaptations architecturales aux contraintes mécaniques). Les signaux qui déclenchent
le remodelage osseux sont de nature diverse et inclus des signaux mécaniques (altération de
I’architecture locale de 1’os : fracture, prise de poids...) (Turner et al 1998) ou hormonale
comme c’est le cas dans 1’ostéoporose ou une diminution du taux d’estrogeéne entraine une
augmentation du nombre et de I’activité des ostéoclastes altérant en retour 1’activité
ostéoblastique (Pacifici et al 1998).

Le remodelage en lui-méme présente une succession de quatre phases parfaitement
définies : I’activation, la résorption, I’inversion et la formation (Hill et al 1998) (figure 1). A
I’état quiescent, la surface des travées osseuses est recouverte par une bordure de cellules
planiformes appelées cellules bordantes, qui empéchent I’accés de la matrice extracellulaire
minéralisée aux osteéoclastes. Ces cellules bordantes ont une activité métabolique trés réduite,
mais peuvent se multiplier ou se différencier en ostéoblastes fonctionnels sous 1’influence de
stimuli mécaniques ou moléculaires. Lors de la phase d’activation, sous ’action des facteurs
cytokiniques et/ou hormonaux (PTH, vitamine D3, prostaglandine E2 (PGE2), BMP, etc...),
les ostéoblastes associés entre eux par I’intermédiaire de jonctions communicantes se
rétractent et permettent ainsi 1’acces de la surface minéralisée aux précurseurs mononucléés
des ostéoclastes, ou pré-ostéoclastes, qui fusionnent avant d’adhérer a cette surface osseuse
minéralisée. Les ostéoblastes activés vont favoriser leur différenciation en ostéoclastes
matures via la production de différentes cytokines dont RANKL qui va interagir avec son

récepteur RANK présent a la surface des pré-ostéoclastes.
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Figure 1 : Représentation schématique du processus de remodelage osseux (Raggatt LJ

et al 2010). Le remodelage osseux résulte des communications entre ostéoclastes responsables de la dégradation des

matrices extracellulaires organiques et minérales du tissu osseux par un processus de résorption osseuse, et les ostéoblastes
qui assurent la synthése d’une matrice collagénique appelée ostéoide qui se minéralisera dans un second temps (phénomeéne

d’apposition osseuse). De nombreux médiateurs contrélent ce processus dont le triade moléculaire OPG/RANK/RANKL.

Une fois les ostéoclastes formés et matures, la phase de résorption debute. Les
ostéoclastes résorbent la matrice extracellulaire minéralisée en libérant de nombreuses
enzymes en particulier la cathepsine K, une cystéine protéase qui contribue a la digestion de
la matrice organique et par la libération active en regard de la surface minéralée (au niveau de
la bordure en brosse) de protons qui acidifient le microenvironnement et induisent la
solubilisation de la phase minérale (Rousselle et al 2002). Les facteurs responsables de 1’arrét
d’activité des ostéoclastes ne sont pas totalement élucidés. Il semblerait toutefois que des
récepteurs membranaires sensibles a la concentration de calcium dans la chambre de
résorption provoqueraient le détachement des ostéoclastes de la surface osseuse (Marie et al

2010). Les ostéoclastes ainsi détachés peuvent se déplacer a la surface de 1’0s et résorber de
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nouveau la matrice osseuse ou mourir par apoptose vraisemblablement médiée par le systeme
Fas/Fas ligand (Wu et al 2003). Le processus de migration ostéoclastique fait intervenir la
libération de métalloprotéinases matricielles comme la MMP9 et une déficience en MMP9 est
associee a une activité ostéoclastique reduite. Suite a 1’arrét de la phase de résorption, débute
la phase d’inversion pendant laquelle les ostéoclastes sont remplacés par des cellules
mononucléées de type macrophagique qui vont éliminer les derniers résidus de matrice
présents dans le fond de la lacune et préparer le lit de I’apposition. L’ultime phase de ce cycle
est donc la phase de formation osseuse. Elle est caractérisée par le recrutement des
ostéoblastes au fond de la lacune de résorption qu’ils comblent en apposant une nouvelle

matrice collagénique non minéralisée (ou ostéoide) qui sera secondairement minéralisée.

La maturation et I’activité ostéoclastiques/ostéoblastiques sont donc sous la dépendance de
facteurs locaux et systemiques (hormones, facteurs de croissance, cytokines,...). Parmi ces
facteurs, la triade OPG / RANK / RANKL, découverte il y a une dizaine d’années, apparait
étre la voie principale de régulation du couplage ostéoblastes-ostéoclastes et du contrdle de la
résorption osseuse. La découverte de 1’ostéoprotégérine ou OPG en 1997, puis de la mise en
évidence de RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B) et de son ligand RANKL
a révolutionné la communauté scientifique s’intéressant au tissu minéralisé par 1’identification
d’effecteurs terminaux de la différenciation ostéoclastique. Les membres de cette triade
moléculaire font partie de la superfamille du Tumor Necrosis Factor (TNFSF) et de ses
récepteurs (TNFRSF). L’interaction de RANKL et de son récepteur RANK induit la
différenciation et I’activation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes matures et
accroit également leur survie (Figure 2). L’OPG est un récepteur leurre qui existe sous une
forme soluble capable de se lier a RANKL, bloquant ainsi son interaction avec RANK,
L’OPG agit donc comme un compétiteur de la liaison RANK-RANKL. La dérégulation de
cette triade moléculaire est responsable du développement de processus ostéolytiques ou
d’ostéocondensation associés a des pathologies systémiques ou localisees, tumorales ou

bénignes.
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Figure 2 : Role de la triade OPG/RANK/RANKL dans la différenciation ostéoclastique

(d’aprés Amgen adapté de Boyle et al 2003). RANKL synthétisé par les ostéoblastes se fixe sur son

récepteur RANK exprimé par les précurseurs ostéoclastiques et induit leur différenciation en ostéoclastes. L’OPG produit par
I’ostéoblaste, en se liant & RANKL inhibe I’interaction RANKL/RANK et inhibe ainsi la différenciation ostéoclastique.

RANKL est donc un puissant agent pro-résorptif et I’OPG est une puissante molécule anti-résorptive.

L’utilisation de modeles animaux modifiés génétiquement (cf paragraphe 1) a permis de
mieux comprendre le réle de chacune de ces molécules dans le contrdle de la biologie
ostéoarticulaire, immunitaire et vasculaire, domaine qui va nous intéresser plus
specifiquement. La notion d’axe métabolisme osseux-calcifications vasculaires (Bone
Vascular AXis) unissant métabolismes osseux et artériel est née de I’observation de
changements simultanés et réciproques entre les deux tissus. L’influence des cytokines
inflammatoires conduit a I’apparition de calcifications vasculaires tout en inhibant la
mineralisation osseuse (Demer et al 2008, Parhami et al 1997). Certains agents ostéo-
inducteurs, telles que 1’hormone parathyroidienne (PTH) et la protéine BMP-7, sont a la fois
des promoteurs de la minéralisation osseuse et des inhibiteurs de la minéralisation au niveau
des artéres (Demer et al 2008, Shao et al 2005). Autre fait, la matrice osseuse est riche en
facteurs de régulation qui sont aussi presents et actifs dans les artéres. Lors de la résorption
osseuse, ces facteurs sont libérés dans la circulation et pourraient donc agir au niveau du
systeme artériel. La clinique confirme cet axe «ostéo-vasculaire ». En effet, des calcifications

vasculaires sont observées au cours de 1’ostéoporose, indépendamment de 1’age. Ostéoporose



Introduction

et calcifications vasculaires partagent de nombreux facteurs de risque : vieillissement, déficit
en cestrogenes, dyslipidémie, anomalies des taux de vitamines D et K, hyperparathyroidisme,
hyperhomocystéinémie, inflammation chronique, stress oxydatif (Abedin M et al 2004,
Demer et al 2008, Farhat GN et al 2006). On sait désormais que les biphosphonates, donnés
dans le traitement de 1’ostéoporose, agissent directement au niveau des artéres (inhibition des
calcifications) indépendamment de leur action sur 1’os (inhibition de la résorption osseuse).
(Demer et al 2008, Price PA et al 2001). Une régulation par des facteurs communs aux deux
tissus peut donc étre légitimement envisagée. Dans ce contexte, le role de la triade OPG,
RANK ligand et RANK, qui régule la résorption et par voie de conséquence la minéralisation
osseuse, et qui est active également dans la paroi des vaisseaux, est un ensemble moléculaire
privilégié faisant le lien entre les systemes ostéoarticulaire et vasculaire. Ces différents
éléments nous ont amené a nous intéresser de plus pres a cette triade moléculaire et a son role

dans le développement des calcifications vasculaires.

I. La triade OPG/ RANK/ RANKL

1) OPG

L’ostéoprotégérine ou OPG a été découverte en 1997 par deux équipes indépendantes
cherchant a identifier des molécules de la famille du TNF ayant une activité anti-
résorption osseuse (Simonet et al 1997, Yasuda et al 1998). C’est une glycoprotéine
sécrétée appartenant a la superfamille des récepteurs au TNF (TNFRSF11B).

Ses premiéres mises en évidence lui ont valu I’attribution de différents acronymes :

e FDCR-1: Follicular Dendritic Cell-derived Receptor-1 (Yun et al 1998)

e OCIF : Osteoclastogenesis Inhibitory Factor

e TR-1: TNF Receptor-like molecule 1 (Yasuda H et al 1998)

L’acronyme le plus souvent utilisé est I’OPG. Le gene humain codant pour I’OPG est localisé
sur le chromosome 8g23-24 et contient 5 exons sur un domaine de 29 kb (Yamaguchi et al
1998).

a) Structure :
L’OPG, contrairement aux autres membres de cette famille, ne possede ni domaine

intracytoplasmique ni domaine transmembranaire et n’est donc produite que sous forme

soluble (Figure 3).

10
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Figure 3 : Structure de I'OPG (Théoleyre et al 2004, Suzuki et al 2004). L’OPG est membre de

la superfamille des récepteurs au TNF. C’est un récepteur soluble possédant en particulier un domaine de liaison a I’héparine,
des domaines de mort et des domaines riches en cysteines. N : extrémité N-terminale ; C : extrémité C-terminale.

Structurellement, I’OPG est une protéine de 401 acides aminés (55-62 kDa) dont les 21
premiers acides aminés correspondent a un peptide signal clivé dans la forme mature de la
protéine. Dans sa partie N-terminale, les 4 domaines (D1 - D4) riches en cystéine participent
a lactivité anti-ostéoclastique de I’OPG. En effet, ce sont par ces domaines que I’OPG se fixe
a son principal ligand : RANKL. Son extrémité C-terminale contient deux domaines de mort
D5 et D6 (« death domain homologous region») (Figure 4). La surexpression de protéines
chimériques constituées d’OPG et du domaine transmembranaire de Fas est responsable de
I’induction d’un processus apoptotique, démontrant ainsi la fonctionnalité des domaines de
mort de I’OPG (Yamaguchi et al 1998). Le dernier domaine (D7) posséde un site de liaison a
I’héparine  essentiel pour I’interaction de 1’OPG avec les protéoglycanes et
glycosaminoglycanes (Théoleyre et al 2006, Lamoureux et al 2009, Lamoureux et al 2007)
notamment aux cellules de myélome via le syndecan-1 (Borset et al 2000). L’OPG est
sécrétée principalement sous une forme dimérique (110-120 kDa) formée par 1’existence
d’une cystéine en position 400 dans le domaine D7 et la formation d’un pont di-sulfure. La
forme dimérique apparait biologiquement plus active que la forme monomérique et présente
dans ce cas une plus grande affinité pour RANKL (2 a 3 log) ainsi qu’une capacité renforcée a

se lier a I’héparine (Schneeweis et al 2005).

11
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Figure 4 : Structure de I'OPG (Holen et al 2006). L’OPG est sécrétée principalement sous une forme
dimérique biologiquement plus active que la forme monomérique.

b) Sources:
L’OPG est une molécule présente dans le tissu osseux, la peau, le foie, les poumons, le

ceeur, les artéres, les veines, les reins, le placenta, les glandes mammaires et le cerveau et est
donc considérée comme ubiquitaire (Collin-Osdoby 2004, Simonet et al 1997, Yasuda et al
1998). Elle est exprimée de facon prédominante par les cellules stromales de la moelle
osseuse, mais son expression par les lymphocytes B et les cellules dendritiques peut
également étre induite par le TNFa, RANKL, I’IL-1p et I’activation de CD40 (Schoppet et al
2007, Yun et al 1998). Enfin, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses (Collin-
Osdoby et al 2001), les fibroblastes, les monocytes et les ostéoblastes humains en culture
primaire expriment fortement I’OPG (Hofbauer et al 2000), ainsi que des cellules tumorales
de cancers du sein ou de prostate et de thyroide (Holen et al 2006, Heymann et al 2008).

¢) Reégulation :
La production de I’OPG est modulée par un trés grand nombre de facteurs. Parmi eux, on

peut citer ’effet stimulateur de la vitamine D3, des estrogénes, du TNFa, du TGFf et de
I’interleukine-1 (IL-1) (Hofbauer et al 1998, Saika et al 2001, Thirunavukkarasu et al 2001,
Théoleyre et al 2004). La PTH et la prostaglandine E2 ont, au contraire, un effet inhibiteur sur
I’expression de ’OPG (Gao et al 1998, Lee et al 1999, Brandstrom et al 2001). Les

12
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glucocorticoides diminuent également I’expression d’OPG et contribue a 1’apparition

d’ostéoporose chez les patients traités a long terme avec ces molécules (Hofbauer et al 1999).

d) Fonctions :
Les fonctions de I’OPG sont résumées dans la figure 5.

e L’OPG est fortement impliquée dans le remodelage osseux

L’OPG joue donc un réle primordial dans le remodelage osseux et dans le maintien de

la masse osseuse. Les fonctions principales de I’OPG ont été clairement mises en évidence
par D’établissement de souris transgéniques surexprimant ’OPG. En effet, ces souris
présentent une sévere ostéopétrose associée a une diminution du nombre d’ostéoclastes et
accompagnée d’une splénomégalie due a une hématopoiese compensatoire extramédullaire et
a un défaut de développement thymique (Simonet et al 1997). Au contraire, les souris
invalidées pour I’OPG développent une ostéoporose et présentent une diminution de la densité
minérale osseuse accompagnée de multiples fractures spontanées, de déformations vertébrales
et d’un accroissement de la vitesse du renouvellement osseux (Bucay et al 1998). Ces
phénomeénes sont réversibles aprés I’injection intraveineuse d’OPG recombinante (Min et al
2000).

L’OPG fonctionne en réalit¢ comme un récepteur compétiteur de RANKL
empéchant ce dernier de se lier RANK (Figure 2). Elle inhibe par conséquent la
différenciation et 1’activation ostéoclastiques. Cependant, I’OPG posséde une activité directe
sur I’ostéoclaste mature et exerce donc des activités biologiques propres a I’image d’un ligand
(Théoleyre et al 2004). Elle régule la production de protéases impliquées dans la dégradation
de la matrice organique. Ainsi, Wittrant et al. ont montré que I’OPG diminue I’expression de
la Cathepsine K et de TRAP alors qu’elle augmente celle de la MMP-9 (Wittrant et al 2002).
Ces activités biologiques sont a mettre en relation avec la capacit¢ de I’OPG a se lier au

syndécan-1 (Mosheimer et al 2005).

e Le systéme vasculaire est une cible de I’OPG
Les souris OPG™ présentent également des calcifications de 1’aorte et des artéres
rénales (Bucay et al 1998). Des travaux tres récents ont en effet mis en évidence le réle
préventif de I’OPG dans la calcification artérielle. En effet, I’administration d’OPG chez le rat
prévient la formation de calcifications induites par la Warfarine ou de fortes doses de
vitamine D, toutefois I’OPG ne peut inverser le phénomeéne si le processus de minéralisation a

déja debuté (Price et al 2001). L’OPG est présente dans les corps de Weibel-Palade des
13
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cellules endothéliales associee au facteur de von Willebrand (Zannettino et al 2005,
Baudhuin et al 2007, Baud’huin et al 2009). En réponse a des stimuli inflammatoires (comme
le processus d’athérosclérose), I’OPG est relargué des corps de Weibel-Palade dans la cellule
endothéliale, pouvant jouer un réle dans I’atteinte endothéliale et 1’angiogenese (Benslimane-
Ahmin et al 2011, Zannettino et al 2005, Baudhuin et al 2007, Baud’huin et al 2009). Des
travaux récents ont montré que I’OPG protége la cellule endothéliale du détachement et de
I’apoptose (Cross et al 2006, Kobayashi-Sakamoto et al 2006, Malyankar et al 2000) et induit
la formation de structures capillaires en «cordons» a partir de cellules endothéliales
humaines de veine ombilicale cultivées sur matrigel (Cross et al 2006). Dans un modéle
murin in vivo de revascularisation de la matrice extracellulaire, Beslimane-Ahmin et
collaborteurs ont montré que I’OPG induit I’activation des ECFC (Endothelial Colony-
Forming cells), cellules progeénitrices endothéliales de la moélle hématopoiétique et, par la
méme, la formation in vivo d’une néogenése vasculaire. Cette molécule pourrait donc avoir un
role dans la revascularisation des tissus (Benslimane-Ahmim et al 2011) et contribuer a
I’angiogenese tumorale (Adams et al 2007, Peters et al 2005). Par ailleurs, en fixant a TRAIL
et en bloquant son activité pro-apoptotique, ’OPG est un facteur de survie des cellules
endothéliales (Emery et al 1998, Pritzker et al 2004). Des taux seriques élevés d’OPG sont
observés en pathologie cardiovasculaire, notamment ischémique et semblent corrélés a la
sévérité des lésions et étre un facteur pronostique (Kees et al 2005, Jono et al 2010).
Secchiero et collaborateurs ont montré que I’OPG agit comme un facteur de croissance
autocrine/paracrine pour les cellules musculaires lisses vasculaires et contribuerait a la

progression des Iésions d’athérosclérose (Secchiero et al 2010).

e L’OPG est un des acteurs de I’ostéoimmunologie

L’OPG possede une action sur les tissus/cellules dans lesquels RANKL intervient. Ainsi,
I’OPG agit sur le systéme immunitaire en diminuant la survie des cellules dendritiques (Reid
et al 2009). Comme on I’a déja vu, des souris transgéniques surexprimant I’OPG présentent
un défaut de développement thymique. Une augmentation de 1’os trabéculaire minéralisé
associée a une diminution du nombre d’ostéoclastes est également observée (Simonet et al
1997). Au contraire, les souris invalidées pour I’OPG présentent une ostéoporose et une
diminution de la densité minérale osseuse accompagnée de multiples fractures et d’une
stimulation de renouvellement osseux (Bucay et al 1998). La présence d’OPG est donc

absolument indispensable au maintien de la masse osseuse.
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e Roéle dans la survie cellulaire et dans I’activité protumorale

Si le ligand principal de I’OPG est RANKL, ce récepteur est capable de se fixer a de
nombreux autres facteurs. L’OPG peut ainsi fixer les glycoaminoglycanes par son domaine de
liaison a I’héparine (Théoleyre et al 2006) mais il se fixe également a TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) (Emery et al 1998). TRAIL est une cytokine de la superfamille
du TNF produite au sein des tumeurs par les monocytes en réponse a I’interféron-y ou -o et
correspond au principal médiateur de I’activité cellulaire anti-tumorale acquise (Almasan et al
2003, Takeda et al 2002). La cellule normale semble étre insensible a 1’action de TRAIL,
servant de base a I’utilisation de TRAIL comme drogue anti-cancéreuse (Zhang et al 2000).
Si initialement, les domaines de mort présent sur I’OPG avaient été suspectés étre
responsables de cette liaison, des travaux récents montrent que la liaison OPG-TRAIL
s’effectue dans la région N terminale de I’OPG entre les acides aminés 1 et 194 (Lamoureux
et al 2009). La fixation d’OPG a TRAIL inhibe I’effet pro-apoptotique de cette cytokine qui
en retour bloque ’activité anti-ostéoclastique de I’OPG (Emery et al 1998). Des études in
vitro ont montré que des cellules de cancers du sein et de prostate produisent des quantités
suffisantes d’OPG pour se protéger de I’effet pro-apoptotique de TRAIL (Holen et al 2002,
Holen et al 2005). Des résultats similaires ont été obtenus pour des lignées de carcinome du
colon (Pettersen et al 2005). Ces travaux suggerent donc un effet pro-tumoral direct de I’'OPG
dans certains cancers. En opposition de ses effets délétéres sur le développement tumoral,
I’OPG inhibe la croissance d’ostéosarcome ou de carcinome en site osseux dans des modeles
pré-cliniques en inhibant le processus ostéolytique et donc en bloquant le cercle vicieux établi
entre les cellules tumorales et les cellules osseuses (Lamoureux et al 2007b, Wittrant et al

2004, Body et al 2003, Morony et al 2005, Schramek et al 2011).
TRAIL exerce son effet anti-tumoral par I’intermédiaire de 2 récepteurs membranaires
(DR4 et DR5). L’activation de DR4/DR5 par TRAIL induit une cascade de mort cellulaire par
I’intermédiaire de signalisation commune aux membres de la famille TNF ( Pan et al 1997,
Ozoren et al 2003). OPG, en tant que récepteur soluble pour TRAIL, pourrait ainsi prévenir la
cascade cellulaire de I’apoptose et par la méme avoir un effet sur la survie cellulaire. Cet effet
est contrebalancé par la liaison préalable de ’OPG avec le complexe VIII (Baud’huin et al

2009).

. L’OPG peut enfin interagir avec des molécules de la famille de I’héparine et ce par

son domaine de liaison spécifique (Yamaguchi et al 1998). Il a notamment été montre que
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I’OPG est capable de se fixer a la surface des cellules de myélome via un protéoglycane, le
syndecan-1 (Borset et al 2000, Standal et al 2002) et que I’OPG est capable d’induire un
chimiotactisme des monocytes en se fixant au syndecan-1 (Mosheimer et al 2005).
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Remodelage osseux Adhérence Angiogenése Apoptose

Figure 5 : Fonctions de I"OPG. Par sa capacité a se fixer a de nombreux ligands (RANKL, TRAIL,
protéoglycannes, facteur von Willbrand), I’OPG est un récepteur a activités pléiotropes agissant sur trois systémes
biologiques principaux : le systeme ostéoarticulaire, le systeme immunitaire et le systéme vasculaire.

2) RANKL

RANKL a été identifié et cloné au méme moment par deux groupes de recherche
différents, I’un a partir d’une lignée de cellules stromales de la moelle osseuse murine ST2
(Yasuda et al 1998), et I’autre a partir de cellules myélomonocytaires murine 32D (Lacey et
al 1998). RANKL est un polypeptide membre de la superfamille du TNF. Différentes
acronymes ont été donnés a ce facteur :

e OPGL : Osteoprotegerin Ligand

e TRANCE : TNF-Related Activation-Induced CytokinE

e ODF : Osteoclast Differentiation Factor
La nomenclature officielle lui a attribué le nom TNFSF11 (11éme membre de la Super Famille
du TNF). Le gene codant pour RANKL humain est localisé sur le chromosome 13 en 13g14.

Le géne murin est localisé sur le chromosome 14 (Lacey et al 1998).
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a) Structure :

RANKL est une protéine transmembranaire de type Il (partie N-terminale intracellulaire)
sans peptide signal (Hofbauer et al 2000) montrant une homologie d’environ 30% avec
TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) et CD40, et d’environ 20% avec Fas-
Ligand (Wong et al 1997). Que ce soit chez la souris ou chez I’homme, RANKL existe sous
trois isoformes résultant de 1’épissage alternatif d’un méme géne (lkeda et al 2001, Suzuki et
al 2004) (Figure 6).
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Figure 6: Structure de RANKL (Théoleyre et al 2004, Suzuki et al 2004). Trois

isoformes de RANKL ont été mis en évidence chez I’Homme et la souris, deux formes transmembranaires et une
forme soluble. La forme soluble peut étre également produite par coupure protéolytique. RANK-L de souris
(mMRANK-L) et RANK-L humain (hRANK-L). IC : domaine intracellulaire ; TM : domaine transmembranaire ;
EC : domaine extracellulaire ; N : extrémité N-terminale ; C : extrémité C-terminale.

L’isoforme RANKLI correspond a une protéine transmembranaire de 317 acides aminés chez
la souris et 316 chez I’Homme, possédant un domaine intra-cytoplasmique complet lui qui
pourrait lui permettre d’interagir avec des molécules intracellulaires. RANKL3 est une
protéine soluble monomérique de 199 acides aminés chez la souris et 244 chez I’Homme,
intracytoplasmique et non sécrétée, délétée dans sa partie N-terminale pour les acides aminés
correspondant aux domaines intra-cytoplasmique et transmembranaire de RANKL1. Quant a
I’isoforme RANKL2, elle est de structure différente suivant ’espece : RANKL2 de souris
(287 acides aminés) posséde un court domaine intra-cytoplasmique alors que RANKL2
humain (244 acides aminés) en est dépourvu. Dans le milieu extracellulaire, la forme soluble
de RANKL peut également étre libérée de la membrane plasmique aprés clivage par des
protéases comme ADAM-10 (a desintegrin and metalloprotease), ADAM-17, la MMP-7
(Matrix Metalloproteinase), la MMP-14 (Georges et al 2009, Hikita et al 2006, Lum et al
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1999). Le role exact de ces trois isoformes et tres mal connu mais en fonction de la nature de
leur multimérisation, ces isoformes réguleraient 1’ostéoclastogenése (Ikeda et al 2001). Par
ailleurs, les isoformes membranaires de RANKL controlent la biodisponibilité¢ de I’'OPG en

régulant sa dégradation par le lysosome et le protésaome (Kwan Tat et al 2006).

b) Sources:
RANKUL est exprimé par un grand nombre de cellules et de tissus, mais plus fortement par

le squelette (os, moelle osseuse, cartilage) (Lacey et al 1998, Yasuda et al 1998), les organes
lymphoides (ganglions, thymus, rate, foie feetal) et par le systéme vasculaire (Collin-Osdoby
et al 2001). L’ARNm de RANKL a été détecté dans différentes lignées de cellules stromales
(ST2, MC3T3-El) et d’ostéosarcome (UMR-106, Sa0S2), dans des ostéoblastes murins en
culture primaire et dans les chondrocytes hypertrophiques murins (Kartsogiannis et al 1999).
RANKL est également exprimé en grande quantité par les lymphocytes T, les cellules
endothéliales et les glandes mammaires (Anderson et al 1997, Srivastava et al 2003). Enfin
une expression faible de RANKL a ét¢ mise en évidence dans le cerveau, le cceur, les

poumons, les reins et le placenta (Kartsogiannis et al 1999).

c) Régulation :
Bien qu’exprimant peu RANKL a I’état basal contrairement aux cellules stromales, la

production de RANKL par les ostéoblastes matures est fortement augmentée par de nombreux
facteurs ostéotropiques (Théoleyre et al 2004). De la méme maniére que 1I’OPG, 1’expression
de RANK-L est régulée par de trés nombreux facteurs. Notamment, le taux d’ARNm de
RANKG-L est stimulé par la vitamine D3, I’'IL-1, I’'IL-6, I’'TL-11, le TNFa., I’oncostatine M, la
PTH et la prostaglandine E2 (Hofbauer et al 1998, Nakashima et al 2000, Palmqvist et al
2002, Huang et al 2004). A I’opposé, il est inhibé notamment par le TGF( et I'IL-13
(Nakashima et al 2000).

d) Fonctions:
e RANKL est un facteur indispensable a la formation des ostéoclastes

In vitro, RANKL en se fixant a son réecepteur RANK présent a la surface des pré-
ostéoclastes (Yasuda et al 1998) induit en presence de M-CSF (Suda et al 1999) leur
différenciation en ostéoclastes matures (Lacey et al 1998). RANK-L est en outre un facteur de
survie des ostéoclastes matures (Fuller et al 1998, Wong et al 1999). Le phénotype des souris
transgéniques ou invalidées pour RANKL ont des phénotypes opposés entre eux et opposées a
ce qui est observee pour I’OPG. Ainsi, des souris invalidées pour RANKL présentent une
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ostéopétrose sévere associée a une absence totale d’ostéoclastes fonctionnels due a
I’incapacité des ostéoblastes a supporter 1’ostéoclastogenése, induisant une augmentation de
la densité minérale osseuse et une hématopoiese compensatoire extramédullaire (Kong et al
1999). A [l’inverse, apres injection de RANKL, des souris naives ont développé une

ostéoporose importante (Hofbauer et al 2000).

e RoOle de RANKL dans le développement des glandes mammaires

I a ét¢ montré que RANKL <¢était responsable de la prolifération de 1’épithélium
mammaire murin en réponse a la progestérone durant la morphogenése (Beleut et al 2010).
Les souris transgéniques invalidées pour RANKL développent une maturation sexuelle
normale mais présentent un défaut de développement des glandes mammaires durant la
grossesse par inhibition de la prolifération et augmentation de 1’apotose de I’épithélium
mammaire ; cela engendre la mort des nouveaux-nés, ce processus pouvant étre contrebalancé
par D’injection de RANKL exogene (Fata et al 2000). D’autre part lorsque la voie
RANK/RANKL est activée en I’absence de contréle hormonal, une prolifération inappropriée
de I’épithélium mammaire est observée (Fernandez-Valdivia et al 2009, Gonzalez-Suarez et
al 2007). Gonzales-Suarez et al (2007) ont ainsi montré que RANK et RANKL sont
exprimés a la fois par I’épithélium mammaire normal, dysplasique et carcinomateux murin.
Les deux molécules contribueraient directement a la cancérogénése mammaire, 1’inhibition de
RANKL induisant une diminution du développement tumoral (Gonzalez-Suarez et al 2010).
La prise de progestatifs, utilises usuellement comme substitutif hormonal de la ménopause ou
comme contraceptif oral, augmente 1’induction de RANKL au sein de 1’épithélium mammaire

(Schramek D et al 2010).

e Role de RANKL dans le systéme ostéoimmunitaire

Le concept d’ostéoimmunologie décrit I’interaction entre le systéme immunitaire et le
systeme ostéoarticulaire. La plupart des cellules immunitaires sont capables d’interagir avec
les ostéoblastes, ostéoclastes et leurs progéniteurs respectifs et inversement. Les cellules
immunitaires (lymphocytes T, lymphocytes B, mégakaryocytes, mastocytes et macrophages)
participent a I’homéostasie du tissu osseux (Raggatt et al 2010). D’autre part, les exemples de
pathologies faisant intervenir cette ostéoimmunologie ne manquent pas (ostéoporose, arthrite
rhumatoide, maladie périodontale...)(Gruber et al 2010). RANKL joue également un role

majeur dans les fonctions immunitaires puisqu’il semble étre trés fortement impliqué dans la
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régulation de 1’organogenese des ganglions lymphoides et dans la maturation des cellules du
thymus (Kong et al 1999). Le réle de RANKL dans le systeme immunitaire peut étre étendu
aux cellules dendritiques (il est capable de stimuler leur activation et leur survie) et aux
monocytes (il agirait comme un facteur chimiotactique) (Mosheimer et al 2005, Lum et al
1999).

o Role pro-tumoral de RANKL

Enfin, certaines cellules cancéreuses expriment une forme fonctionnelle du récepteur
RANK donnant a RANKL une implication pro-tumorale (Kim et al 2006, Ando et al 2008,
Mori et al 2009). RANKL intervient également dans les processus métastatiques des cancers
du sein, de la prostate, du rein et de la thyroide (Armstrong et al 2008, Jones et al 2006,
Mikami et al 2009, Mori et al 2007, Heymann et al 2008). Il facilite la migration de cellules

cancéreuses a I’origine de leur dissémination dans 1’organisme (Mori et al 2009)

3) RANK

Cette molécule a été découverte en 1997 par Anderson et al RANK appartient a la
superfamille des récepteurs au TNF et possede environ 40% d’homologie avec CD40. Son

nom dans la nomenclature officielle est TNFRSF11A.

D’autres acronymes sont utilisés :
e TRANCE-R : TRANCE-receptor
e ODAR : Osteoclast Differentiation and Activation Receptor
Le géne humain codant pour RANK est localisé sur le chromosome 18g22.1. Le géne murin

est localisé sur le chromosome 1 (Wong et al 1998).

a) Structure :
RANK est une protéine transmembranaire de type | (partie N-terminale

extracellulaire), de 616 acides aminés (90kDa) possédant un peptide signal (Anderson et al
1997). RANK se présente a la membrane sous forme d’un récepteur trimérique (Figure 7). Le
domaine extracellulaire de RANK contient 4 motifs riches en cystéine et deux sites de N-
glycosylation (Hofbauer et al 2000). Une forme soluble a été détectée dans des surnageants de
culture d’ostéoclastes aprés activation par RANKL mais son role exact reste indéterminé

(Hakozaki et al 2010). Trés récemment, un nouveau variant murin de RANK issu d’un
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splicing alternatif a été mis en évidence dans des cellules myélomonocytaires RAW?264.7
(Mukai et al 2011). Ce variant qui correspond a une forme cytoplasmique et membranaire,

régulant négativement 1’ostéoclastogenese.
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Figure 7 : Structure de RANK (Théoleyre et al 2004, Suzuki et al 2004). RANK est un récepteur

transmembranaire existant également sous une forme soluble dont la fonction est mal connue.

b) Sources
RANK, récepteur de RANKL, est présent a la surface des précurseurs ostéoclastiques

et des ostéoclastes matures au niveau osseux, et il est également exprimé par les lymphocytes,
les cellules dendritique, les cellules endothéliales et des fibroblastes. L’expression de RANK
a été détectée dans différents tissus comme le muscle squelettique, la peau, le cerveau, les
poumons, le foie (Anderson et al 1997, Min et al 2000, Nakagawa et al 1998).

c) Régulation
D’une maniére générale, RANK est une protéine dont I’expression est peu modulée

par des facteurs exogénes. L’expression de RANK peut-étre stimulée par le CD40-Ligand sur
les cellules dendritiques et par I’engagement du TCR associée au TGFf et a I’'IL-4 sur les
lymphocytes T. Par contre, son expression sur les pré-ostéoclastes et les ostéoclastes matures

ne semble pas étre régulée par les principaux agents ostéotropiques (Théoleyre et al 2004).

d) Fonctions
RANK est essentiel a la différenciation et a la survie des ostéoclastes. En effet, des

souris transgéniques invalidées pour ce géne (souris RANK™) présentent une ostéopétrose
sévere associée a un manque d’ostéoclastes matures, phénotype similaire a celui des souris
delétées pour le géne RANKL (Li et al 2000). Différentes études ont montré que RANKL se
lie spécifiguement a RANK a la surface des pre-ostéoclastes avec une haute affinité (3 nM) et
que cette liaison entraine 1’activation de RANK indispensable a 1’ostéoclastogenese (Hsu et al

1999 ; Nakagawa et al., 1998). Les souris déficiente en RANK (RANK™), en plus de
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développer une ostéopetrose, présentent une absence de ganglions lymphoides et un défaut de
maturation des lymphocytes B et T alors qu’elles ont un développement thymique normal (Li
et al 2000) contrairement aux souris RANKL™. Des souris transgéniques exprimant la
protéine de fusion soluble RANK-Fc présentent quant a elles un phénotype squelettique
similaire a celui des souris transgéniques pour I’OPG c'est-a-dire une diminution de
I’ostéoclastogenese et de la résorption osseuse (Hsu et al 1999). L’ensemble de ces études
montre donc que la fixation de RANKL a RANK induit la transduction d’un signal conduisant
notamment a la différenciation des précurseurs ostéoclastiques et a 1’activation des

ostéoclastes.

La figure 8 (page suivante) résume les actions de la triade OPG/RANK/RANKL dans les

systémes ostéoarticulaire, immunitaire et vasculaire.
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Figure 8 : Action de ’OPG/RANK/RANKL (Baud'huin et al 2007), molécules clés de

I’ostéoimmunologie et des pathologies vasculaires. a) OPG/RANK/RANKL participe au remodelage
osseux ; b) OPG/RANK/RANKL module le systeme immunitaire via les monocytes, cellules dendritiques et les lymphocytes
B et T ; c) OPG/RANK/RANKL intervient dans le systeme vasculaire via la cellule endothéliale et la cellule musculaire lisse.
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II. Implication de la triade OPG/RANK/RANKL en
pathologie vasculaire

Nous avons donc vu dans les différents chapitres précédents la position particuliére de
la triade moléculaire OPG/RANK/RANKL au croisement entre les systéemes ostéoarticulaire,
immunologique, vasculaire et tumoral. Cette implication dans le systéme vasculaire va étre

un peu plus détaillée.

La premiére preuve démontrant [I’implication de la triade moléculaire
OPG/RANK/RANKL dans la biologie vasculaire a été apportée par le phénotype des souris
déficientes en OPG. Ces souris, atteintes d’une ostéoporose sévere, présentent des
calcifications au niveau de 1’aorte et des artéres rénales mais pas au niveau des petits
vaisseaux. (Bucay et al 1998). Les lésions observées ressemblent aux lésions
athérosclérotiques de I’homme, dans lesquelles est retrouvée une expression du récepteur
RANK et du ligand RANKL. Ces premieres observations ont depuis été étayées par des
travaux in vitro et in vivo. Désormais, il est bien établi que le systeme OPG/RANK/RANKL
est impliqué dans la biologie des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses des
vaisseaux (Baud’huin et al 2007). Cette triade est également associée a la survenue des
calcifications artérielles.

Les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses expriment toutes les deux
I’OPG, a des taux relativement €levés mais plus particulierement dans les artéres rénales et
aortiques. En revanche, RANK et RANKL ne sont pas détectés dans les vaisseaux sains non
calcifiés (Collin-Osdoby et al 2001), bien qu’une faible expression de RANKL ait été
observée dans des lésions aortiques humaines (Dhore et al 2001) ou dans des vaisseaux de
métaphyse de souris (Lacey et al 1998). Sous I’action de cytokines pro-inflammatoires telles
que I'IL-1a ou le TNFa, les cellules endothéliales expriment fortement I’OPG et RANKL
(Ben-Tal Cohen et al 2007, Collin-Osdoby et al 2001). RANKL sur-exprimé a la surface de
ces cellules est fonctionnel, puisqu’il induit la différenciation ostéoclastique de précurseurs
monocytiques (Collin-Osdoby et al 2001).

Les cytokines OPG et RANKL, en plus d’étre produites par les cellules
endothéliales, ont des effets directs sur celles-ci. L’OPG est en effet capable d’induire la
survie des cellules endothéliales par une voie dépendante des intégrines (Malyankar et al
2000, Scatena et al 2002). Mais une autre voie de survie est désormais envisagée, I’OPG en se

liant a TRAIL empécherait 1’effet pro-apoptotique de cette cytokine de la famille du TNF
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(Emery et al 1998, Pritzker et al 2004). TRAIL réduit également 1’expression d’OPG par les
cellules stromales (Corallini et al 2011). D’autre part, I’'OPG assure la migration et la
prolifération des cellules endothéliales par une voie dépendante des intégrines avfBs et ayPs
(Kobayashi-Sakamoto et al 2008). Contrairement a ce que 1’on pourrait attendre, RANKL est
également capable d’induire la survie des cellules endothéliales. Dans des cellules HUVEC
soumis a une privation de sérum ou a un traitement par TNFa, RANKL prévient partiellement
la mort des cellules endothéliales via la stimulation de la voie PI3K/Akt (Kim et al 2003).
RANKL est également impliqué dans la prolifération et le chimiotactisme des cellules
endothéliales, il permet la néo angiogenese (comparable au bFGF) in vivo dans deux modéles
différents (Kim et al 2002). L’OPG en stimulant les précurseurs endothéliaux favorise
I’angiogenese (Benslimane-Ahmin et al 2011). C’est la liaison de RANKL au récepteur
RANK présent a la surface des cellules endothéliales qui initie des signaux
SRC/phospholipase C/Ca®* induisant la formation de nouveaux vaisseaux que ce soit dans des

conditions physiologiques ou pathologiques (Tableau I).

Tableau 1 : Effets du systeme OPG/RANKL sur la biologie des cellules endothéliales

Cytokines Effets sur les cellules endothéliales Références

Malyankar et al.,
Survie par la voie des intégrines via NF-kB 2000 ; Scatena et
Giachelli, 2002

: e Pritzker et al.,
Survie par inhibition de TRAIL

2004
OPG
o o ) Kobayashi-
Migration et prolifération par la voie des
' B 8 Sakamoto et al.,
intégrines ayvPs et ayPs.
s 2008
Stimulation de la prolifération des precurseurs Benslimane-
endothéliaux Ahmin et al., 2011
Survie par la voie PI3 kinase Kim et al., 2003
RANKL
Prolifération et chimiotactisme permettant une )
Kim et al., 2002

néo-angiogenese
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De nombreux travaux ont montré I’implication des cytokines OPG et RANKL dans
la survenue des lésions athérosclérotiques. Depuis I’étude des souris déficientes en OPG
(Bucay et al 1998), le role protecteur de I’OPG dans la survenue de calcifications artérielles a
été confirmé. En effet, ’administration d’OPG chez le rat prévient la formation de
calcifications induites par la Warfarine ou de fortes doses de vitamine D, toutefois I’OPG ne
peut inverser le phénomeéne si le processus de minéralisation a déja débuté (Price et al 2001).
La capacité de I’OPG a promouvoir la survie des cellules endothéliales suggere que I’OPG
protége potentiellement du processus de calcification. D’autre part, RANKL et OPG sont
difféeremment exprimeés dans les sténoses aortiques calcifiées (Kaden et al 2004). En effet,
alors que RANKL est fortement exprimé dans les 1ésions calcifiées, ’OPG n’est détectée que
dans le tissu sain et non dans le tissu pathologique. De plus, dans des cultures de
myofibroblastes de valve aortique humaine, RANKL favorise la calcification de la matrice et
I’expression de geénes associés a 1’ostéoblaste. Enfin, les cellules endothéliales de la
microvascularisation produisent un environnement favorable a la formation d’un tissu calcifié
et stimulent aussi 1’adhérence et la migration transendothéliale de monocytes, pouvant se
différencier en ostéoclastes sous 1’action de RANKL (Kindle et al 2006). Plus récemment,
I’anticorps humanisé dirigé contre RANKL (Denosumab®) a prouvé son efficacité dans les
atteintes vasculaires. Il prévient le dépét de calcium dans les artéres de souris surexprimant la
forme humaine de RANKL (Helas et al 2009). L’ensemble de ces résultats montrent

I’implication des cytokines RANKL et OPG dans la survenue des calcifications artérielles.
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III. Triade et calcifications artérielles

1) Les calcifications vasculaires

Les calcifications vasculaires peuvent concerner 1’ensemble de ’arbre artériel depuis 1’aorte
ascendante jusqu’aux capillaires et correspondre a quatre variantes histoanatomiques (Figure
9), chaque type étant associé a un spectre de pathologie vasculaire spécifique (Vattikuti et al
2004). 11 s’agit de :

e La calcification intimale au cours de I’athérosclérose

e La calcification valvulaire cardiaque

e La calcification de la média artérielle

e La calciphylaxie

Les calcifications intimales sont caractéristiques de 1’athérosclérose. Elles surviennent de
maniere disséminées dans les artéres dont elles réduisent le calibre (on parle de « patchy
pattern »). Elles sont pourvoyeuses de sténoses, emboles et thromboses. Ces calcifications
sont de type dystrophiques caractérisées par de la nécrose cellulaire, de 1’inflammation
associée a des lipoprotéines et phospholipides complexes. La calcification est notée en
premier dans la plaque fibrocalcique, suivie par la formation de cartilage calcifié puis
d’ossification enchondrale (Vattikuti et al 2004).

Les calcifications valvulaires cardiaques sont la résultante de stress mécanique et de
réaction inflammatoire aboutissant a une ossification non enchondrale. Aux étapes les plus
précoces, il existe une accumulation de lipides avec expansion de tissu adipeux au sein du
tissu valvulaire, associé a un infiltrat macrophagique et lymphocytaire T (Vattikuti et al
2004).

Les calcifications de la média, connues également sous le nom de sclérose de Mdnckeberg,
sont plus diffuses. Elles sont associées a 1’dge, I’insuffisance rénale et le diabéte. Elles
conduisent a une augmentation de la rigidité de la paroi artérielle et sont pourvoyeuses
d’hypertension, d’insuffisance cardiaque et augmentent le risque d’amputation chez les

diabétiques de type 2 (Lehto et al 1996).
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Figure 9 : Calcifications vasculaires — Les quatre variantes histoanatomiques
A) Calcification intimale de I’athérosclérose, HES x 50
B) Calcifications valvulaires : rétrécissement aortique calcifié
C) Calcifications de la média : médiacalcose de 1’artére temporale, HES x 200
D) Calciphylaxie de I’insuffisance rénale avancée, HES x 400
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La calciphylaxie ou artériolopathie calcifiante urémique est une forme sevéere et mortelle
de calcification de la média qui aboutit a une nécrose cutanée et a une panniculite. Elle atteint
les patients avec insuffisance rénale avancée, spécifiquement ceux recevant de la warfarine.
Sur le plan histologique, il s’agit d’une vasculopathie caractérisée par des patchy
calcifications des artérioles avec prolifération intimale, occlusion sur thrombose, fibrose,
inflammation et nécrose. Les tissus pulmonaires et mésentériques peuvent étre atteints avec
une mortalité atteignant 100% dans les deux premiéres années de la maladie (Demer et al
2008).

2) Mécanismes moléculaires de la calcification artérielle dans

I'athérosclérose
Ces calcifications sont donc purement intimales au cours du développement de la

plaque athéromateuse. Contrairement a I’hypothése premiere d’une précipitation passive, les
calcifications artérielles semblent étre le résultat d’un processus d’ostéogenése intraartériel,
partageant de nombreux points avec 1’ostéogenése physiologique (Stary et al 2000). Ainsi, la
minéralisation de la plaque athéromateuse peut provenir de deux types de processus
semblables a la formation orthotopique du tissu osseux (Karsenty 2003, Abedin et al 2004)

e L’ossification endochondrale : calcification du cartilage médiée par les ostéoblastes

e L’ossification intra-membraneuse : calcification de la matrice extracellulaire médiee

par les ostéoblastes.

a) Rappels sur I'ostéogenese
L’ostéogenése ou formation du tissu osseux utilise un processus de métaplasie au cours

duquel un tissu conjonctif est transformé en tissu osseux. La vascularisation des sites
remaniés est une condition nécessaire au bon déroulement des différents processus

d’ossification.qui se déroule en deux phases : primaire et secondaire.

e L’ossification primaire :

L’ossification primaire correspond a la formation d’un tissu osseux sur un support non
osseux. Elle débute durant la vie embryonnaire ou feetale, a des moments variables suivant les
pieces osseuses. La formation d’os peut débuter a partir d’un tissu conjonctif : c’est la

formation endoconjonctive (Figure 10) qui correspond soit & [ ossification périostique pour la
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Figure 10 : Ossification membraneuse (Trichrome de Masson)(Atlas d'Histologie

humaine et animale-Thibaut et al) L’¢largissement du tube diaphysaire se fait par apposition de tissu
osseux périosté, suivant le sens de la fleche. En 1 est fléché le feuillet fertile du périoste, tres cellulaire. Il se
métaplasie en ostéoblastes puis ostéocytes, sans support cartilagineux préalable.
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Figure 11: Ossification endochondrale (Bovée et al 2010, Atlas d'Histologie

humaine et animale-Thibaut et al). A ce stade, le processus d'ossification endochondrale se déroule en 1,
a la base des épiphyses. Les travées osseuses endochondrales du centre de la diaphyse ont été résorbées. Ainsi s'est
mise en place la cavité médullaire en 2. Elle est bordée en 3 par du tissu osseux formé par métaplasie du périoste, sans
support cartilagineux préalable. Ce dernier type d'ossification est dit "membraneux".
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diaphyse des os longs, soit a [ ossification membranaire pour les os plats. Elle peut débuter a
partir d’un tissu cartilagineux hyalin : c’est [’ossification endochondrale ou enchondrale
comme au niveau de la diaphyse des os longs, des épiphyses des os longs ou des os courts
(Figure 11).

e L’ossification secondaire :

L’ossification secondaire correspond a la formation d’un tissu osseux sur un support
osseux, apres une phase préalable de destruction de la matrice osseuse préexistante par les
ostéoclastes. Elle élabore un os plus résistant et mieux vascularisé : ¢’est la formation des

ostéons. Elle survient principalement au niveau de la diaphyse des os longs.

Trois sortes de cellules sont impliquées dans la biologie du tissu osseux (formation,
dégradation, remodelage).

e Les ostéoblastes, cellules ostéoformatrices, sont responsables de la production des
constituants de la matrice osseuse (et notamment du collagéne 1) et de sa
minéralisation. A 1’issue de la période de formation osseuse, certains ostéoblastes
retrouvent un état quiescent, certains vont mourir par apoptose et quelque uns pour
une raison inconnue sont englobés dans une matrice extracellulaire organique qui se
minéralise peu a peu et deviennent des ostéocytes.

e Les ostéocytes qui représentent 90% des cellules de 1’os, correspondent a la
différenciation terminale de la lignée ostéoblastique. Ils sont incapables de proliférer
et sont entourés enticrement de matrice extracellulaire osseuse calcifiée au sein d’une
lacune périostéocytaire : 1’ostéoplaste. Les ostéocytes sont reliés entre eux et aux
ostéoblastes par des jonctions cellulaires de type jonctions communicantes ou
jonctions gap assurées par des molécules connexines de type 43 (Civitelli et al 2008).
Ainsi les ostéocytes communiquent entre eux et avec les cellules bordantes qui
recouvrent la surface osseuse. Les ostéocytes assurent la transmission des signaux

mécano-sensoriels et permettent ainsi le maintien de 1’équilibre osseux.

e Les ostéoclastes sont responsables de la dégradation du tissu osseux, etant les seules
cellules capables de résorber 1’0s. Les ostéoclastes, issus de la fusion de plusieurs
précurseurs, sont des cellules géantes (10 a 100 um de diametre) multinucléées

contenant le plus souvent de 10 a 20 noyaux. Ces cellules sont visibles au fond des
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lacunes de résorption appelées lacunes de Howship, au contact de la matrice osseuse
calcifiée. Une des caractéristiques propres a 1’ostéoclaste actif est sa bordure en brosse
constituée d’une succession d’expansions et d’invaginations de la membrane
cytoplasmique apicale adjacente a la surface osseuse (Suda et al 1992). Lorsque les
ostéoclastes sont actifs et forment cette bordure en brosse, une zone spécialisée
dénommée zone claire est observée. Cette zone, dépourvue d’organites intracellulaires
et riche en filaments d’actine, correspond a une région ou la membrane plasmique est
en contact avec 1’os délimitant ainsi un compartiment clos entre la bordure en brosse
et la surface osseuse. Le processus de résorption est réalisé dans ce compartiment

appelé chambre de résorption (Rousselle et al 2002).

Les protéines non-collagéniques (ostéocalcine, ostéopontine, ostéonectine) les
glycosaminoglycanes et les protéoglycanes (décorine, biglycan) constituent avec le collagéne
le tissu ostéoide. Puis le processus de minéralisation de ce tissu osteoide intervient 10 jours
apres le dépdt de la matrice organique. Il dépend d'une part de la présence d'une structure
matricielle extracellulaire, et dautre part d'une concentration adéquate en minéraux. La
calcification de la matrice se fait par l'intermédiaire des vésicules matricielles émises par
I'ostéoblaste contenant de fortes concentrations de phosphatase alcaline, ostéocalcine et
pyrophosphatases. Les ions minéraux, calcium et phosphate entre autres, précipitent et se
déposent dans ces vésicules sous la forme de cristaux d’hydroxyapatite. Les cristaux
d’hydroxyapatite se déposent entre les fibres de collagéne, ce qui confere a 1'os sa résistance a

la rupture, en plus de sa résistance a I'étirement (Mace et al 2008).

b) Modeles de minéralisation artérielle

Différents mécanismes de calcification de la plaque athéromateuse ont été identifies
avec des similitudes avec le processus d’ossification. Deux processus principaux intéressant
I’athérosclérose peuvent étre proposés : une diminution de la résorption minérale (ou
inhibition de la minéralisation) de type ostéoclaste-like (OCL) et une augmentation de dépot

minéral (ou induction de I’ostéogénése) de type ostéoblaste-like (OBL). Les modeles de
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calcification passive physicochimique intéressent plus préférentiellement la maladie de

Maonckeberg.

e Le modele de « calcification OBLike »
En 1993, Bostrom et collaborateurs ont montré la présence de cellules vasculaires

calcifiées, immunologiquement distinctes des autres cellules artérielles. Ces cellules
colocalisaient avec des protéines et des facteurs transcriptionnels du processus d’ostéogénése
comme BMP-2 et Cbfalou RUNX-2 (Bostrom et al 1993, Engelse et al 2001). En outre, ces
cellules étaient capables de produire des structures minéralisées in vitro (Watson et al 1994,
Balica et al 1997, Proudfoot et al 1998). Ces résultats ont été confirmés par d’autres groupes,
sur d’autres cellules artériclles comme les cellules musculaires lisses (Shioi et al 2002, Wada
et al 1999). Le terme de modele de calcification active vient du fait que ces cellules sont
capables de synthétiser du tissu calcifié (OBL cellules). Des manipulations in vivo chez
I’homme et I’animal ont confirmé ces données, avec observation d’une minéralisation
artérielle comparable a celle qui est observée dans le tissu osseux (Qiao et al 2003, Fitzpatrick
et al 2003, Bea et al 2002).

e Le modele de « calcification OCL.ike »
Nous I’avons vu, le remodelage osseux résulte d’un équilibre entre formation osseuse

via les ostéoblastes et résorption via les ostéoclastes. Le modele artériel de calcification
OCLike met I’accent sur la perte d’activité des cellules OC like (Figure 12). Différents
facteurs influencent la survie et la différenciation des cellules OC like, comme le M-CSF
(Macrophage-Colony Stimulating Factor), une cytokine et facteur de croissance pour les
cellules macrophagiques. Des manipulations in vivo ont montré le réle primordial du M-CSF
dans la survie et la différenciation des précurseurs ostéoclastogenes : le manque de M-CSF
induit la réduction du nombre d’ostéoclastes et 1’apparition d’une ostéopétrose (Stanley et al
1997, Wiktor-Jedrzejczak et al 1990 et 1991). En contre-partie, des souris invalidées pour le
M-CSF et 1’apoliproprotéine E développent des calcifications artérielles malgré une
diminution significative des Iésions athéromateuses (Qiao et al 1997). Ces résultats montrent
le double rdle de ce facteur dans le processus d’athérosclérose en promouvant la formation de
la plague athéromateuse et en inhibant la calcification de cette plaque (inhibe sa complication)
(Montecucco et al 2007).
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Figure 12 : Axe OPG/RANK/RANKL dans la calcification de la plague athéromateuse :

diagramme du modéle de différenciation ostéoclastique (Montecucco et al. 2007). pu

RANKL soluble et de I’OPG sont secrétés dans la plaque athéromateuse et dans le flux sanguin essentiellement par les
cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales. RANKL promeut la différenciation des précurseurs ostéoclastiques
(principalement les monocytes/macrophages (M), les cellules dendritiques et les cellules musculaires lisses) en ostéoclastes.
L’OPG neutralise 1’action de RANKL. La balance entre les deux molécules solubles régule la résorption osseuse dans la

plaque calcifiée, élément corrélé & la rupture de plaque.

e Le modele passif physicochimique
Ce modéle de calcification artérielle passive est décrit pour les calcifications de la

média observées dans la sclérose de Mdnckeberg (Mdnckeberg et al 1903), ’hypervitaminose
D (Mallick et al 1968), I’insuffisance rénale terminale (Foley et al 1998, Moe et al 2002), le
diabéte (Morrisson et al 1929, Chantelau et al 1997) et non pour les calcifications intimales
qui caractérisent I’athérosclérose (Proudfoot et al 2001). Les patients présentant de telles
calcifications ont des concentrations sériques de phosphore plus élevées et des produits

ioniques calcium-phosphore également plus importants (Ca®* x PO,®) (Goodman et al 2000).

c) Molécules impliquées dans la calcification artérielle

De nombreux médiateurs sont impliqués dans la régulation de la constitution et du devenir

des calcifications artérielles (Tableau 2)
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Tableau 2 : Listes non exhaustives de mediateurs impliquées

dans les calcifications artérielles (d’aprés Rennenberg et al 2010)

Protéines Protéines
inhibitrices activatrices
MGP BMP-2

BMP RANKL
OPG

Fetuin-A
OPN

i.  Molécules inhibitrices des calcifications artérielles

e Matrix Gla Protein (MGP)

La MGP est une protein de 10 kDa vitamine K-dépendante découverte en 1983 par
Price et collaborateurs (Price et al 1983). Elle est produite par les cellules musculaires lisses
et les chondocytes. Et est retrouvée sur les sites de calcifications. Sa production est augmentée
en cas d’augmentation du taux de calcium in situ (Farzaneh-Far et al 2003). Il existe une
forme active et une formes inactive en fonction de la carboxylation vitamine K dépendante
(forme activée) de la protéine par la y-glutamylcarboxylase. La MGP est connue pour réguler
la Bone Morphogenic Protein de type 2 (BMP-2) mais elle peut aussi lier directement les
cristaux de calcium dans la matrice artérielle prévenant ainsi le processus de calcification
(Zebboudj et al 2002). Produite dans la matrice vasculaire, la MGP semble transportée dans le
plasma en combinaison avec la Fetuin-A formant ainsi le complexe Fetuin-A-minéral (Price
et al 2002, Price et al. 2003). Des manipulations in vivo ont montré que 1’absence de MGP ou
une diminution de la molécule (en bloquant I’action de la vitamine K par la coumarine)
entrainait I’apparition de calcifications vasculaires (Luo et al 1997, Price et al 1998). Il existe
un modele humain de calcification excessive des arteres de gros calibre : le syndrome de
Keutel. 1l s’agit d’un syndrome autosomique récessif caractérisé par un manque constitutif de
MGP mature (Munroe et al 1999). Sur le plan thérapeutique, 1’action de la MGP peut étre
modifiée par la prise de coumarine ou d’anti-vitamines K. (il en résulte une calcification

vasculaire accrue) (Geleijnse et al 2004, Koos et al 2005, Schurgers et al 2004).
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e Bone Morphogenetic Proteins

Ce sont des membres de la superfamille du TGF-p. Elles jouent un rdle dans le maintien et
la réparation de 1’0os et des autres tissus de I’adulte. Leur rdle dans les calcifications
vasculaires reste complexe. Lorsque les cellules musculaires lisses changent leur phénotype
contractile en phénotype synthétique, ils perdent leurs marqueurs musculaires lisses et entrent
dans une phase de prolifération. lls produisent alors des protéines de la matrice extracellulaire
et deviennent des cellules OBLike. La perte des marqueurs musculaires lisses est influencée
par les BMP : deux ont été largement étudiées la BMP-2 et la BMP-7. (Hruska et al 2005,
Shao et al 2006). La BMP-2 est impliquée dans la minéralisation (cf paragraphe ci-dessous) et
I’induction locale de I’inflammation. La BMP-7 semble retarder les calcifications vasculaires.

Si la BMP-2 est associée a une diminution des marqueurs musculaires lisses, la BMP-
7 a un effet contraire (Rennenberg et al 2010). Le mécanisme d’action différente des deux
molécules n’est pas encore bien connu. BMP-7 favorise la formation du tissu osseux et le
dépbt de phosphate dans le tissu osseux. Elle prévient ainsi des taux sériques hauts de
phosphate et des calcifications vasculaires. Dans I’insuffisance rénale chronique un certain
niveau de BMP-7 peut faire diminuer les calcifications vasculaires. Cependant, chez ces
patients, la BMP-7 (produite par le rein) est généralement basse (Mathew et al 2006). L’effet
protecteur contre les calcifications de cette molécule pourrait é&tre compromis entrainant une

calcification excessive.

e Ostéoprotégerine (OPG)

Comme nous ’avons déja vu, I’OPG est produite par différents tissus et notamment
par le systeme vasculaire. OPG est augmenté par les oestrogenes, le TGF-$ et la BMP-2. Son
taux sérique est diminué en d’augmentation du taux de PTH, de glucocorticoides, de
prostaglandine E2, d’insulin-like growth factor-1 et d’immunosuppresseurs. Les calcifications
vasculaires résultent de 1’équilibre naturel entre ’OPG et RANKL tout comme le remodelage
osseux (Figure 12). Une expression basse d’OPG conduit a une ostéoporose et des
calcifications vasculaires, alors qu’une forte expression entraine une ostéopétrose (Bucay et
al 1998, Collin-Odosby et al 2004). Cliniquement, des taux sériques hauts d’OPG sont
associés a I’athérosclérose ou des facteurs de risque de 1’athérosclérose, indiquant un role
compensateur de 1’¢lévation du taux d’OPG en réponse a I’athérosclérose. Ainsi I’OPG
pourrait diminuer les calcifications vasculaires (Collin-Odosby et al 2004, Knudsen et al

2003 , Kazama et al 2002).
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e Fetuin A

La Fetuin-A est une glycoprotéine sérique produite dans le foie et présente a hautes
concentrations dans le sérum (0,4-1 g/l) (Ketteler et al 2003). Son role a été largement étudié
dans I’insuffisance rénale terminale. Cette molécule n’est pas dialysable avec un poids
moléculaire de 56 kDa. Elle agit comme un agent négatif de la phase aigiie et comme un
puissant inhibiteur de calcifications (Ketteler et al 2003, Schafer et al 2003, Lebreton et al
1979). Avec la MGP, la Fetuin-A est capable de réaliser un complexe avec le calcium et le
phosphate qui transporte et élimine les sels insolubles de phosphate de calcium ; ce complexe
prévient ainsi les dépbts calcaires dans les tissus extra-osseux (Coen et al. 2006). Les souris
transgéniques Fetuin-A” présentent des calcifications extra-squelettiques, des tissus mous et
des artéres péri-vertébrales (Schafer et al 2003).

Chez les patients dialyseés, la Fetuin-A sérique est inversement proportionnelle avec le
nombre de calcifications de 1’artére coronaire (Moe et al 2005). Il a été démontré que des
niveaux bas de Fetuin-A étaient associés avec un haut risque de mortalité liée ou non aux
maladies cardiovasculaires (Ketteler M et al 2003, Stenvinkel et al 2005, Wang et al 2005).
Cet effet est partiellement médié par 1’inflammation, étant associé avec des taux sériques de

C-Reactive Protein (CRP) importants.

e Ostéopontine (OPN)

C’est une phospho-protéine acide extracellulaire. Les phosphosérines contenues dans
I’OPN sont responsables de leur forte affinité pour I’hydroxyapatite. L’OPN est présente dans
les tissus minéralisés comme 1’os et les dents. Les souris invalidées pour I’OPN présentent des
calcifications vasculaires (Speer et al 2002). L’OPN régule la minéralisation par deux voies :
elle inhibe d’une part la croissance des cristaux d’apatite et d’autre part stimule la fonction
ostéoclastique. Dans des arteres normales, ’OPN est absente, alors qu’elle est abondamment

présente dans la plaque calcifiée (Giachelli et al 2005).

e Pyrophosphate inorganique
Le pyrophosphate est un inhibiteur potentiel de la calcification vasculaire. 1l sert de
substrat a la phosphatase alcaline (ALP). Ses niveaux sont maintenus par 1’activité de la NPP1

(ecto Nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1) et par I’ANK (Pyrophosphate
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exporter ankyrin). Une déficience en NPP1 est associée avec une augmentation des
calcifications vasculaires dans la calcification artérielle infantile idiopathique. D’autre part,
une diminution de I’ANK potentialise la calcification vasculaire de type endochondral. Le
role du phyrophosphate dans la calcification vasculaire se fait par I’inhibition physiochimique
de la formation d’hydroxyapatite et en prévenant le dépot du tissu calcifié (Rennenberg et al
2010).

ii.  Protéines promotrices des calcifications artérielles

e BMP-2

L’expression de BMP-2 est retrouvée dans les myofibroblastes de 1’adventice artériel et
dans les cellules de la média. La production de BMP-2 dans la paroi du vaisseau peut étre
secondaire a un stress oxydatif, a une inflammation, a une hyperglycémie ou a un dépét de
lipides oxydés (Parhami et al 1997, Fukui et al 2003, Rifas et al 2003). L’expression de
BMP-2 est sous la dépendance de facteurs de transcription ostéogéniques tels Msx2, Cbfal ou
RUNX2 (Runt-related transcription factor 2) et osterix. Ceux-ci stimulent la différenciation de
cellules vasculaires multipotentes en cellules OBL. Ces cellules sont alors capables de
produire de la matrice osseuse (ossification intra-membraneuse) (Hruska et al 2005, Ahrens
et al 1993, Ghosh-Choudhury et al 2001) L’effet de BMP-2 sur la formation osseuse est
suggéré par le fait qu’elle soit modulée par la MGP (Zebboudj et al 2003, Bostrom et al
2001). La diminution d’expression de MGP par les cellules musculaires lisses ou une MGP
inactive pourrait inhiber I’action de la BMP-2 et donc étre favorable a I’apparition de
calcifications vasculaires. Dans ce contexte, I’activité de la BMP-2 est inhibée par Smad 6 qui
contrdle les voies de signalisation du récepteur & la BMP2. L’expression du géne Smad 6 est
limitée au tissu cardiaque et au systeme vasculaire. Son inactivation induit des calcifications
vasculaires, seulement dans les zones ou il est normalement exprimé, suggérant un role
modulateur de la BMP-2. Ainsi, des souris Smad6™ présentent des calcifications vasculaires
extensives de toutes les couches constitutives des vaisseaux ainsi qu’une métaplasie

chondroide de 1’aorte (Galvin et al 2000).

o RANKL

Comme nous I’avons déja vu, RANKL se lie a RANK, transmembranaire récepteur,

présent sur les ostéoclastes et ses précurseurs. L’action de RANKL peut étre bloquée par
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I’OPG, inhibiteur de la calcification vasculaire. Rappelons que RANKL est augmentée par la
lo25-dihydroxyvitamine D3, la PTH, les glucocorticoides, la prostaglandine E2,
I’interleukine la, le TNF-a, I’interleukine-6, 1’interleukine-11, I’interleukine-17, le calcium et
les immunosuppresseurs comme la cyclosporine A. Le RANKL est réduit par TGF-p
(Hofbauer et al 2001, Sattler et al 2004, Hofbauer et al 2004, Schoppet et al 2002). Son
implication suspectée dans le processus de calcification vasculaire est résumée dans la Figure
12.

e Hormone Parathyroidienne (PTH)
Cette hormone de 84 acides aminés synthétisée par les glandes parathyroides est la

principale hormone responsable de I’homéostasie calcique. En effet, elle agit a plusieurs
niveaux, pour augmenter la concentration plasmatique du calcium. Ainsi, sur le tissu osseux,
la PTH stimule la résorption osseuse en particulier par activation des ostéoclastes via la
production de RANKL par les ostéoblastes (Qin et al 2004). Sur le rein, la PTH provoque
I’excrétion urinaire de phosphore inorganique et la réabsorption des ions calcium. Enfin, elle
augmente 1’absorption intestinale de calcium et de phosphore (Poole et al 2005). Au niveau
du systéeme vasculaire, la PTH prévient les calcifications des CML en inhibant 1’activité

phosphatase alcaline. (Jono et al 1998).

e Vitamine D
Cette vitamine est synthétisée par la peau sous 'influence du soleil (rayonnements
UVB) ou peut étre administrée par voie orale. La provitamine D subit alors une
hydroxylation hépatique qui donne naissance au calcidiol (ou 25-hydroxyvitamine D) ou une
hydroxylation rénale qui aboutit au calcitriol (1,25-dihydroxy vitamin D), la forme active de
la vitamine D. La synthése du calcitriol rénal est sous le contréle de la PTH. Dans la
circulation sanguine, le calcidiol et le calcitriol sont liés a la DBP (vitamine D Binding
Protein) (Zittermann et al 2007). Des récepteurs a la vitamine D ont été mis en évidence dans
de nombreuses cellules parmi lesquelles les cellules musculaires lisses, les cardiomyocytes et
les cellules endothéliales (Towler et al 2005). Le traitement de 1’hyperparathyroidie
secondaire par le calcitriol peut exacerber les calcifications vasculaires dystrophiques. La
toxicité a la vitamine D est un modé¢le usuel animal d’induction de calcifications vasculaires

(Norman et al 2005).
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La figure 13 résume le role des principaux médiateurs de la formation des calcifications

vasculaires décrits ci-dessus.
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Figure 13 : Les différentes protéines impliquées dans les calcifications artérielles

(Rennenberg et al 2010). Les fleches bleues indiquent un effet inhibiteur sur la calcification artérielle. Les fléches
rouges indiquent un effet stimulant. La production de calcifications résulte d’un déséquilibre entre ces différentes molécules.
Le premier événement du processus est atteinte endothéliale qui permet le dépét de lipides en sous-intimal. La réponse
inflammatoire qui s’en suit induit la production de BMP-2. Si cela n’est pas contrebalancé par la MGP active (carboxylée),
les cellules vasculaires mésenchymateuses sont alors stimulées pour se différencier en cellules ostéoblaste-like.

L’intervention de I’ostéopontine, de I’OPG et de RANKL influence le niveau de calcifications.
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IV. Objectifs de la these

Actuellement, il est bien reconnu que I’homéostasie du tissu osseux est régulée en grande
partie par la triade moléculaire OPG/RANK/RANKL. En matiere de pathologie tumorale, la
dérégulation de cette triade moléculaire est responsable de 1’ostéolyse associée aux tumeurs
malignes et a leur développement en site osseux. Cette triade moléculaire
OPG/RANK/RANKL exerce, outre son implication dans le remodelage osseux, une activité
dans les systemes immunitaire et vasculaire expliquant ainsi son importance en immunologie,

en pathologie osseuse et vasculaire.

Cette these a pour objectifs d’approfondir les roles de cette triade moléculaire en
physiopathologie et notamment en pathologie vasculaire, plus spécifiqguement dans la genése
des calcifications artérielles au cours de ’athérosclérose. Au cours de celle-ci, la survenue de
calcifications est fréquente et de mauvais pronostic, indépendamment de 1’dge qui
naturellement augmente le risque de calcifications artérielles (Iribarren et al 2000). Ces
calcifications augmentent la dureté de la paroi artérielle et contribuent ainsi a I’hypertension
artérielle systolique, a 1’hypertrophie ventriculaire gauche, a 1’ischémie et a 1’insuffisance
cardiaque (Rennenberg et al 2010). Des travaux récents ont montré que le changement des
propriétés mécaniques de la plaque athéromateuse associ¢ a [Dinfiltrat inflammatoire
secondaire aux calcifications pouvait augmenter le risque de rupture de plaque et donc de
complications vasculaires (thrombose, embole, ischémie...) (Iribarren et al 2000, Vengrenyuk
et al 2006, Ehara et al 2004).

En France, le traitement endovasculaire représente actuellement 35% des gestes de
revascularisation artérielle périphérique et sa part ne cesse de croitre. L’angioplastie au
ballonnet et I’implantation d’un stent sont les principales techniques endovasculaires utilisées.
Cependant, les résultats du traitement endovasculaire sont limités par la survenue de resténose
liée a ’hyperplasie intimale. La survenue de resténose varie chez un méme patient selon la

topographie artérielle suggérant une hétérogeénéité des lésions selon leur localisation.

Les buts de cette thése a été :
1) de caractériser sur le plan morphologique les plaques athéromateuses selon leur
localisation (et plus spécifiquement carotide/fémorale) et de rechercher une différence de

calcifications suivant le lit artériel
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2) d’étudier le role des molécules impliquées dans la differenciation ostéoclastique et dans
la biologie de la cellule endothéliale : OPG/RANK/RANKL

Pour ce faire, un travail collaboratif a été initié en 2008 au CHU de Nantes entre les
services de Chirurgie vasculaire (Dr Y Gouéffic), de Neurologie (Dr F Herisson),
d’Endocrinologie (Pr M Krempf), le service d’Anatomie Pathologique (Dr MF Heymann) et
le laboratoire INSERM U957 (Pr D Heymann). Durant un an, une biocollection de tissus et
de prélévements sanguins a été organisée pour les patients opérés d’endartériectomie
fémorale et carotidienne. Cela a permis d’analyser comparativement les pieces
d’endartériectomie fémorale et carotidienne (en particulier analyse anatomopathologique et
des composantes minérale et lipidique) et de comparer les données cliniques et biologiques

des patients.
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Partie I : Athérosclérose et
calcifications artérielles
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I. Introduction :

Les pathologies cardiovasculaires représentent pour les pays industrialisés des codts
médico-économiques importants en terme de santé publique. Elles sont responsables
d’éveénements cardiovasculaires aigiis voire méme de déces. L’athérosclérose est une des
pathologies cardiovasculaires les plus répandues dont les répercussions cliniques sont tres
variables (infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral, embolie, thrombose, etc...).
Elle touche préférentiellement les artéres coronaires, carotides, 1’aorte ainsi que les arteres des
membres inférieurs. Elle atteint souvent plusieurs territoires de fagcon synchrone. Le taux de
morbidité et mortalité est alors augmenté (Sabouret et al 2008). Un certain nombre de facteurs
de risque sont connus pour accélérer les lesions vasculaires et les calcifications associées :
I’age, le tabagisme, 1’hypercholestérolémie, I’hypertension artérielle, la surcharge pondérale,

le diabéte et les antécédents familiaux.

1. Rappel histologique
La paroi artérielle normale est constituée de trois couches caractéristiques (Figure 14) qui

sont, de dedans en dehors :
e L’intima comportant un endothélium de cellules pavimenteuses et une couche
subendothéliale correspondant a du tissu conjonctif lache
e La média formée de cellules musculaires lisses orientées de facon circulaire et de
matrice extracellulaire
e L’adventice formée de tissu conjonctif propre
Les frontieres entre intima et média et entre média et adventice peuvent étre marquées par la
présence de lamelles élastiques (lames ou limitantes elastiques interne et externe). Des plus
grosses artéres jusqu’aux plus petites, on observe une graduation continue des caractéristiques
de la paroi. Les artéres sont classées en (1) arteres élastiques (artéres de conduction), (2)
artéres musculaires (artéres de distribution) et (3) artérioles, en fonction de leur diamétre,

de leur épaisseur et du composant prédominant de leur média. Cette classification n’est pas
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toujours aisee, certaines arteres etant a cheval sur le plan histologique entre une artére

élastique et une artere musculaire (Fawcett et al 2002).

Tissu conjonctif :]
et fibres musculaires avintice

Limitante élastique
externe Media

Cellules musculaires

Limitante élastique
Interne

Intima Tissu conjonctif

Endotélium :

unique couche

de cellules dans

Ia lumiére de l'artére

Artére de moyen calibre et ses trois tuni 1 Inti média, ad\

Figure 14 : Schéma d'une paroi artérielle normale

2. Athérome : une maladie inflammatoire

a) Quelques définitions

Le terme d’athérosclérose vient du grec athere (bouillie) et scleros (dur).
L’athérosclérose est définie selon ’OMS (définition n’ayant pas changé depuis 1957 !!I)
comme 1’association variable de remaniements de 1’intima des artéres de gros et de moyen
calibre consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissus fibreux et de dépots calciques, le tout s’accompagnant de
modifications de la média (campus d’Anatomie Pathologique). L’athérome ne représente

qu’une des Iésions élémentaires de 1’athérosclérose (cf Classification de I’AHA ci-dessous).

b) Histoire naturelle de la plaque

L’histoire naturelle de 1’athérosclérose (Figure 15) débute par la formation de lésions
précoces appelées stries lipidiques, visibles chez le jeune adulte. Le processus pathologique se
poursuit jusqu’a la formation d’une plaque athéromateuse fibro-lipidique. Celle-ci est definie

par ’accumulation intimale de cellules musculaires lisses (CML) formant une chape fibreuse,
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A) Strie lipidique

B) Plaque athéromateuse intimale avec atteinte segmentaire
C) Bouillie athéromateuse (macrophages spumeux a gauche, cristaux de cholestérol a droite)

D) Thrombus obstruant la lumiere artérielle

COQUE FIBREUSE
(celludos musculaites isses,
macrophages, celllles spuMmeuses

lymphocyias, col: elasine

protéoghycanes, n 1S
CENTRE NECROTIQUE
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-

Figure 16 : Schéma d'une plaque athéromateuse (Robbins et al 2010)
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en association a des dépots de lipidiques (LDL, cholestérol) et des macrophages spumeux : le
cceur lipidique ou bouillie athéromateuse (Figure 16). I s’en suit un rétrécissement de la
lumiére, ou sténose, ce qui entraine une diminution de I’irrigation, ou hypoxie, du tissu
correspondant. Un thrombus peut se former sur la plaque suite a la Iésion endothéliale.
Lorsque 1’obstruction de la lumiére du vaisseau est compléte, survient une ischémie

responsable de I’infarctus des tissus (nécrose) répondant a I’artére touchée.

Le comité international de I’AHA (American Heart Association) a proposé dans les
annees 1990 une classification reprenant les différents stades histopathologiques de la plaque
athéromateuse. Une modification de cette classification a été proposée en 2000 (Dalager et al
2007) (Tableau 3, page suivante).

c) Physiopathologie

Depuis Russel Ross (Figure 17), 1’athérosclérose est considérée comme une réponse
inflammatoire de la paroi artérielle a une agression. Les premiers signes apparaissent deés les
Iésions initiales, appelées stries lipidiques. L’étape la plus précoce du processus lésionnel
siége au niveau de 1’endothélium. Suite a une agression, I’endothélium perd ses propriétés
physiologiques (dysfonction endothéliale), devenant procoagulant (agrégation de plaquettes),
exprimant des molécules d’adhésion et permettant 1’influx de lipides, les LDL (Low Density
Lipoprotein). Dans la paroi, les LDL sont oxydés puis internalisés par les macrophages,
devenant des cellules spumeuses, gorgées de vésicules lipidiques. Ces cellules spumeuses
exercent un effet chimiotactique entrainant la migration de leucocytes dans la plaque. Cette
réponse inflammatoire provoque la migration et la différenciation des cellules musculaires
lisses au sein de I’intima. Ces derniéres perdent alors leur phénotype contractile pour acquérir
un phénotype synthétique produisant de la matrice extracellulaire, ceci conduisant a la fibrose.
En paralléle, débute la formation de néovaisseaux ou angiogenése intraplaque. Outre
I’accumulation de matériel lipidique et la prolifération des CML, 1’athérosclérose est
caractérisée par une forte implication immunitaire : les leucocytes et les cytokines
inflammatoires jouent un réle déterminant dans la genése des lésions athéromateuses et dans
leur progression faisant de I’athérosclérose une maladie inflammatoire a part entiére (R0sS et

al 1999, Ait Oufella et al 2011).
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Tableau 3 : Classification modifiée de I'AHA (Dalager et al 2007)

Stade Nom Caractéristiques histologiques Définition
0 Intima normale ou Pas de cellule spumeuse Pas de cellule spumeuse.
épaissie Epaississement intimal possible ou
infiltration lymphocytaire
| Lésions avec cellules Cellules spumeuses isolées Cellules spumeuses isolées
spumeuses
(Xanthome intimal)

1 Lésions avec cellules Couches de cellules spumeuses Couches de cellules spumeuses (= 2
spumeuses couches)
(Xanthome intimal)

11 Lésion intermédiaire Lipides extracellulaires avec peu ou | Accumulation mineure de structure
(épaississement intimal pas de cristaux de cholestérol ou de matériel non coloré remplagant
pathologique) la structure normale de 1’intima

v Plaque avec coeur Cceur lipidique extracellulaire ou Cavité non colorée sans matrice
lipidique bouillie athéromateuse extracellulaire, contenant des
(fibrous plaque atheroma) cristaux de cholestérol

\% Plaque avec cceur Ceeur lipidique extracellulaire + + hyalinisation (fibres
lipidique fibrose biréfringentes)

(fibrous plaque atheroma)

VI Plague compliquée Ulcération, hématome ou thrombose | Défect de surface, plaque

hémorragique ou thrombus luminal

VII Plaque calcifiée > 50% de la plaque est calcifiée > 50% de la plaque est calcifiée avec
(plaque fibrocalcique) ou sans cceur lipidique

VIl Plaque fibreuse Plaque fibreuse sans cceur lipidique Plaque fibreuse avec hyalinisation
(plaque fibrocalcique) sans ceeur lipidique (ou celui-Ci
totalement calcifié)

IX Occlusion chronique Artere occluse de fagon occluse Artére occluse par plaque et tissu
(occlusion totale) conjonctif, sans thrombus récent
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Plague rupture Thinning of fibrous cap Hamormage from plague
microvessels

Figure 17 : Les différentes étapes de I'athérogénese (Ross et al. 1999). (A): dysfonction
endothéliale (B) : strie lipidique (C) : lésion avancée avec formation de la chappe fibreuse (D) : plaque instable compliquée
avec rupture

d) Notion de plaque instable

Les manifestations cliniques en lien avec 1’athérome sont le fait de complications
aigues ou chroniques de la plaques athéromateuse. En effet, une plague dite instable ou
vulnérable peut brutalement se compliquer, s ulcérer, provoquant ainsi une thrombose et/ des
embolies. Les plaques instables sont caractérisées par une chape fibreuse fine (thin-cap
fibrous atheroma ou TCFA en anglais) mesurant moins de 65um, infiltrée de macrophages, de
lymphocytes, et si¢ge d’une néovascularisation; les CML sont peu nombreuses voire
absentes. Le cceur lipidique est de grande taille (Finn et al 2010). La plaque instable se
différencie de la plaque compliquée ou rompue par un cceur lipidique statistiquement plus

petit, un infiltrat macrophagique moins abondant dans la chape fibreuse et moins de
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calcifications. La quantit¢ de macrophages chargés d’hémosidérine est également moins

important (Virmani et al 2006).

3. Artériopathie périphérique et athérome

L’artériopathie périphérique est la résultante d’un ensemble de mécanismes pathologiques
conduisant au rétrécissement du calibre artériel (sténose) ou a sa dilatation (anévrisme). Le
caractére périphérique fait référence a ’aorte et ses branches a 1’exclusion des artéres
coronaires. L’artériopathie périphérique représente un véritable probleme de santé publique,
touchant de 3 a 10% de la population dans les pays occidentaux et jusqu’a 15% de la
population agée de plus de 70 ans. Elle est la principale cause d’accidents vasculaires
cérébraux (AVC) et d’amputation conduisant a une détérioration majeure de la qualité de vie
et de ’autonomie. De plus, I’artériopathie périphérique est reconnue comme marqueur de
gravité de la maladie athéromateuse. Récemment 1’¢tude BASIL, a montré que plus de 50%
des patients présentant une ischémie critique des membres inférieurs étaient décédés a trois
ans. La principale étiologie d’artériopathie périphérique est [’athérosclérose. Sa
physiopathologie et ses facteurs de risques sont les mémes que se soit au niveau coronaire ou
au niveau périphérique. En raison de la forte prévalence de la coronaropathie, les efforts de
recherche ont longtemps porté sur 1’é¢tude des coronaires et il existe encore peu de données

spécifiques a I’artériopathie périphérique.

4. Projet ECLA : Etude Comparative des Lésions Athéromateuses

En France, le traitement endovasculaire représente actuellement 35% des gestes de
revascularisation artérielle périphérique et sa part ne cesse de croitre. L’angioplastie au
ballonnet et I’implantation d’une endoprothése meétallique (stent) sont les principales
techniques endovasculaires utilisées. Cependant, les résultats du traitement endovasculaire
sont limités par la survenue de resténose. Cette resténose varie chez un méme patient selon la
topographie artérielle suggérant une hétérogenéité des lésions selon leur localisation. Par
exemple, la fréquence de resténose a un an apres angioplastie au ballonet associée ou non a
I’implantation d’une endoprothése métallique (stent) est de 6 @ 9 % au niveau carotidien et
entre 30-40% au niveau fémoral superficiel (Lal et al 2003, Schillinger et al 2006). La
cinétique de resténose est également différente selon le lit artériel. En effet, le taux de

resténose maximum serait de atteint au bout de six mois pour les arteres coronaires (Kastrati
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et al 1993) alors que le plateau de resténose se situe a 12 mois pour les arteres fémorales
(Schillinger et al 2007). Enfin, le lit artériel traité a un impact sur I’effet des stents actifs. En
2001, Morice et collaborateurs rapportaient une absence totale de resténose coronaire 9 mois
aprés I’implantation d’un stent actif (Morice et al 2002). Jusqu’a peu de temps, les stents
actifs n’avaient pas fait preuve de leur efficacité pour réduire la resténose intra-stent dans les
artéres périphériques. Toutefois, Lammer et collaborateurs ont montré récemment 1’efficacité
du stent autoexpansif Dynalink nitinol (Abott Laboratoires) associé a 1’everolimus (drogue
anti-proliférative) sur la resténose de 1’artére fémorale (Lammer et al 2011).

C’est dans ce contexte qu’a été ¢laboré le projet ECLA (Etude Comparative des Lésions
Athéromateuses) visant a comparer sur le plan histologique des piéces d’endartériectomie

carotidiennes et fémorales humaines, travail encore non réalisé a notre connaissance.

Les objectifs du projet étaient de :

a) caractériser les plaques athéromateuses selon leur localisation, avec analyse

comparative des composantes minérales et lipidiques

b) comparer les données cliniques, biologiques des patients

Pour ce faire, entre février 2008 et fevrier 2009, il a été réalisé une biocollection de
plaques athéromateuses a partir de pieces d’endartériectomie fémorale et carotidienne. Les
patients étaient tous agés de plus de 18 ans. Les plaques carotidiennes étaient opérées a un
stade de sténose serrée (>70%) de novo de la bifurcation, symptomatique ou asymptomatique.
Les plaques fémorales correspondaient a des lésions symptomatiques du trépied fémoral
(stade 3, 4, 5 et 6 de la classification de Ruhterford).

Pour chaque patient, les données cliniques étaient collectées, et des prélevements
sanguins réalisés (notamment bilan phospho-calcique et lipidique). Sur le plan histologique,
les plaques ont été typées selon la classification AHA et avec étude comparative des
composantes minérale et lipidique. Enfin, un dosage de la teneur en cholestérol des plaques a
été réalisé. A terme, la perspective de cette étude etait de mieux definir les indications, les
techniques et les résultats du traitement endovasculaire selon la topographie Iésionnelle et la

nature de la plaque athéromateuse
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II. Article 1

Herisson F*, Heymann MF*, Chétiveaux M, Charrier C, Battaglia S, Pilet P,
Rouillon T, Krempf M, Lemarchand P, Heymann D, Gouéffic Y.

Carotid and femoral atherosclerosis plaques show different morphology.
Atherosclerosis 2011, 216: 348-354.

* Contribution identique

Les résultats de I’endartériectomie varie en fonction du site artériel incriminé (voir
paragraphe ci-dessus). Le but de ce travail était de montrer que ces différences de résultats
pouvaient étre en relation avec la structure histologique de la plaque athéromateuse, en
s’appuyant sur une étude prospective  avec analyse histologique comparative. Une
biocollection de pi¢ces d’endartériectomie prélevées au niveau fémoral et carotidien a été
réalisée avec données démographiques et prélevements sanguins associés. Cette étude a
rassemblé 45 plaques carotidiennes et 43 plaques fémorales. Aucune différence sur le plan
démographique (age, sexe, risques cardiovasculaires, maladie coronaire, insuffisance rénale,
prise de statines ou de traitement anticoagulant) et biologique notamment sur le bilan
lipidique et phosphocalcique n’a été notée entre les deux groupes. Exception faite, le taux de
vitamine D était plus bas pour les patients avec endartériectomie fémorale (p<0.05). En ce
qui concerne les résultats morphologiques, les plaques carotidiennes  étaient plus
fréquemment fibrolipidiques (stades IV et V de I’AHA) et ceci dans 75% des cas alors que les
plaques fémorales étaient plus fibrocalcaires (stades VII et VIII de I’AHA) dans 93%. Cette
différence était statistiguement significative avec p<0.001. A sein des plaques, quatre types de
calcifications ont été observées : le type lamellaire, nodulaire, a centre clair et de la métaplasie
ostéoide. Les calcifications lamellaires et nodulaires étaient plus fréquentes pour les plagues
fémorales (86% versus 62% et 84% versus 58%) comparées aux carotides. Le type a centre
clair était observé de facon équivalente au niveau des deux sites. Les plaques fémorales
présentaient plus fréquemment de la métaplasie ostéoide (63% versus 20%). Sur le plan de
I’infiltrat inflammatoire, les plaques carotidiennes présentaient un infiltrat inflammatoire riche
en macrophages (CD68+), plus abondant que les plaques fémorales : en effet, le pourcentage
moyen de macrophages au sein des plaques carotidiennes était de 15.2+3.14% versus
6.13+2.2% (p<0.05). Les analyses biochimiques des plaques étaient en accord avec les
résultats histologiques : les plaques fémorales comportaient plus de calcium et moins de

cholestérol que les plaques carotidiennes.
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En conclusion, les plaques athéromateuses carotidiennes et fémorales montrent un
aspect morphologique et une composition biochimique différents (plus de calcifications pour

les fémorales et plus de lipides et d’infiltrat inflammatoire macrophagique pour les carotides).
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ABSTRACT

Objective: Results of endovascular repair vary according to the arterial bed. We hypothesized that these
differences may be related to the plaque features. To explore this hypothesis, we designed a prospective
study that compared carotid and femoral atheroma.

Methods and results: Patients that underwent femoral or carotid endarterectomy were included in our
study. Demographic data and blood sampling were obtained prior to surgery. Plaques were evaluated for
AHA grading, calcification and lipid content. Eighty-eight plaques were harvested during this study (45
carotid specimens and 43 femoral specimens). No differences were noted between carotid and femoral
groups regarding demographic and biological data. Histological data more frequently showed fibrous cap
atheroma in carotid arteries (75%) and fibrocalcific plaques in femoral arteries (93%), p <0.001. Morpho-
logical analyses showed a high prevalence of osteoid metaplasia in femoral arteries (63%) compared to
carotid arteries (20%, p<0.001). Biochemical analyses were consistent with histological data, showing
higher calcium and lesser cholesterol concentrations in femoral than in carotid plaques (p <0.01).
Conclusions: Femoral and carotid plaques showed different morphology in comparable groups of patients.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The definition of peripheral arterial disease (PAD) broadens
towards a diverse group of disorders that lead to narrowing of
supra-aortic trunks, aorta, upper and lower extremities arteries,
and visceral arteries. PAD is a highly prevalent public health prob-
lem and is related to atherosclerosis. PAD has been classified as
a coronary artery disease equivalent, meaning that patients with
a diagnosis of PAD carry a risk for major coronary events equal
to established coronary artery disease [1]. Given the high preva-
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lence of coronary disease, research has focused for a long time on
coronary arteries and little is known about the specificities of PAD.

Currently, more and more studies show different results after
endovascular treatment of PAD according to the arterial bed. For
instance, in-stent restenosis rates differ according to the arterial
bed. In-stent restenosis following carotid stenting is reported to
occur in less than 10% of cases [2], whereas it occurs in up to 40%
of superficial femoral artery cases [3]. In-stent restenosis follow-
ing coronary stenting is reported to be in the range of 10-15% [4].
However, stenting of lower extremities arteries is not as effective
as stenting of coronary arteries since high rates of restenosis are
observed in the range of 30-50% [5]. Moreover, the efficacy of drug
eluting stents (DES) differs according to the arterial bed. In 2001,
Morice et al. reported 0% of coronary in-stent restenosis at 9 months
[6]. For peripheral arteries, DES have not shown to decrease in-stent
retenosis in comparison to bare metal stents [7].

Even if numerous factors such as the hemodynamic factors, the
length of the lesion, the run-off could alter the restenosis rate, some
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studies have shown that the nature of the atheromatous plaque
could be also a crucial factor of in-stent restenosis [8,9]. For exam-
ple, different studies have observed by intravascular ultrasound
that soft atheromatous plaques are associated with a higher risk of
in-stent restenosis [10]. However, these studies did not identify the
components of the plaque. Few studies have characterized athero-
matous plaques according to the arterial bed. Some studies used
non-invasive arterial assessment to evaluate calcification accord-
ing to the arterial bed. CT scan for arterial calcium assessment is
a non-invasive way of obtaining information about the presence,
location and extent of calcified plaques in the arteries [11,12]. These
studies have shown that calcification increases in older patients and
varies according to each arterial bed. Furthermore, histopathologi-
cal studies have noted the presence of osteoid metaplasiain a range
of 9-13% of carotid plaques [13].

To our knowledge, no previous study has compared advanced
atherosclerotic lesions between different types of peripheral arter-
ies. This study was designed to test the hypothesis of the existence
of heterogeneity of atheroma expression among peripheral arteries
such as carotid and femoral arteries.

2. Materials and methods
2.1. Patients

From February 2008 to June 2009, atheromatous plaques were
harvested from patients undergoing carotid or femoral endarterec-
tomy at the department of vascular surgery of the Nantes University
Hospital. Patients suffering from non-atherosclerotic peripheral
arterial disease, thrombosis or restenosis, and patients who could
not give their written consent were excluded. Demographic and
clinical data were collected, including age, gender, treatment, car-
diovascular risk factors, the presence of coronary artery disease or
renal failure was documented. Prior to surgery, blood specimens
were collected for lipid balance and phospho-calcic metabolism.
Sample collection and handling was performed in accordance with
the guidelines of the Medical and Ethical Committee in Nantes,
France, and a written informed consent was requested for each
patient.

2.2. Tissue sampling

Endarteriectomies were performed on a consecutive series of
patients using conventional surgical techniques. The plaque was
removed at the bifurcation from within the lumen as a single spec-
imen. All plaques were divided into 4 equal parallel sections. One
part was processed for histological analysis, one section for scan-
ning electron microscopy, and the last sections for lipid and calcium
quantitative measurements.

2.3. Histology processing

Atherosclerotic plaques were immediately fixed in 10% formalin
overnight and decalcified in Sakura TDE 30 fluid during 24 h. They
were embedded in paraffin. Sections (4 pm thickness) were stained
with hematoxylin eosin (HE) added with safran. Lipid staining was
obtained with Oil Red O for esterified lipids and filipin (filipin com-
plex, F9765, Sigma-Aldrich, Poole, UK) for non-esterified lipids on
frozen sections of 4 wm as described by Kruth [14].

2.4. Histological grade of the atherosclerotic plaque

The sections were graded according to a slightly modified AHA
classification [15]. Modified AHA classification is based on the 9
categories, of which 6 correspond to atheromatous plaques, type
IX specimen (occlusion) were excluded from the study. Briefly

these categories include fibrous cap atheroma (type 1V), fibrous
cap atheroma associated with fibrosis (type V), fibrocalcific plaque
with more than 50% of plaque area calcified (type VII), fibrocalcific
plaque that is mainly fibrous without a lipid core (type VIII). Com-
plicated plaques (type VI) were not taken into account since we
were interested by rating the underlying plaque [15,16]. Inflam-
matory status of the plaque was determined semi quantitatively
by the average number of macrophages stained by CD68 per mm?
in the most representative part of the plaque and the percentage of
CD68 stained area within the entire plaque.

2.5. Immunochemistry

Immunohistochemistry was performed on adjacent deparaf-
finized sections. Sections were incubated with 3% hydrogen
peroxide to block endogenous peroxidase and the non specific
bindings were blocked in 4% bovine serum albumin. Monoclonal
antibodies directed against (1) CD68, a marker of macrophages
(dilution 1/60; 2165 Immunotech, Marseille France); (2) CD31, a
marker of endothelial cells (dilution 1/20; M823, Dako Ltd., Ely, UK);
(3) smooth muscle-actin (prediluted, A2547, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Biotinylated polyclonal anti-mouse
secondary antibody and peroxidase-conjugated streptavidin were
applied for 1 h each with the use of the extravidine peroxidase for
30 min and then revealed with an AEC staining kit (Sigma-Aldrich).
Preparations were counterstained with HE. A negative control was
analyzed using a similar procedure excluding the primary antibody.

2.6. Quantitative measurements of calcium and lipids within the
plaque

Exact amounts of tissue samples, 30-50 mg each, were carefully
weighted, 5-a cholestane added for internal marker, homoge-
nized with chloroform/methanol (2:1), and the homogenate was
extracted two times with the mixture. The extract was evap-
orated and was saponified 1h at 70°C. Sterols were extracted
with cyclohexane. After evaporation, sterol fractions were sily-
lated. Cholesterol was quantitated with gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). The values are given as mg/g of tissue. For
analysis of calcium, 50 samples were first dehydrated. After car-
bonization (550°C, 12h) ashes were dissolved in 1ml of nitric
acid and then 24ml of 1% lanthanum oxide (LaCls). Calcium
absorbance was then determined by atomic absorption spec-
troscopy at 422.7 nm using a calcium lamp (Unicam Solaar 989
Atomic Absorption Spectrometer, Cambridge, UK) and compared
to a standard curve constructed using known dilutions of a solu-
tion of 1000 pg/ml Ca in 1% LaCls. Quantitative measurements were
expressed in milligrams for gram of dried tissue. For some sam-
ples the length of the arterial segment available was not sufficient
to perform all analyses, such specimens did not represent specific
subgroup analysis.

2.7. Scanning electron microscopy (SEM)

GMA-embedded plaques (10 carotid and 8 femoral specimens)
were polished with graded silicon carbide grinding paper (Struers
Denmark) and then gold-palladium-coated on a Desk III (Den-
ton Vacuum, Moorestown, USA). SEM studies were performed
with backscattered electrons (Leo 1450 VP, Zeiss, Oberkochen,
Germany). Phospho-calcic ratios were determined by energy dis-
persive system X ray analysis (Inca Oxford instrument, UK).

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 10.0 software.
Comparison of the data was assessed by either the Chi Square test
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Table 1 801

Clinical presentation and delay to surgery of the seven symptomatic carotid patients. [ AY)
Symptoms Type Delay to surgery (days) 60- av
Hemiparesis Infarction 147 &= Vil
Aphasia and Infarction 118 & Vil

brachiofacial paresis

Brachiofacial paresis Infarction 58

Facial paresis Infarction 40

Amaurosis fugax Transient 120
ischemic attack

Brachiofacial paresis Infarction 15

Aphasia and Infarction 15

brachiofacial paresis

or the two-sample Student’s t-test. For phospho-calcic ratio analy-
sis, non-parametric the Mann and Whitney test was used. p <0.05
was considered significant.

3. Results
3.1. Baseline characteristics

Eighty-eight patients were enrolled in the study; 45 under-
went carotid endarteriectomy (mean age 69.7 &+ 1.65 years, range
36-84) and 43 underwent femoral endarteriectomy (mean age
69.2 +1.5years, range 59-85). In carotid endarteriectomy spec-
imens, 7 and 38 patients were respectively symptomatic and
asymptomatic. The clinical presentation of symptomatic patients
was detailed in Table 1. A comparison of baseline clinical and
biological preoperative data is shown in Table 2. There was no sig-
nificant difference between the two groups in terms of age, gender,
cardiovascular risk factors, coronaropathy disease, renal failure,
statins, antiplatelet therapies and vitamin K antagonists (p=NS).
Lipid and phosphocalcic parameters were similar in both groups of
patients, regardless of vitamin D level, which was lower in patients
with femoral endarteriectomy (p <0.05).

3.1.1. AHA specimen classification

The histological analysis according to AHA modified classifica-
tion for human femoral and carotid plaques is shown in Fig. 1.
Seventy-five percent of carotid plaques were classified as fibrous
cap atheroma (types IV and V) versus 7% of the femoral plaques
(p<0.001). On the other hand, 93% of femoral plaques were classi-
fied as fibrocalcific plaques (types VII and VIII) versus 25% of carotid
plaques (p <0.001).

AHA type distribution (%)
.

]

carotid plaques

femoral plaques

Fig. 1. Histological classification of carotid and femoral plaques according to a
slightly modified AHA classification (15). Types IV and V are defined as fibrous cap
atheroma. Types VII and VIII are defined as fibrocalcific plaques.

3.1.2. Femoral and carotid plaques display different mineral
patterns

Sampling of human atherosclerotic plaques from patients
undergoing carotid or femoral endarteriectomy indicated the pres-
ence of 4 types of calcifications: sheetlike calcification, nodular
calcification, clear centre calcification and osteoid metaplasia.
Sheetlike calcification was defined as a calcification front within
fibrosis, surrounded by numerous calcified micronodules (Fig. 2A
and E). Nodular calcification was characterized by numerous strat-
ified deposits of calcification with multinodular edges, consistent
with an aggregation phenomenon, and the presence of very few
cells (Fig. 2B and F). Clear centre calcification consisted of vesicle-
like structure outlined with calcium deposits (Fig. 2C and G). The
last type of calcification was osteoid metaplasia that consisted of
mature bone with typical lamellar structure and often bone mar-
row (Fig. 2D and H). The prevalence of each type of calcification was
compared (Fig. 3A). Femoral plaques exhibited significantly more
sheetlike calcification (86% vs. 62%; p<0.05) and nodular calcifi-
cation (84% vs. 58%, p<0.01) when compared to carotid plaques.
The clear centre calcification prevalence was similar between both
specimen types. Femoral plaques more often displayed osteoid
metaplasia (63% vs. 20%, p<0.001) when compared to carotid
plaques. We noticed that osteoid metaplasia always developed in
deep regions of the intimal layer, close to the media and vasa vaso-
rum (data not shown). Histological analysis of sampling of femoral
and carotid plaques did not indicate higher density of calcium in
the outer part of the media. Twenty-seven carotid specimens and
23 femoral specimens were analyzed to determine the calcium level

Table 2
Baseline characteristics, treatment and biomarkers according to atheromatous plaque location.
Carotid plaques (n=45) Femoral plaques (n=43) p

Demographic data and medical history?
Age,y 69.7 (£1.65) 69.2 (£1.5) 0.8
Male, % (n) 71.1(32) 86 (37) 0.12
Hypertension, % (n) 88.9 (40) 81.4(35) 0.32
Diabetes, % (1) 17.8 (8) 20.9(9) 0.71
Hypercholesterolaemia, % (1) 82.2(37) 83.7 (36) 0.85
Smoking, % (n) 71.1(32) 72.1(31) 0.92
Body mass index, kg/m? 26.5(+0.7) 26.4 (+0.6) 0.92
Coronaropathy, % (n) 55.6 (25) 53.5(23) 0.85
Renal failure, % (n) 489 (22) 41.9(18) 0.51
Medications?
Statins, % (n) 84.4(38) 76.7 (33) 0.36
Vitamin K antagonists, % (1) 22(1) 4(9.3) 0.15
Antiplatelet agents, % (n) 100 (45) 93 (40) 0.11
Biomarkers?
LDL-C (g/L) 1(£0.05) 0.94 (+0.05) 0.36
Vitamin D (ng/mL), 17.7 (£1.58) 12.26 (+£1.06) 0.006
PTH (pg/mL) 51.96 (+4.26) 54 (£3.55) 0.71
Ionised calcium (mmol/L) 1.24(£0.01) 1.22 (+£0.01) 0.3

2 Clinical characteristics ‘medications’ and ‘biomarkers’ are expressed as mean & SEM or % (n). LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol.
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Fig. 2. Hematoxylin eosin and safran (HES) staining and scanning electron microscopy (SEM) backscattered electron images. (A) HES stain, original magnification 200x,
sheetlike calcifications. (B) HES stain, original magnification 200 x, nodular calcifications. (C) HES stain, original magnification 400x, clear centre calcifications. (D) HES stain,
original magnification 100x, osteoid metaplasia. (E) SEM, original magnification 1000x, sheetlike calcifications (F) SEM, original magnification 500x, nodular calcifications
(G) SEM, original magnification 1000x, clear centre calcifications (H) SEM, original magnification 250x, osteoid metaplasia.

within the plaque. Femoral plaques displayed significantly higher
amounts of calcium (194 +33 mg/g vs. 85+ 16.2 mg/g; p<0.01) as
compared to carotid plaques (Fig. 3B). The phospho-calcic atomic
ratio determined by SEM was similar in carotid (1.89 +0.05) and
femoral plaques (1.85+£0.34), p=0.11. These results are consistent
with the presence of hydroxyapatite cristal.

CD31 and smooth muscle-actin immunostaining were not dif-
ferent between atherosclerotic plaques from patients undergoing
carotid or femoral endarteriectomy.

3.1.3. Carotid plaques display more lipid and inflammation
patterns than femoral plaques

We observed intra- and extracellular lipid deposits within
the plaque. Non esterified cholesterol was found within the
macrophages (Fig. 4A). Results for quantitative analyses are shown
in Fig. 4B. Total cholesterol values differed significantly between
carotid and femoral plaques. Mean cholesterol levels were higher in
carotid plaques compared to femoral plaques (39.85 £+ 5.6 mg/g vs.
10.54+1.79mg/g; p<0.001). Concerning the distribution of inflam-
matory cells, twenty carotid and femoral specimen were analyzed.

The mean total percentage of macrophage area was 15.24+3.14%
within carotid plaques versus 6.13 +2.2% within femoral plaques
(p<0.05) (Fig. 5A). Carotid plaques (Fig. 5C) showed a higher
content of CD68 positive cells in relation to the total section
area than femoral plaques (Fig. 5D): 310.5+49.15/mm? versus
174.5+39.75/mm?, p <0.05 (Fig. 5B).

4. Discussion

In this study we have observed that, in comparable groups of
patients, femoral and carotid plaques showed different morphol-
ogy.Indeed, carotid arteries displayed more lipid and inflammatory
content than femoral arteries while femoral arteries were more
prone to calcify and to develop osteoid metaplasia.

Site specificity for atherosclerosis is largely described. Numer-
ous factors could influence regionally distinct atherosclerotic lesion
development and therefore morphology of atheromatous plaques.
Site-selectivity of atherosclerotic lesions includes differences in
hemodynamics, the underlying wall structure, cardio-vascular risk
factors and cellular or biochemical parameters of the arterial wall.
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A 1007 * B3 nodular react differently to cardiovascular risk factors [20]. Like coronary
a0l — 3 sheetlike artery lesions, PAD is influenced by cardio-vascular risk factors.
3 «+  ER clear centre qu in.stance, Baumgartner et al. have descriped a different dis-
8 60 osteoid metaplasia tribution pattern of lower limb atherosclerosis according to the
H ‘ cardiovascular risk factor profile of patients with peripheral arterial
= [ carotid plaques . . . -
S 404 occlusive disease [21]. Risk factor profiles for each vascular terri-
2 B femoral plaques . . - .
= -] tory are different insofar as there is some evidence of a stronger
association between large vessel disease and smoking and dyslipi-
0 demia, whereas diabetes appears more specific for small vessel
B P disease. In their study, patterns of plaques were not described.
250+ . . . .
- Different studies have already reported cellular or biochemical
2 200- _I_ variations in the arterial wall. To test the hypothesis of intrinsic
= differences in the artery wall, Haimovici et al. used aortic homo-
2180 graft transplantation to examine the responses of different aortic
E segments to a high fat atherogenic diet. Aortic segments in dogs
E 100 I from atherosclerosis-resistant thoracic aorta were transplanted
S 504 into atherosclerosis-susceptible abdominal aorta and vice versa.
S After 1 year, the authors observed that atherosclerosis-resistant

carotid ;'alaques
(n=27)

femoral plaques
(n=23)

Fig.3. Qualitative (A) and quantitative (B, expressed as mean &+ SEM) assessments of
mineral patterns in carotid and femoral plaques. 'p<0.05, “p<0.01,and "p<0.001.

Site-specific arterial wall structure could have a potential influ-
ence. However, carotid and femoral artery bifurcations are both
considered as a transitional zone between elastic and muscular
artery types without striking arterial geometry differences [17].
Regarding blood flow patterns, this varies in different regions
in quantitative detail and these variations could have a com-
plex effect on the development of atherosclerosis. For example,
peak/mean wall shear rates are higher in carotid arteries than
in femoral artery [18]. Blood flow variations may influence the
relative residence time of lipoproteins, blood borne molecules
and inflammatory cells that come in contact with the endothe-
lial cells in each of these regions [19]. On the other hand, the
hemodynamic patterns may prime the gene expression profile
of endothelial cells in subtle different ways so that these cells
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carotid lplaques

(n=45) (n=43)

L]
femoral plaques

segments transplanted into atherosclerosis-prone positions in the
abdominal aortaremained lesion free even though abdominal aorta
flanking the transplanted thoracic segment developed severe aortic
atherosclerosis. In the same animals, atherosclerosis-prone seg-
ments transplanted into atherosclerosis-resistant positions still
developed severe aortic atherosclerosis even though the flanking
thoracic aorta was lesion-free [22]. The diversity of the origins of
vascular cells could provide explanations about how blood ves-
sels differ from one another and why they respond in disparate
ways to common risk factors associated with vascular disease.
Indeed, Majesky emphasizes that smooth muscle cell arise from dis-
tinct sources of progenitors, each with its own unique lineage and
developmental history and consequently participate to the vascular
bed-specific patterns of atherosclerosis [23].

In the present study, the calcium content was higher in femoral
plaques thanin carotid plaques although the phospho-calcic atomic
ratio was similar between both types of plaques. There is no evi-
dence for higher prevalence of Monckeberg’s disease in femoral
versus carotid specimens in our study. Nevertheless, Mdnckeberg’s
sclerosis is common in peripheral artery it could be difficult to
distinguish Monckeberg’s lesions from advanced atherosclerotic

Fig. 4. (A) Lipid staining was obtained with filipin and macrophages were stained by a monoclonal antibody directed against CD68. (B) Quantitative measurements of
cholesterol within carotid and femoral plaques were expressed in milligrams per gram 4 SEM of dried tissue. ***p <0.01.
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Fig. 5. Quantitative measurements of macrophages within carotid and femoral arteries (A and B) *p <0.05. (C) Example of CD68 staining of a carotid specimen, original
magnification 50x. (D) Example of CD68 staining of a femoral specimen, original magnification 50x.

lesions [24]. CT scan for arterial calcium is a non-invasive tool for
obtaining information about the presence, location and extent of
calcified plaques in the arteries [11]. The findings on CT scans are
expressed as a calcium score. These studies have shown that calci-
fication varies according to each arterial bed. For example, calcium
scoring was higher in iliac arteries than in carotid arteries. Differ-
ences in the content of calcium according to the arterial region is
consistent with the histological grading that showed that femoral
plaques are classified as fibrocalcific (VII and VIII types) whereas
carotid plaques are classified as fibrous cap atheroma (IV and V
types). In an autopsy study, Dalager et al. analyzed the coronary,
carotid and superficial femoral arteries from 100 individuals [15].
They clearly showed the artery related differences in phenotypic
expression of atherosclerotic plaques. In the bifurcated carotid
region most of the plaques were lipid core plaques (types IV and
V) and more than half of femoral plaques were classified as fibrous
type VIII lesions. In another autopsic study, Sawabe et al. revealed
that the severity of atherosclerosis differed among arteries. They
observed that the aorta and arteries of the lower extremities were
severely affected, while the abdominal arteries, such as the splenic
and superior mesenteric arteries, were mildly affected [25]. Initi-
ation and rate of lesion progression should be taken into account
to interpret the histological grading related differences. Indeed our
analysis is confined to a single point and assumes a similar rate of
atheromatous disease progression in each plaque location. More-
over, Stary showed that the natural trend of the plaque was toward
a fibrocalcific phenotype [26]. According to Dalager et al. carotid
plaques seem to be observed sooner than femoral plaques with
a prevalence of lipid core plaques [15]. Consequently, these find-
ings suggest the hypothesis of different kinetics of progression of
atheromatous plaques according to the arterial region, however to
date no data are available on this matter.

Femoral plaques exhibit significantly more sheetlike calcifi-
cation, nodular calcification and osteoid metaplasia than carotid
plaques. The most striking difference between both types of
plaquesisrelated to the prevalence of osteoid metaplasia in femoral
plaques. Up to date, different studies reported the presence of both
cartilaginous and bone formation in atheromatous plaques but few

studies reported prevalence of osteoid metaplasia in peripheral
arteries [13,27,28]. In carotid arteries, the prevalence of ossification
was evaluated approximatively between 9% and 13% [13,28]. These
data are consistent with our own results. The origin of this patho-
logical change has been attributed to metaplastic osteogenesis
along an endochondral pathway [29]. Although we have punc-
tually found cartilage tissue in our specimens (data not shown),
membranous ossification could not be excluded. In membranous
ossification bone is built via the differentiation of mesenchymal
cells in osteoblasts that product osteoid matrix that is further min-
eralized.

We observed a significant increase of the serum level of vitamin
D in the patients from the carotid group although all levels were
clearly under normal values in both groups. It is clear that vitamin
D could influence PAD because of its effect on target cells and tis-
sues [30]. However, there is controversy concerning the action of
vitamin D on arterial calcification in humans. Even though vitamin
D promotes calcifications in vitro [31], in clinical studies authors
reported either no effect or an inverse relationship between vita-
min D levels and vascular calcification [32-34].

The present study is a cross-sectional study of carotid and
femoral plaques obtained from different patients at a single point in
time. Consequently, we cannot rule out a bias created by harvesting
carotid and femoral plaques in different patients. Indeed, in order
to obtain a better matching, carotid and femoral plaques should
be harvested in the same patient. Obviously, few patients require
both femoral and carotid endarterectomy at a single point in time.
Although we can only postulate that the observed lesions represent
the late plaque lesion, further studies of plaques are needed with
a wide range of disease severity to further define plaque morphol-
ogy, cellular and molecular factors involved in progression from
the apparent early lesion to clinically significant artery stenosis.
Furthermore, factors such as the delay between symptoms onset
could influence plaque type. These factors differ between groups
and could be a limit to this study. In carotid arteries, surgery is
requested for different degree of stenosis according the symptoma-
tology [35]. Moreover, in symptomatic carotids, it is recommended
to undergo surgery in the 15 days following the onset of symptoms
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[35]. For femoral arteries, each patient underwent conservative
therapy combined at least for 3 months before surgical procedure
but the delay prior to surgery differs a lot between each patient
according their clinical history.

The results of this study demonstrate that femoral and carotid
plaques show different morphology at a single point in time. Mech-
anisms and clinical implications of atheroma plaques heterogeneity
within the arterial tree should be investigated for a better under-
standing of the characteristics of the arteries and to choose the
best medical, endovascular or surgical option to treat atheromatous
lesions.
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I1I. Discussion

Ce travail a donc permis de montrer la différence de morphologie entre deux lits artériels
siége de l1ésions d’athérosclérose. Les plaques fémorales sont trés calcifiées avec trés souvent
métaplasie ostéoide alors que les plaques carotidiennes sont plus inflammatoires, avec
présence de nombreux macrophages et contiennent plus de structures lipidiques. Comment

expliquer cette différence morphologique entre les deux plaques athéromateuses ?

¢ Influence des facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux ne semblent pas influencer la néoformation des
calcifications. En effets, les facteurs de risque des deux cohortes de patients incluses dans
I’étude ECLA sont similaires: &ge, sexe, risques cardiovasculaires, coronaropathie,
insuffisance rénale et traitements médicamenteux. Seul, le dosage en vitamine D est différent
avec un dosage sérique plus important pour les patients avec plaques carotidiennes, bien que
les taux sériques des deux groupes soit au dessous des valeurs normales. Ce résultat est
étonnant compte tenu de la littérature qui montre la participation de la vitamine D dans le
processus de calcification vasculaire alors que les plaques carotidiennes présentent moins de
dépots calcaires.

Des récepteurs a la vitamine D ont été identifiés dans la plupart des tissus humains et
notamment au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires, des cardiomyocytes et des
cellules endothéliales (Towler et al 2005). En complément de son rdle dans 1’homéostasie du
calcium et du phosphate, la vitamine D est essentielle sur le développement et le maintien
d’un systéme vasculaire sain. La 25(OH),D; influence la migration, la prolifération et
I’expression des geénes des cellules vasculaires musculaires lisses. Elle a également un rdle sur
I’¢lastogénese et I’immunomodulation, tous ces processus ¢étant impliqués dans
I’athérosclérose et dans la pathologie anévrysmale. Par ailleurs, la 25(0OH),D3 présente un

effet sur la contractilité des vaisseaux dans I’hypertension essentielle (Norman et al 2005).

e Influence de la structure histologique des artéres

Les artéres carotides et fémorales ont la méme structure histologique, de type transitionnel,
I’histologie étant a cheval entre une artére de type €lastique et une artére de type musculaire.
Cette histologie identique ne peut donc pas expliquer une différence de calcification des deux
types de plagues. Néanmoins, cette structure de type transitionnel de la paroi artérielle peut

expliquer la survenue plus fréquente de 1ésion d’athérosclérose au méme titre que les autres
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facteurs de risques intrinseques (troubles hémodynamiques, risques cardiovasculaires et

paramétres biochimiques de la paroi artérielle)(Janzen et al 2004).

e Influence de I’origine embryologique du tissu artériel

Certains auteurs soulignent que 1’origine embryologique différente (différence des
progeniteurs cellulaires) des cellules vasculaires musculaires lisses pourrait expliquer
I’histoire naturelle différente des plaques athéromateuses en fonction de leur localisation
(Majesky et al 2007). Récemment, Leroux-Berger et collaborateurs ont montré pour la
premiére fois que 1’origine embryonnaire des cellules musculaires lisses avait un impact sur
leur capacité a se minéraliser et donc sur le timing de leur apparition au niveau de 1’arbre
artériel aortique. En effet, chez la souris, dans un modéle de culture d’explants aortiques ex
vivo, I’arc aortique médian originaire de la créte neurale calcifie plus tot que 1’aorte
descendante composée de cellules dérivées du mésoderme. Des résultats similaires ont été
obtenus en cultivant des cellules musculaires lisses originaires des deux localisations
aortiques (Leroux-Berger et al 2011). Ces résultats sont par contre discordants par rapport a
nos résultats qui montrent une calcification plus importante des plaques fémorales originaires
du mésoderme. Comment expliquer cette discordance ? Il peut exister un biais de recrutement
de nos échantillons avec des plaques analysées, parvenues a un stade chirurgical : en effet, les
plaques carotidiennes sont opérées plus rapidement (symptomatiques ou non) que les plaques
fémorales (symptomatiques). On peut donc penser que leur développement est moins avancé
quand elles sont opérées par rapport au site fémoral, et que par conséquent, les calcifications
sont moins nombreuses. Un moyen de confirmer cette différence de timing dans I’histoire
naturelle de la plaque entre les deux lits artériels serait d’analyser sur le cadavre les deux sites

artériels (étude en cours).

e Influence des acteurs cellulaires et moléculaires intervenant dans la genése de la
plaque athéromateuse
La genése de la plaque athéromateuse fait intervenir un processus inflammatoire
maintenant bien connu. Les lymphocytes B et T sont retrouvés sur le site de la plaque. Dans
notre éetude, ces cellules ne semblent pas intervenir de facon différente selon les deux lits
artériels. La représentation de cette population est cependant biaisée, puisque les échantillons
analysés ne comportent qu’une partie de 1’épaisseur de la paroi artérielle, la partie la plus
interne. Les éléments inflammatoires et notamment les lymphocytes sont le plus souvent

situés dans la partie la plus externe de la plaque athéromateuse.
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D’autres cellules inflammatoires interviennent dans la genése de la plaque
athéromateuse comme les macrophages et mastocytes (Bobryshev et al 2006, Zhang et al
2011). Nous avons constaté la présence d’une population macrophagique plus abondante au
sain des plaques carotidiennes. Ces cellules, sont-elles responsables de la différence de
calcifications des deux sites artériels ? Des debuts de réponses seront donnés dans la partie |1
de cette thése, notamment lorsque sera abordée la relation triade OPG/RANK/RANKL et
macrophages.
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L. Introduction

Nous avons montré que les plaques athéromateuses carotidiennes et fémorales ne
présentaient pas la méme morphologie, avec des carotides fibrolipidiques et des fémorales
plus calcaires. Cette pathologie répondant a un processus inflammatoire, les cellules
inflammatoires et les cytokines intervenant dans la genése de la plaque peuvent moduler le
remodelage de cette derniére et intervenir dans sa calcification. Les mastocytes, macrophages
et les lymphocytes T sont les cellules de I’inflammation les plus souvent observées dans les
Iésions d’athérosclérose animale et humaine. Bien que I’on sache maintenant leur role de
médiateur inflammatoire qui affecte I’endothélium et promeut 1’adhérence et la migration des
leucocytes dans la plaque athéromateuse, on ne sait toujours pas, a 1’heure actuelle, quelle
cellule entraine la dysfonction endothéliale ni quelle cellule s’insinue la premicre dans la
néointima de la plaque athéromateuse (Zhang et al 2011). Ces cellules inflammatoires
produisent différentes cytokines et d’autres médiateurs inflammatoires responsables de
I’histoire naturelle de la plaque.

Dans cette introduction, nous allons revoir briévement les différentes cellules

immunitaires intervenant dans le processus inflammatoire de la plaque athéromateuse.

1. Le mastocyte

Les mastocytes sont des cellules tissulaires arrondies ou allongées, de 15 a 25 um, au
noyau rond central et dont le cytoplasme renferme des granulations métachromatiques en
microscopie optique et de structure feuilletée et lamellaire en microcopie électronique (Poirier
etal)

Figure 18 : Mastocyte en microscopie électronique, x 5000 (U957)
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Deux types de mastocytes sont identifiés, les mastocytes liés aux muqueuses, présents dans le
parenchyme pulmonaire et colique et les mastocytes liés aux tissus conjontifs comme le tissu
périvasculaire. Les mastocytes sont observés dans les tissus souvent en réponse a des
infections bactériennes, virales et parasitaires (Bot et al 2008). Ces cellules inflammatoires ne
sont pas seulement en premiere ligne de la defense contre les agents infectieux mais
représentent également des médiateurs importants de certaines maladies comme les
phénomeénes allergiques (urticaire, rhume des foins, asthme, choc anaphylactique) (Galli et al
2005, Krishnaswamy et al 2006). Les mastocytes comportent au sein de leur cytoplasme des
granules qui renferment des protéases (chymase, tryptase, cathepsines...), 1’histamine,
I’héparine et des cytokines comme le TNFa. Les mastocytes peuvent également produire des
chémokines (MCP-1, IL-8) et d’autres facteurs comme le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) (Krishnaswamy et al 2006). Cette

cellule a également un roéle pro-athérogéne.

a) Role dans la dysfonction endothéliale

Les mastocytes résident dans le tissu périvasculaire des arteres saines et durant
I’athérosclérose, ils s’accumulent au sein de I’adventice leur nombre augmentant avec la
progression de la plaque (Atkinson et al 1994). Les constituants des mastocytes comme
I’histamine, prostaglandine D2 et les leukotriénes peuvent avoir un role dans I’athérosclérose

et notamment dans la dysfonction endothéliale et la vasoréactivité (Forman et al 1985).

b) Role dans I'accumulation de lipides

Les mastocytes inhibent 1’oxydation des LDL induite par les macrophages (Lindstedt et al
1993) ; ils sécretent par ailleurs de 1°héparine protéoglycane (HPG) contenant des granules qui
se lient aux LDL. La liaison HPG-LDL est phagocytée par les macrophages entrainant
I’accumulation de lipides au sein de la paroi vasculaire (Paananen et al 1994, Kaartinen et al
1995). En addition, la chymase est capable de dégrader 1’apoE et apoAll, entrainant une
réduction de I’efflux de cholestérol des macrophages vers ces apolipoprotéines, entrainant
ainsi la formation des cellules spumeuses (Lee et al 2002). Les mastocytes ont par ailleurs un
pouvoir de recrutement des macrophages au sein de la plague par le biais de la sécrétion de
Monocyte Chemoattractant protein-1 (MCP-1) et d’IL-8 (Kinoshita et al 2005).
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c) Les mastocytes interviennent également dans la vulnérabilité de la
plaque

Les protéases mastocytaires (tryptase et chymase) sont capables d’activer les
métalloprotéases matricielles (MMP) responsables de la dégradation de I’¢lastine et du
collagene (Kaartinen et al 1994, Lees et al 1994, Gruber et al 1989, Johnson et al 1998). De
plus, les mastocytes auraient un role dans la genése de la néovascularisation de la plaque, elle
méme responsable de sa vulnérabilité. La production mastocytaire de VEGF et de bFGF
contribue a la formation de microvaisseaux (Boesiger et al 1998, Lappalainen et al 2004). La
production d’histamine aboutit a I’hémorragie intraplaque (Kaartinen et al 1996). Enfin, les
mastocytes semblent induire 1’apoptose des cellules musculaires lisses (Leskinen et al 2006)
(processus intervenant dans la calcification vasculaire) et des cellules endothéliales (Heikkila
et al 2008).

d) Role dans la calcification de la plaque

Des amas de mastocytes sont détectés dans I’intima a des stades avancés de la formation
de la plaque, principalement en périphérie pres de calcifications débutantes pouvant faire
penser a un réle de ces cellules dans le processus de calcification (Jeziorska et al 1998).
Récemment, le role des mastocytes dans 1’ostéoclastogenese a été démontré par Biosse-
Duplan et al. Dans un modéle de remodelage osseux mandibulaire in vivo chez le rat, le
traitement par histamine stimule la formation d’ostéoclastes. In vitro, le traitement par
RANKL et le MCSF de splénocytes de souris déficientes pour 1’histamine diminuerait
I’ostéoclastogénese (Biosse-Duplan et al 2009). Les ostéoclastes seraient eux-mémes source

d’histamine.

La figure 19 (page suivante) résume I’implication du mastocyte en pathologie

cardiovasculaire aigue.
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Figure 19 : Médiateurs mastocytaires impliqués en pathologie cardiovasculaire aigte

(d’aprés Bot | et al 2008). Les mastocytes sont a I’origine de nombreux médiateurs solubles (enzymes, facteurs de
croissance) contrdlant le développement de la plaque en influant sur sa vascularisation, le recrutement de cellules
inflammatoires et la stabilité de la plaque.

2. Les cellules de la lignée monocytaire : monocyte, macrophage,

cellule dendritique

Les monocytes prennent naissance dans la moélle hématopoiétique a partir de précurseurs
communs des cellules dendritiques et des ostéoclastes (Fogg et al 2006). Le M-CSF et son
récepteur le CD115 sont indispensables a la différenciation des précurseurs en monocytes
(Dai et al 2002, Wiktor-Jedrzejczak et al 1996). Dans le sang, ces précurseurs se dissocient en
monocytes et précurseurs de cellules dendritiques (Onai et al 2007). Les cellules dendritiques
sont des cellules immunitaires qui internalisent les antigénes pour les présenter aux
lymphocytes entrainant 1’activation ou la suppression des lymphocytes T. En quittant le sang
périphérique pour les différents tissus de 1’organisme, les monocytes deviennent des
macrophages et acquierent des morphologies différentes tout en gardant comme principale
fonction la phagocytose. Le macrophage est une cellule de grande taille (30 a 60 um), au
rapport nucléo-cytoplasmique bas, au noyau excentré arrondi non nucléolé et a chromatine
condensee. Leur cytoplasme est large, clair, hétérogene et vacuolaire. Les monocytes-

macrophages exercent leurs actions grace a leurs propriétés: mobilité, adhérence,
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phagocytose, digestion et sécrétion. Leurs réles au niveau de la plaque athéromateuse sont

multiples.

a) Adhérence leucocytaire

Le Monocyte Chemoattractant protein-1 (MCP-1) et I’IL-8, secrétés par I’endothélium,
jouent un réle chimiotactique pour I’infiltration des leucocytes dans la paroi artérielle.
L’altération de I’endothélium est 1’évenement initial de la genése de la plaque athéromateuse
permettent ainsi le dépdt, la rétention et la modification des LDL dans I’intima vasculaire
(LDL oxydés). La dysfonction endothéliale induit des molécules d’adhésion pour les cellules
inflammatoires comme ICAM-1, VCAM-1, E-selectine et la fibronectine. Cela provoque le
recrutement dans 1’intima de monocytes circulants et leur transformation en macrophages/
cellules spumeuses. Ce processus est appelé 1’adhérence leucocytaire comportant plusieurs
phases : la capture, le rolling, ’activation et la migration transendothéliale (Bobryshev et al
2006) (Figure 20).

b) Les macrophages donnent naissance aux cellules spumeuses

Les macrophages sécretent le M-CSF qui stimulent la prolifération macrophagique et
induit I’expression des récepteurs scavenger de type A, le Scavenger Receptor-A (SR-A) ou
de type BCD36, Lectin-like ox-LDL (LOX-1) et (Kunjathoor et al 2002, Mukhopadhyay et al
2009). Ce récepteur est responsable de 1’accumulation de cholestérol et de lipides intra-
macrophagiques et a la constitution des cellules spumeuses. Ces cellules spumeuses finiront
par disparaitre par apoptose déversant dans le tissu interstitiel intimal des lipides

thrombogéniques.

c) Les macrophages induisent a la fois I'apoptose et la migration des
cellules musculaires lisses

Les cellules spumeuses sécrétent par ailleurs des MMP (MMP-2) et de la

sphingomy¢linase entrainant la production de céramides qui induit I’apoptose des cellules

musculaires lisses (Auge et al 2004, Kolmakova et al 2004). Enfin, les LDL oxydés induisent

la production par le macrophage du MIF (Macrophage Inhibitory Factor) qui stimule la

migration des cellules musculaires lisses et contribue a I’hyperplasie intimale (Figure 21).
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Figure 20 : Adhésion leucocytaire (Bobryshev et al 2006, Balakrishnan et

al 2007) Aprés migration au sein de la paroi artérielle, le monocyte de transforme soit un macrophage ,
soit une cellule dendritique présentatrice d’antigénes. La plupart des macrophages deviennent des cellules
spumeuses (B), les autres ne présentent pas de vacuoles lipidiques dans leur cytoplasme (C). Dans ce cas,
ils sont souvent proches d’autres cellules immunitaires (lymphocytes marqués par une étoile blanche)
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Figure 21: Mécanismes moléculaires de I'inflammation dans la plaque athéromateuse

(Hulsmans et al 2010). La dysfonction endothéliale est associée a I'induction de molécules d’adhésion (ICAM-1,
VCAM-1, E-selectine et fibronectine) par les cellules inflammatoires. L’infiltration et ’activation des cellules inflammatoires
est corrélée avec I’activation des enzymes oxydantes (MPO et NOX-1 entrainant 1’oxydation des phospholipides et des
protéines en LDL oxydés. L’endothélium secréte alors du MCP-1 et de I’'TL-8 qui entrainent la transmigration des leucocytes.
Les macrophages sécretent du M-CSF stimulant leur prolifération et I’induction de 1’expression des récepteurs scavenger
CD36, LOX-1 et SR-A. Cela permet la formation de cellules spumeuses qui disparaissent par apoptose et exposent dans la
matrice des lipides thrombogénes. Les cellules spumeuses sécretent des MMP et de la sphingomyélinase entrainant la
production de céramide qui induit I’apoptose des cellules musculaires lisses. Les LDL oxydés induisent 1’apoptose des
cellules endothéliales contribuant a 1’érosion de la plaque et a sa rupture.

In vitro, les monocytes humains peuvent se différencier en 5 sous-types : de MO a M4 en
fonction des facteurs de croissance utilisés ; dans les plaques athéromateuses, on observe des
macrophages de type M1, M2, M4 (Mantovani et al 2009, Gleissner et al 2010, Kadl et al
2010, Ley et al 2011), chacun de ces sous types ayant des fonctions différentes. Une des
fonctions du macrophage dans la plaque athéromateuse est la clearance des cellules
apoptotiques : c’est le processus d’efferocytose (Tabas et al 2010). Cette fonction est assuréee
par les macrophages M2 (Martinez et al 2009). Beaucoup de macrophages spumeux entrent

en apoptose. Dans les stades précoces de 1’athérosclérose, I’efferocytose macrophagique est
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associee a une progression réduite des lésions (Liu et al 2005, Tabas et al 2005), ceci en
réduisant des médiateurs proinflammatoires dans la paroi artérielle (Bhatia et al 2007). Dans
les 1ésions d’athérosclérose avancée, cette efferocytose est défaillante et ceci aboutit & une
nécrose secondaire des macrophages, relarguant dans 1’intima des débris cellulaires, des
lipides oxydés et des médiateurs proinflammatoires: ceci correspond a la bouillie
athéromateuse (Tabas et al 2010). Les monocytes-macrophages sont capables de sécréter
différentes cytokines ou autres molécules intervenant dans le processus inflammatoire de la
plaque (cf figure 21). Nous avons vu, dans I’introduction de cette thése, la relation entre les
macrophages et la triade OPG/RANK/RANKL. Les monocytes humains en culture primaire
expriment fortement I’OPG (Hofbauer et al 2000). L’OPG agit sur le systéme immunitaire en
diminuant la survie des cellules dendritiques (Reid et al 2009). L’OPG est capable d’induire
un chimiotactisme des monocytes en se fixant au syndecan-1 (Mosheimer et al 2005). Le réle
de RANKL dans le systeme immunitaire peut étre étendu aux cellules dendritiques (il est
capable de stimuler leur activation et leur survie) et aux monocytes (il agirait comme un
facteur chimiotactique via son récepteur RANK) (Mosheimer et al 2005, Lum et al 1999).
RANK est exprimé par les lymphocytes, les cellules endothéliales ainsi que par les cellules

dendritiques.

3. Les lymphocytes

L’activation macrophagique est rapidement suivie par une réponse immune adaptative
consistant a la présentation d’antigénes présentés aux lymphocytes T effecteurs par des
cellules présentatrices d’antigénes, les cellules dendritiques. En réponse a différentes
cytokines, les lymphocytes T CD4" se différencient en T helper (Th) 1 ou Th2. En secrétant
différentes cytokines, les Thl et Th2 entrainent la réponse immune humorale aboutissant a la
production de différents sous-types d’immunoglobulines. Alors que les Th1 montrent un effet
proathérogéne, le rdle potentiel des autres sous types de lymphocytes T reste controverse. Les
lymphocytes T régulateurs (et notamment la lignée Th17) et quelques cytokines liées aux Th2

joueraient un role protecteur (Taleb et al 2010).

a) Laréponse Thil
La majeure partie des lymphocytes T de la plague athéromateuse sont de type Thi,
proathérogénes et produisant des taux importants d’Interféron - y (INF-y). L’INF-y est

responsable de [D’activation des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques,
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entrainant un cercle vicieux de la réponse inflammatoire de la plaque athéromateuse. L’ INF-y
peut inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses et réduire leur production de
collagéne. D’autre part, cette cytokine augmente ’expression des MMP aboutissant a

I’amincissement de la coiffe fibreuse de la plaque (Tedgui et al 2006).

b) Laréponse Th2

Les Th2 secrétent de L’IL-4, IL-5, IL-10 et 1L-13 et aident les lymphocytes B a produire
des anticorps. Les Th2 sont plus rarement observés dans la plaque athéromateuse. Leur
induction est stimulée par un contexte d’hyperlipidémie. L’IL-4 conduit & la différenciation
Th2 via STATG6 qui active le facteur de transcription Gata3, entrainant 1’augmentation de 1’IL-
4 et I’IL-5 et la diminution de I’INF-y. Ainsi, la réponse Th2 se présente comme une réponse
antagoniste de Th1l aux vertus athéroprotectrices (Mallat et al 2009). Cependant, le réle des
Th2 dans le développement de la plaque athéromateuse reste controversé dépendant du stade
et/ou du site de la lésion et du modele animal utilisé, tantdt proathérogene, tant6t
antiathérogéene (Huber et al 2001, King et al 2007). Cependant les cytokines IL-5 et I1L-33
sécrétées par les Th2 semblent étre antiathérogénes en stimulant la production d’anticorps

anti-LDL oxydés, de type IgM (Miller et al 2008).

c) Laréponse T régulatrice

Les cellules Treg sont divisées en 2 types, les Treg naturels et induits. Les Treg naturels
sont caractérisés par 1I’expression de CD4, CD25 et du facteur de transcription FOXP3. Ils se
développent dans le thymus et reconnaissent les antigenes du soi. lls se trouvent ensuite dans
les tissus périphériques pour maintenir la tolérance du soi. Les Treg induits naissent dans les
tissus périphériques durant une réponse immunitaire. Les Treg naturels et les Treg induits sont
chacun importants pour protéger contre 1’athérosclérose en agissant sur les cellules T et sur

les cellules présentatrices d’antigéne (Figure 22) (Taleb et al 2010).

d) Laréponse immune humorale

Les lymphocytes B pourraient avoir un role protecteur dans I’athérosclérose. Ceci est
supporté par des études chez la souris. Quand de la moélle hématopoiétique de souris
déficiente en lymphocyte B est transférée chez une souris irradiée Ldlr’, ces souris
développent des 1ésions d’athérosclérose au contraire des souris contrbles (Major et al 2002).
En contre partie, lorsque des lymphocytes B isolés a partir de souris athéromateuses sont

transférés chez des souris Apoe™ splénectomisées, les 1ésions d’athérosclérose diminuent, ce
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qui n’est pas le cas aprés transfert de lymphocytes CD3" (Caligiuri et al 2002). Dans un
modéle murin d’athérosclérose Apoe™, déplété en lymphocytes B par anticorps anti-CD20,
I’apport de lymphocytes B d’origine péritonéale (B1) diminuerait les Iésions d’athérosclérose
alors que I’apport de lymphocytes B d’origine splénique (B2) accélererait le processus (Ait-
Oufella et al 2010, Kyaw et al 2010). L’expression d’OPG par les lymphocytes B et les
cellules dendritiques peut étre induite par le TNFa, RANKL, I’IL-1p et I’activation de CD40
(Schoppet et al 2007, Yun et al 1998). RANKL est également exprimé en grande quantité par
les lymphocytes T (Anderson et al 1997, Srivastava et al 2003).

Pro-atherogonic effect ,'
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Figure 22 : ROéle et interactions entre les sous-types de lymphocytes T au cours de

I’athérosclérose (Taleb et al 2010). Les Th1 sont les principaux médiateurs pro-athérogénes. Cette réponse pro-
athérogene est controlée par les lymphocytes T régulateurs et par les cytokines produites par les Th2 (IL5 et 1L33). Les Th17
ont é%lement un role protecteur contre I’inflammation vasculaire et la progression de 1’athérosclérose.

68



Partie Il : Triade et calcifications artérielles

II. Article 2

Heymann MF*, Herisson F*, Davaine JM, Charrier C, Battaglia S, Passuti N,
Lambert G, Yann Gouéffic Y, Heymann D.

Roéle de la triade OPG/RANK/RANKL dans les calcifications de la plague
athéromateuse : comparaison entre les lits artériels carotidiens et fémoraux.
* Contribution identique (article soumis)

Notre travail a permis de montrer une morphologie différentes des plaques athéromateuses
carotidiennes et fémorales, les plaques carotidiennes étant plus fibrolipidiques et les plaques
fémorales plus fibrocalcaires (Herisson et al 2011). Nous avons décrit précédemment
I’implication de la triade moléculaire OPG/RANK/RANKL dans les systémes
ostéoarticulaire, immune et vasculaire. Le but de notre étude était de déterminer I’expression
et le rble potentiel de cette triade au sain de la plague athéromateuse en comparant plague
carotidienne et fémorale. Deux groupes de 20 patients ont été sélectionnés parmi la cohorte
du travail princeps de Herisson et collaborateurs intéressant respectivement des pieces
d’endartériectomies carotidiennes et fémorales. L’expression de ’OPG/RANK/RANKL a été
analysée par immunohistochimie. En parallele, les taux sériques d’OPG et RANKL ont été
quantifiés par technique ELISA. Sur le plan immunohistochimique, I’OPG était plus souvent
observée dans les plaques carotidiennes par rapport aux fémorales (70 versus 50 %) et ceci
souvent dans la bouillie athéromateuse. Cette expression était corrélée avec un infiltrat
macrophagique plus abondant dans les carotides. De fagon surprenante, les taux sériques
d’OPG étaient plus faibles pour la population carotidienne comparée aux fémorales (4,03
ng/ml versus 5,53 ng/ml. L expression de RANK et RANKL était équivalente dans les deux
lits artériels (100% versus 95 %). Le taux sérique de RANKL était également identique.

En conclusion, les plaques carotidiennes expriment plus fréquemment 1’OPG par rapport
aux fémorales qui sont plus calcifiées, cette expression étant corrélée avec un abondant
infiltrat macrophagique. L’OPG semble donc jouer un role dans la différence de calcification

des plaques carotidiennes et fémorales.
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Abstract

Objective: Recent works demonstrated the difference of calcification genesis between carotid
and femoral plaques, femoral plaques being more calcified. It has been clearly demonstrated
that the molecular triad OPG/RANK/RANKL exerts its activities in the osteoarticular,
immune and vascular system. The aim of this study was to determine the expression and the
potential role of this molecular triad in calcifications of the atheromatous plaques located in
two different pheripheral arterial beds, carotid and femoral.

Methods and Results: Two groups of 20 patients having undergone carotid or femoral
endarteriectomy were enrolled. The expression of OPG, RANK and RANKL was analyzed by
immunochemistry in all specimens embedded in paraffin. In parallel, the levels of circulating
OPG and RANKL were quantified in blood using specific ELISA assays. OPG staining was
more frequently observed in carotid than in femoral plaques (70% versus 50%), especially in
the lipid core. Its expression correlated with macrophage infiltration more abundantly
observed in carotid specimens. Surprisingly, serum OPG concentration was significantly
lower in carotid population compared to femoral population (4.03 ng/ml vs 5.53 ng/ml) while
RANK and RANKL were equally expressed in both arterial beds (100% vs 95%). RANKL
levels measured in serum were similar between the two groups.

Conclusions: Carotid plaques that are less rich in calcium than femoral specimens, express
more frequently OPG, this expression being correlated with the abundance of macrophages in
the lesions. These data strengthen the key role played by OPG in the differential calcification
in carotid and femoral plaques.

Keys words : carotid, femoral, atherosclerosis, vascular calcification, OPG, RANK, RANKL
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Introduction

Vascular calcium deposition can be
usefully classified into four histo-
anatomical variants, each type being
associated with a characteristic spectrum of
vascular disease processes:
atherosclerotic/fibrotic calcification,
cardiac valve calcification, medial artery
calcification and vascular calciphylaxis.
These four variants arise in response to
metabolic, mechanical, infectious and
inflammatory  injuries [1]. Vascular
calcifications, especially of the arteries,
often occur with advancing age,
atherosclerosis, metabolic disorders (eg,
end-stage renal disease, diabetes mellitus)
or with rare genetic diseases [2]. In the past
15 years, the prevailing perspective on
vascular calcification has evolved.

Human and animal studies have
established that atherosclerosis is driven by
a chronic inflammatory process within the
arterial wall initiated mainly in response to
endogenously modified structures,
particularly oxidized lipoproteins that
stimulate both innate and adaptive immune
responses [3]. The innate response is
instigated by the activation of both
vascular cells (endothelial cells and smooth
muscle cells) and monocytes/macrophages.
Subsequently, an adaptive immune
response develops against an array of
potential antigens presented to T
lymphocytes by antigens-presenting cells.
Endothelial and smooth muscle cells
mediate  leukocyte  recruitment and
vascular remodelling such as fibrosis and
calcifications [4] through the production of
numerous soluble cytokines by
inflammatory and vascular cells [5].

Despite many studies, regulatory
factors and molecular pathways of vascular
calcifications seem still incompletely
understood. These pathobiological
mechanisms broadly fall into 2 categories:
induction of osteogenesis and loss of
inhibitors of mineralization [6]. One
emerging pathway in vascular biology
involves the osteoprotegerin (OPG) /
Receptor Activator of NF-kB (RANK) /

RANK  Ligand (RANKL) system,
cytokines and receptor related to the TNF-
TNF receptor families. RANK, RANKL
and OPG play essential roles in the
regulation of bone metabolism. RANKL
binds to RANK which is expressed by
osteoclasts whereas OPG acts as its decoy
receptor blocking the RANK-RANKL
interaction [7]. OPG is a soluble
glycoprotein widely expressed in most
human tissues including bone (osteoblasts,
mesenchymal stem cells), immune cells (T
and B cells) and vessels (endothelial and
vascular smooth muscle cells) [2, 8].
RANKL is expressed on osteoblastic,
stromal and T cells while RANK is located
on the surface of myeloid cell lineages
(osteoclasts, monocytic and dendritic cells)
[9]. Their expression explain in part their
functional involvement in the
osteoarticular, immune and vascular
systems and their specific implication in
the crossroads of immunity and bone
metabolism named “osteoimmunology*“[7].
Thus, OPG/RANKL couple controls
simultaneously the angiogenesis and bone
remodeling mechanisms as revealed by
OPG deficient mice. Indeed, mice lacking
OPG exhibit severe osteoporosis and
arterial calcification providing that OPG
might be a key molecule linking these
vascular and skeletal phenotypes [7, 10].
More recently, Benslimane et al
demonstrated that OPG  activates
endothelial colony-forming cells and
consequently induces the formation of
microvessels in vivo [11].

We have recently shown that
femoral and carotid plaques exhibit
different morphology in comparable
groups of patients [12]. Indeed, fibrouscap
atheroma was more frequently observed in
carotid arteries (75%) while femoral
arteries were more calcified (93%).
Supported by the literature, we
hypothesized that the molecular triad
OPG/RANK/RANKL could play a role in
the differential histological patterns of
these plagues and in the mechanisms of
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calcification. The aim of the present study
was to compare the expression of
OPG/RANK/RANKL in a cohort of
carotid and femoral endarteriectomy
specimens.

Materials and Methods

Patients

These plaques were harvested from
patients undergoing carotid or femoral
endarteriectomy at the department of
vascular surgery of Nantes University
Hospital. There was no significant
difference between the two groups in terms
of ages, gender, cardiovascular risk factors,
coronaropathy disease, renal failure,
statins, anti-platelet therapies and vitamin
K antagonists [12]. The present study
included 40 patients (8 females aged 66-89
years, 32 males aged 53-87 years); 50% of
them underwent carotid endarteriectomy
and 50% femoral endarteriectomy. All
surgical specimens were fixed in 10%
formalin  overnight, decalcified and
embedded in paraffin. Prior to surgery,
serum specimens were collected and stored
at -80°C until biological assays. Sample
collection and handling was performed in
accordance with the guidelines of the
Medical and Ethical Committee in Nantes,
France, and a written informed consent for
each patient was requested.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was carried out on
adjacent deparaffinized sections (4 pm
thick) taken from the central sections of the
plaque (4 sections for each monoclonal
antibody). Briefly, tissue sections were
first treated with 3% hydrogen peroxide
(H202) for 5 min to block endogenous
peroxydase and with bovine serum
albumin 4% to block the non specific
bindings. Primary antibodies against
RANK, RANKL, OPG and CD68
(Supplementary data 1) were then
incubated over night at 4°C in a humidified
atmosphere. Biotinylated polyclonal anti-
mouse/goat  secondary antibody and

peroxidase-conjugated streptavidin (Sigma
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
were applied for 1 hour each with the use
of the extravidine peroxidase for 30 min
and then revealed with an AEC staining kit
(Sigma  Aldrich).  Preparations  were
counterstained with hematoxylin eosin.
Negative control was analyzed using a
similar procedure excluding the primary
antibody. Each case was scored by two
independent  operators  using  semi-
quantitative  method, evaluating the
heterogeneous positive distribution and the
differing intensity of the staining
simultaneously. Imunohistochemistry
signals were scored according 4 categories:
(-) absence of signal, (+) signal, (++)
moderate signal and (+++) strong signal.

OPG, RANKL ELISA

OPG, RANKL concentrations were
analyzed in serum aliquots stored at -80°C.
The concentration of total OPG was
analysed using an ELISA kit (R&D
Systems, Abingdon UK). The
concentration of RANKL was measured
using an ELISA kit (Biomedica, Vienna,
Austria). The OPG and RANKL assays
were performed according to the
manufacturer’s instructions. All measures
were performed in duplicate and the mean
values were used in this study.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using a
SPSS 10.0 programme. Comparison of the
data was assessed by either Chi Square test
or two-sample Student’s t-test. For OPG,
RANKL analyses, non-parametric Mann
and Whitney test was used. P< 0.05 was
considered significant.

Results

Carotid and femoral plagues exhibit
differential histological morphologies

As expected [12], carotid and femoral
atherosclerotic plaques showed different
morphology. Indeed, femoral plaques
exhibited significantly more sheet-like
calcification (86% vs 62%, p<0.05) and
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nodular calcification (84% vs 58 %,
p<0.01) (Fig. 1A, B); a lot of them
presented osteoid metaplasia (63% vs 20%,
p<0.001) (Fig.1 C); carotid plaques
contained more lipidic deposits (Fig. 1 D).

OPG staining is more frequently
observed in carotid plaques (being les
calcified) than in femoral plaques

The expression of OPG, RANK, RANKL
and CD68 has been analyzed by
immunohistochemistry in 20 carotid
atherosclerotic plaques and 20 femoral
specimens. (Table 1). In 14 cases of the 20
carotid specimens (70% of cases) (Fig. 2
A, C), we observed immunostaining for
OPG, while only 10 cases of femoral
plaques expressed OPG (50 % of cases)
(Fig. 2B, D). In carotid specimens, OPG
was mainly expressed within the lipid core
(64.3%) (Fig. 2A), calcifications (35.7%)
and by endothelial cells, macrophages and
smooth muscle cells (14.3%) (Fig 2C). In
femoral plaques, OPG was more frequently
detected associated with calcifications and
endothelial cells (90%) (Table 1, Fig 2 B,
D). Interestingly, OPG immunopositivity
is related to CD68" macrophages
population (Table 1). Indeed, OPG was
more frequently observed in carotid
plaques compared with femoral specimens,
this expression being correlated with the
presence of more numerous macrophages
(Fig. 2E).

RANK and RANKL are similarly
expressed in carotid and femoral
plaques

One hundred percent of carotid specimens
and 95% of femoral plagues expressed
RANK and RANKL respectively and to
similar extent (Fig. 3). However, although
the immunostaining intensity appeared
similar, their cell localization was
different. Indeed, in carotid plaques,
RANK immunoreactivity was mainly
located in lipid core and in macrophages
(Fig. 3 A) while its localization is observed
in calcifications and specifically around of
them, and in endothelial cells in femoral

plaques (Fig. 3 B). RANKL
immunostaining was observed
preferentially in macrophages,

calcifications and in endothelial cells of
carotid plaques (Fig. 3C). In femoral
specimens, RANKL was located in
calcifications and endothelial cells. (Fig.
3D).

Serum OPG is significantly lower in the
carotid population compared with the
femoral group

Serum concentrations of OPG and RANKL
were determined in all patients enrolled
(Fig. 4). Although serum concentration of
RANKL was higher for carotid population
(0.66 + 0.39 pmol/L versus 0.19 + 0.06
pmol/L), these data were not significant. In
contrast to RANKL, serum concentration
of OPG was significantly lower in the
carotid population compared to the femoral
group. The concentration of OPG of
carotid population was 4.03 + 0.8 ng/mL
(mean + SD) while this concentration was
5.53 + 0.64 ng/mL in femoral group (p <
0.02) (Fig. 4).

Discussion

Mounting evidence suggests that
the OPG/RANK/RANKL triad may
participate in multiple aspects of the
processes governing vascular calcification.
The implication of this triad in vascular
physiopathology is supported by the
expression of these molecules by the
normal tissues of cardiovascular system
(heart, arteries and veins). Both endothelial
cells and vascular smooth muscle cells
constitutively express OPG, and such
levels are particularly high in aortic and
renal arteries [2]. Furthermore, OPG is
physically associated with the von
Willebrand factor localized in the Weibel-
Palade bodies of endothelial cells, can bind
to the complexe VIII [13] and is rapidly
secreted in response to inflammatory
stimuli [14]. In contrast, RANKL and
RANK are frequently undetectable in
normal vessels and non calcified arteries or
valves [8]. OPG/RANK/RANKL exerts its
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activities simultaneously on endothelial
cells and smooth muscle cells. OPG
promotes endothelial cell survival through
neutralizing pro-apoptotic TRAIL [15].
The triad is also involved in angiogenesis
supporting its involvement in
revascularization of numerous tissues.
Thus, OPG induces endothelial colony-
forming cell activation and is a positive
regulator of microvessel formation in vivo
[11]. Similarly, Cross et al also reported a
pro-angiogenic effect of OPG which was
expressed by tumor endothelial cells [16].
RANKL has also been implicated in
endothelial cell metabolism, and induces
angiogenesis in vitro and in vivo by acting
as a chemotactic factor for endothelial cells
and by inducing their migration [7]. This
molecule promotes endothelial
proliferation and survival [17], suggesting
a potential involvement in the tumor
development and increased vascular
permeability [18].

OPG is preferentially observed in
carotid plaques, arteries that contained
more macrophages. Thus this recruitment
of macrophages in carotid plaque could be
mediated by osteoprotegerin. Indeed,
Mosheimer et al demonstrated that
osteoprotegerin affects monocyte
migration and protein kinase C and
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt
activation via syndecan-1.
Osteoprotegerin-induced  activation  of
monocyte chemotaxis toward different
chemokines is due to the interactions of
osteoprotegerin ~ with  heparin  and
chondroitin  sulphates [19]. Similarly,
RANKL enhances monocyte migration
through its binding to its receptor RANK
which activates P13-kinase,
phosphodiesterase, and Src kinases [20].

We have demonstrated in a
previous study [12], that femoral
endarteriectomies were more calcified that
carotid specimens, with osteoid metaplasia
although the phosphocalcic ratio was
similar between both types of plaques.
OPG  immunostainings  (Fig.2) are

consistent with these results. Indeed, OPG
postivity was more frequently observed in
carotid plaques compared to femoral
plagues (70% versus 50%). OPG
expression might reflect a protective
mechanism against vascular calcifications.
The senescence of vascular smooth muscle
cells promotes the development of vascular
calcification which is responsible of the
progression of atherosclerosis [21]. OPG
directly inhibits calcification of vascular
smooth muscle cells, potentially by a
mechanism whereby OPG is secreted via
vesicle release from viable or apoptotic
vascular smooth muscle cells and potentially
limiting the matrix vesicle-driven mineral
nucleation and deposition of hydroxyapatite
in the vascular wall [22]. In pathology,
vascular calcification and osteoporosis
frequently occur together and share many
of the same risk factors (eg, aging,
inflammatory disease, glucocorticoid use,
chronic renal failure, or estrogen
deficiency). Osteoporotic patients have a
higher incidence of arterial calcification
and conversely, epidemiological studies
indicate that the incidence of osteoporosis
is elevated in people with atherosclerosis,
cardiovascular  disease, or  aortic
calcifications [23]. Addition to early onset
osteoporosis, two-thirds of OPG knockout
mice unexpectedly have late medial
calcification of renal and aortic arteries
[10]. Clearly, the vascular role of OPG is
multifaceted and depends of the interplay
with its multiples ligands, RANKL and
TRAIL, and a bidirectional modulation
involving osteogenic, inflammatory and
apoptotic responses.

Significant differences of serum
concentrations of OPG are noted between
carotid and femoral patients. Serum
concentration of OPG was significantly
lower in carotid population compared to
the femoral population (4.03 ng/mL vs
5.53 ng/mL, P<0.02). These results support
the difference of calcification of the 2
arterial beds. The data concerning the
serum concentrations of OPG are
surprisingly opposite to
immunohistochemichal results. We could
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expect to observe serum concentrations of
OPG higher for carotid than for femoral
patients. This difference between local and
systemic environment could be explained
by several compensatory mechanisms
involving bone and inflammatory
regulation. Pro-inflammatory mediators
such as TNF-o are able to induce OPG
expression in vascular smooth muscle cells
and endothelial cells (and particularly in
atheromatous plaques) [2, 23] but are also
implicated in the development of vascular
calcification by inducing ALP [24,25].
Morever, the calcification processing
stimulates  the  secretion of pro-
inflammatory  cytokines  capable of
simultaneously increasing OPG production
and enhancing osteogenic differentiation
[26, 27]. On the other hand, elevated serum
concentrations of OPG are found in a range
of cardiovascular pathologies, suggesting
the potential value of OPG as a biomarker
of vascular risk and prognosis. Cellular
studies have suggested a number of
mechanisms by which such elevated
concentrations of OPG could promote the
progression and instability of
atherosclerosis. [26].

Is the prognosis for femoral patients
worse than for carotid patients? It is
difficult to answer given the short duration
of patient follow-up. An explanation could
be provided by the fact that the age of
development is different between the 2
groups of plaques. Indeed, carotid plaques
seem to be observed sooner than femoral
plaques with a prevalence of lipid core
plaques [28].

In conclusion, carotid plaques, less
calcified than femoral specimens, express
more frequently OPG, this expression
being correlated with the abundance of
macrophages population. The
OPG/RANK/RANKL molecular triad may
therefore play a role in the differential
calcification in carotid and femoral plaques
however its intervention remains unclear.
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Table 1: Immunoreactivity of atheroma plaques to anti-OPG, anti-RANK, anti-RANKL

and anti-CD68 antibodies

Immunostaining

Patients Gender Bed OPG RANK RANKL CD68
1 M C +, calcifications +, LC, calcifications, ++, calcifications, ++
MC EC, MC
2 M C +, calcifications +, LC +, calcifications, LC ++
3 M F - ++, LC, EC ++, calcifications, +
LC
4 M C +, LC ++, LC, EC, MC +, LC, EC, MC +++
5 F C +, LC ++, LC, EC, MC ++, LC, EC, MC +++
6 F C +, LC ++, LC, EC, MC ++, LC, EC, MC ++
7 M F - ++, calcifications, LC, | +, EC +
EC, MC
8 M C + LC +, LC, MC ++, LC, EC, MC ++
9 M C - +, LC, MC +, calcifications, EC ++
10 M F - +, calcifications +, calcifications, EC +
11 M F ++, calcifications | +, LC, EC, MC +, calcifications, EC +
and EC
12 F F - ++, calcifications +, EC +
13 M +, ECand VSMC | ++, LC, EC, MC ++, calcifications, +
EC, MC
14 M C ++, LC, ++, LC, MC ++, calcifications, ++
calcifications, EC, MC
MC
15 M C +, calcifications ++, LC, MC ++, calcifications, ++
LC, EC, VSMC
16 M C +, VSMC +, LC, MC ++, LC, EC, MC ++
17 M C ++, LC, VSMC ++, LC, EC, MC, ++, calcifications, ++
VSMC LC, EC, MC
18 M C ++, LC, EC,MC | ++, LC, EC, MC, ++, LC, EC, MC ++
VSMC
19 M F ++, calcifications | +, calcifications ++, calcifications, +
and EC EC, MC
20 M C - ++, LC, EC, MC +, calcifications, +
EC, VSMC
21 F F ++, calcifications, | +++, calcifications, ++, calcifications, +
EC MC, OC EC, MC
22 M C +, LC ++, LC, EC, MC ++, calcifications, ++
EC, MC, VSMC
23 M F ++, calcifications, | +, EC ++, calcifications, +
EC, MC EC, MC
24 F C +, calcifications, ++, calcifications, EC, | +, calcifications, ++
LC MC EC, VSMC
25 M F ++, calcifications, | +, LC, MC, OC ++, calcifications, +
EC, MC EC, MC
26 M C - ++, calcifications, LC, | ++, calcifications, +
MC EC, MC
27 M C - +, LC, MC ++, LC, EC, MC +++
28 M C - +, MC +, MC ++
29 F F ++, calcifications, | +, calcifications - +
EC, MC
30 M F +, calcifications, | ++, calcifications, EC | ++, Calcifications, +
EC, MC EC, MC
31 M C - +, calcifications +, calcifications, EC +
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32 M +, EC, MC +, EC, VSMC +, calcifications,
EC, MC
33 M +, calcifications, +++, calcifications,EC, | ++calcifications,
EC MC, VSMC EC, VSMC
34 M - +, EC, VSMC +, VSMC
35 M - ++, calcifications, LC, | ++, calcifications,
EC, MC, VSMC EC, VSMC
36 M - +, calcifications ++, calcifications,
EC, VSMC
37 M - ++, calcifications, MC | ++, calcifications,
EC, VSMC
38 M - +, calcifications +, VSMC
39 F - - ++, calcifications,
EC, VSMC
40 F +, calcifications +++, EC, MC, VSMC | ++, calcifications,
EC, VSMC

LC: lipid core; EC: endothelial cell ; VSMC : vascular smooth muscle cell ; MC:
macrophage ; OC : osteoclast
(-) absence or negligible signal ; (+) weak signal ; (++) moderate signal ; (+++) strong signal
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Figure 1 : Carotid and femoral plaques exhibit differential histologic morphologies. A:
Femoral plaque with sheet-like calcification; B: Nodular calcifications in femoral plaque ; C :
osteoid metaplasia often observed in femoral plaque; D: Carotide plaque with sheet-like
calcification, *: Lipid core with microcalcifications. HES staining, original magnification:
X20 (A); X10 (B-C-D).
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OPG

OPG

Case Number

Carotid plaques Femoral plaques

Figure 2: OPG staining is more frequently observed in carotid plaques than in femoral
plagues and also in arteries containing less calcified. OPG expression was studied by
immunohistochemistry in carotid plaques (A,C) and in femoral plaques (B;D). A: OPG
positive staining in lipid core with cholesterol crystals; B: OPG is expressed by endothelial
cells (arrow) and calcified matrix (*); C: femoral nodular calcification showing OPG
immunostaining; D: OPG expressed in endothelial cells (arrow) and macrophages (arrow
head). E: OPG positivity is closely related to the presence of CD68" between carotid and
femoral plaques. Original magnification: X20 (A, D); X10 (B, D).
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RANK

RANKL

Figure 3: RANK and RANKL are similarly expressed in carotid and femoral plaques.
RANK and RANKL expressions were studied by immunohistochemistry in carotid plaques
(A,C) and in femoral (B-D). A : RANK positive expression in macrophages (arrow) and in
lipid core (LC) ; B : RANK positive expression in calcifications (*) and vessels (arrow); C:
RANKL immunostaining in calcificatios (*) and vessels (arrow), some macrophages are also
positively stained; D: RANKL immunolocalization in calcification (*) and vessels (arrow).
Original magnification: X40 (A), X20 (B), X10 (C-D).
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*%

—

OPG concentration (ng/mL)
O R N WS UL O N ®

Carotid Femoral

RANKL concentration (pmol/L)

1,4
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1,0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Carotid Femoral

Figure 4: Differential concentration in serum OPG between carotid and femoral

populations. Serum OPG was measured by ELISA assay. ** p < 0.02.
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Supplementary data 1: Primary antibodies used in the immunohistochemichal study

Antigen studied Antibody (host) Source Dilution
(immunogen used)

RANK
(NS50 derived human RANK |  Polyclonal (goat) R&D Systems 1/35
extracellular domain)

RANKL

(sf 21-derived human Polyclonal (goat) R&D Systems 1/20
RANKL)

OPG
(sf 21-derived human OPG) Polyclonal (goat) R&D Systems 1/10

CDe68

(Splenic cells isolated from a | Monoclonal (mouse) | Beckman Coulter 1/60

patient with Gaucher’s
disease)
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III. Discussion

Une différence de morphologie entre les plaques athéromateuses touchant deux lits
artériels différents en matiére d’artériopathie périphérique a pu étre démontré (Hérisson et al
2011). Les plaques fémorales sont plus calcifiées et les plaques carotidiennes plus
fibrolipidiques et inflammatoires renfermant une population macrophagique abondante. Les
plaques carotidiennes expriment plus fréquemment I’OPG par rapport aux fémorales, cette
expression étant corrélée avec un abondant infiltrat macrophagique (article 2). L’OPG semble
donc jouer un réle dans la différence de calcification des plaques carotidiennes et fémorales.
Le macrophage est une cellule clé dans la pathogénése de la plaque athéromateuse : il
participe a la dysfonction endothéliale, active la cellule endothéliale et les cellules
musculaires lisses par le biais de cytokines et participe a la formation de la bouillie
athéromateuse par le biais de I’efférocytose, défaillante a des stades avancés de la plaque. Son
role est donc majeur dans la vulnérabilité de cette plaque d’autant plus que la cellule
spumeuse, dérivée en grande partie du macrophage induit 1’apoptose des cellules musculaires
lisses responsables de la production de collagene au sain la plaque athéromateuse (la coiffe
fibreuse est alors plus mince). Dans les plaques calcifiees, les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses sont capables de produire de ’OPG et du RANKL dont le
déséquilibre d’action oriente soit vers la calcification de la plaque (prédominance de 1’action
de I’OPG sur les macrophages) soit vers une calcification moins marquée (prédominance de
I’action de RANKL) (Montecucco et al 2007). Comme nous 1’avons montré dans cet article,
les plaques carotidiennes expriment plus d’OPG que les fémorales qui sont plus calcifiées.
L’OPG semble donc avoir in situ un role protecteur de la plaque contre le processus de
calcifications. Les calcifications de la plaque athéromateuse peuvent étre dues a la sénescence
des cellules musculaires lisses, les calcifications entrainant une progression des Iésions
athéromateuses (Burton et al 2009). L’OPG est capable d’inhiber directement la calcification
des cellules musculaires lisses. En effet, I’OPG qui est présente dans les vésicules produites
par ’apoptose des cellules musculaires lisses limite la minéralisation et le dépdot de
hydroxyapatite dans la paroi vasculaire (Schoppet et al 2011). La forte expression d’OPG
dans les arteres carotidiennes est corrélée a une importante inflammation de la plaque et
notamment a de nombreux macrophages CD68". L’OPG peut étre donc responsable du
recrutement des macrophages (Mosheimer et al 2005). L’OPG pourrait donc initier le

processus d’athérosclérose en modulant 1’adhérence des monocytes avec les cellules
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endotheliales et leur extravasation dans la paroi vasculaire. En complément de cette activité
chimiotactique, il est possible d’envisager une modulation du métabolisme des autres cellules
de la paroi vasculaire (cellules musculaires lisses, fibroblastes, etc) par 1’interaction de I’'OPG
avec des protéoglycanes membranaires par exemple ou par son réle inhibiteur de TRAIL.
L’OPG peut ensuite intervenir en controlant de fagon indirecte le processus de minéralisation.
En effet, en bloquant RANKL et 1’ostéoclastogenése associée, I’OPG pourrait agir comme un
facteur anabolique des plaques athéromateuses.

L’expression d’OPG et RANKL est régulé par de nombreux médiateurs biologiques
de type cytokinique impliqués eux-mémes dans la mise en place et I’entretien de la réaction
inflammatoire. Ces cytokines contribuent donc a la genese des plaques athéromateuses. Ces
cytokines sont des protéines de bas poids moléculaire qui interagissent entre les cellules des
organes lymphoides et les tissus si¢ge d’inflammation. Ce groupe de molécules comprend
plusieurs centaines de facteurs sécrétés rangés en différents sous-groupes qui sont les
interleukines (IL) (37 sont jusqu’a ce jour connus), les TNF, les interférons (INF), les CSF,
les TGF et les chimiokines. Toutes ces molécules sont impliquées dans différents processus
physiologiques et sont importants pour réguler les réponses inflammatoires et immunes (innée
et adaptative). Toutes les cellules impliquées dans 1’athérosclérose sont capables de produire
et de répondre a des cytokines. Une pléthore de cytokines a été mise en évidence dans les
plaques athéromateuses (Table 4).
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Tableau 4 : Cytokines exprimées dans la plaque athéromateuse (Ait Oufella et al 2011)

Cytokines Protein mRNA
TNF-cx - t
IL-1

IL-2 - t
IL-4 -

IL-5 +/ +
IL-6 .
IL-8 - +
IL-10 .
IL-12 - +
IL-15

IL-17 - +
IL-18

IL-20

IL-21 .
IL-23 . +
IL-27

IL-33 - }
IL-35

IFN-+ + 4
TGF-B .
GM-CSF . }
M-CSF

Ces différentes molécules contrélent pour la plupart 1’expression d’OPG et RANKL et
constituent un réseau moléculaire complexe dans lequel il est difficile de définir les effecteurs
initiateurs, des effecteurs terminaux. Les effets biologiques des cytokines peuvent étre varies
au sein de la plaque. Une partie des effets décrits ci-dessous sont également partagée par
I’OPG et RANKL :
- Implication dans le dysfonctionnement endothélial. Dans les stades les plus
précoces, Le TNF-a et I’'INF-y altérent la distribution des complexes endothéliaux
cadhérine- Caténine et prévient la formation de fibres de stress F-actin
(Kleinbongard et al 2010). Le TNF-a augmente le Ca2 cytosolique et active la
myosin light chain kinase et la RhoA qui perturbent les jonctions endothéliales.
(Komarova et al 2010).
- Effet sur 1‘adhésion leucocytaire et la création de cellules spumeuses. La
restructuration des jonctions intercellulaires qui perdent leur fonction de barriére

facilite la migration leucocytaire. Les cytokines induisent également 1’expression
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de chimiokines et de molécules d’adhésion au niveau de I’endothélium. Le
phénoméne de recrutement est alors favorisé ainsi que 1’étape d’adhésion, et de
migration des lymphocytes et monocytes dans la paroi vasculaire inflammatoire
(Weber et al 2008). Une fois dans I’intima, les monocytes sont activés par
differentes cytokines qui accelerent leur transformation en cellules spumeuses.
Cette transformation peut se faire grace a la stimulation de I’expression des
recepteurs scavenger et en augmentant I’oxydation cellulaire.

- Effet sur la stabilité de la plague. A des stades plus avances de la plaque, les
cytokines prinflammatoires la déstabilisent en entrainant I’apoptose cellulaire et la
dégradation de la matrice extracellulaire. L’apoptose macrophagique est
responsable comme on 1’a déja vu de la formation de la bouillie athéromateuse.
L’apoptose des cellules musculaires lisses entrainent un amincissement de la coiffe
fibreuse de la plaque, entrainant la rupture de celle-ci (Mallat et al 2001, Tabas et
al 2005, Clarke et al 2006). Les cytokines responsables de I’apoptose
macrophagique et des cellules musculaires lisses agissent en synergie (association
de I’IL-1, TNF-a et ’INF-y) (Stoneman et al 2009). En ce qui concerne la matrice
extracellulaire, certaines cytokines inhibent la synthése de ses constituants. L’INF-
y inhibe par exemple la synthése du collagéne (Amento et al 1991). L’IL-1 et le
TNF-a sont elles responsables de la production de MMP comme MMP-1, -3, -8 et
-9. L’IL-4 produite par les Th-2 inhibe elle la production de la plupart des MMP
produites par les macrophages mais induit la production de MMP-12 qui lyse les
fibres élastiques (Shimizu K et al 2004). Enfin, les cytokines alterent les propriétés
anti-thrombogénes de la cellule endothéliale (Esmon et al 2004) ; cela entraine la
formation de thrombus et permet la survenue de zone d’ischémie. L’intervention
des cytokines aboutit donc a la genése de la plaque athéromateuse, puis a ses

complications qui font perdurer le remodelage vasculaire. (Figure 23).
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Activation des cellules vasculaires

Recrutement leucocytaire Activation leucocytaire

Dysfonction endothéliale Plaque

athéromateuse
Thrombose Stress oxydatif
Activation coagulation ‘ ' Apoptose (CML, macrophages)

Activité/expression des TIMP Inhibition de synthése du collagéne
réduite

T activité/expression des MMP
Figure 23 : Effets des cytokines sur le développement de la plaque et sur sa vulnérabilité
(d’apres Ait Oufella et al 2011)

Pour résumé, les lymphocytes T, recrutés lors de 1’athérogenése produisent de ’OPG
et du RANKL qui attirent les monocytes/macrophages dans la paroi vascuaire. Ces
lymphocytes produisent également de I’IFN-y et induisent la différenciation de ces
macrophages qui produisent en retour des cytokines inflammatoires (IL-1f, IL-6, 1L-8, TNF-
a) et des facteurs de croissance (IGF-1, TGF-B) facilitant la différenciation ostéogene des
cellules vasculaires ( Tintut et al 2000, Watson et al 1994, Parhami et al 2002, Radcliff et al
2005). Aussi bien au niveau sous-intimal (réle par exemple de I’OPG sur les cellules
endothéliales) qu’au niveau de la média (chimiotactisme de I’OPG), la formation des
calcifications vasculaires fait intervenir un panel de médiateurs inflammatoires et
I’accumulation de ces calcifications génére en retour un environnement micro-inflammatoire.

L’ensemble aboutit a un cercle vicieux entre inflammation et calcifications vasculaires (Six et

al 2010) .

La liste des cytokines mentionnées ci-dessus est loin d’étre exhaustive. Ainsi par
exemple, I'IL-34 a été decouverte, cytokine en étroite relation avec la population
macrophagique. Elle assure la survie des monocytes et facilite leur différenciation (Lin et al
2008). Elle se fixe sur le méme récepteur que le M-CSF, c-fms. Baud’huin et al. ont montré
que cette cytokine pouvait se substituer au M-CSF dans 1’ostéoclastogenése induite par
RANKL (Baud’huin et al 2010). D’autre part, 1’'IL-34 est exprimée au niveau de tumeurs

comme les tumeurs a cellules géantes (TCG). Les TCG sont des lésions ostéolytiques
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pourvues d’une abondante vascularisation et constituées d’un double contingent cellulaire, des
cellules géantes et des cellules mononucléées. L’IL-34 pourrait soutenir la formation de ces
cellules géantes en complément du M-CSF. Sur le plan moléculaire, I’TL-34 est intimement
liée a RANKL et pourrait donc avoir une implication dans I’athérosclérose. Jusqu’a ce jour,
aucune publication ne rapporte le role de 1’IL-34 dans les processus inflammatoire de la
plaque athéromateuse. Une recherche d’expression de cette cytokine sur nos deux cohortes de

patients  pourrait  approfondir les  différences  d’évolution  des  plaques.
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Il est desormais établi que les calcifications vasculaires font suite a un processus
régulé qui ressemble en de nombreux points a 1’ossification physiologique. Leur régulation
oppose des facteurs activateurs et inhibiteurs mais les déterminants cellulaires et moléculaires
a ’ceuvre ne sont pas actuellement précisément établis. Une hypothése avancée par Demer et
collaborateurs est qu’au sain des vaisseaux, des cellules de type ostéoblastes produisent du
tissu osseux (Demer et al 2008). Ces cellules ne sont pas clairement identifiées chez ’homme.
Elles pourraient provenir de la reprogrammation du phénotype d’une sous-population de CML
de la paroi, appelées calcifying vascular cells (CVC), de péricytes quiescents dans la paroi des
arteres ou de cellules souches ostéoprogénitrices circulantes (Johnson et al 2006) (Figure 24).
L’analyse de I’implication de ces cellules dans le processus athéromateux revét donc un

intérét majeur et permettra d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

circulating
osteoprogenitor.
cells

EC (= ) - D e (- (- (-

Osteoblast=type

BMP 2/4 ] 1 Cbfa1

1 ROS 1 osterix neocangiogenesis
4 PPi TALP

Hydroxyapatite

vsSMC

——

Adventitia

Figure 3 : Origine des cellules osteoblast-like responsables de la calcification vasculaire

(Johnson et al 2006). Les cellules musculaires lisses et notamment une sous-population de CML appelée CVC, les
péricytes quiescents de la paroi et les cellules ostéoprogénitrices circulantes.

Cellules musculaires lisses vasculaires

Les cellules musculaires lisses vasculaires entreprennent une dédifférenciation vers un
phénotype ostéoblastique sous I’action de protéines comme les BMP-2 et BMP-4. Ces
derniéres sont exprimées respectivement par les cellules endothéliales exposées a divers stress

(hypoxie, radicaux libres, turbulences du flux sanguin, hypertension, inflammation) et par les
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cellules spumeuses stimulées par les lipoprotéines oxydées type LDL (Six et al 2010, Johnson
et al 2006). Les cellules musculaires lisses vasculaires expriment alors des marqueurs de
différenciation ostéoblastique comme la BMP-2 et les facteurs de transcription Cbfal ou
RUNX-2 et Osterix, en méme temps qu’elles perdent leurs marqueurs spécifiques de cellules
musculaires lisses (Six et al 2010, Johnson et al 2006, Tintut et al. 2003). Il existe dans la
paroi artérielle une sous-population de cellules musculaires lisses, les CVC, qui en culture
forment spontanément des nodules et minéralisent. Ces CVC expriment alors des protéines
osseuses telles 1’alkaline phosphatase (ALP), ’ostéocalcine, 1’ostéopontine (OPN). Elles
conservent une capacité de pluripotence et représenteraient 20 a 30% de I’ensemble des
cellules musculaires lisses de la paroi (Tintut et al 2003). La minéralisation peut survenir
¢galement a la suite de I’apoptose des cellules musculaires lisses vasculaires. En conditions
physiologiques, les cellules musculaires lisses sont protégées des calcifications par des
protéines inhibitrices des calcifications telles la MGP, la fetuin-A ou I’OPG. En cas
d’agression, les cellules musculaires lisses peuvent mourir par apoptose libérant ainsi des
corps apoptotiques qui constituent des vésicules matricielles prominéralisantes formant un
environnement fermé propice a la minéralisation (Abedin et al 2004, Six et al 2010,
Proudfoot et al 2000). Ces veésicules concentrent le calcium et le phosphate pour former des

cristaux phosphocalciques (Proudfoot et al 2000).

Péricytes

Les péricytes sont des cellules allongées, entourant la membrane basale des vaisseaux.
Initialement, ils ont été observés au niveau des microvaisseaux ou ils forment une couche
cellulaire sous-endothéliale (Andreeva et al 1998, Tilton et al 1991, Diaz-Flores et al 1991,
Shepro et al 1993). Des travaux histologiques a partir d’artéres humaines obtenues lors
d’autopsies ont montré que les péricytes étaient également présents au niveau des arteres de
petit, moyen et gros calibres (Andreeva et al 1998). Au niveau des gros vaisseaux, les
péricytes sont retrouvés dans la partie interne de I’intima, dans la moitié externe de la média
et au sein de I’adventice ou ils sont aussi dénommés myofibroblastes adventitiels. Leur
proportion a été évaluée a 32.7 + 5.9% de la totalité des cellules présentes au sein de I’intima,
puis leur présence décroit dans la média et I’adventice. Il existe de grandes variations selon
les organes : les vaisseaux rétiniens contiennent des péricytes et des cellules endothéliales
dans un ratio de 1/1, alors qu’au niveau du muscle strié le ratio est de 1/100 (Shepro et al

1993). L’origine embryologique des péricytes n’est pas compleétement connue. Ils dériveraient
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de la créte neurale ainsi que du meésoderme tout comme les cellules musculaires lisses
vasculaires. Les cellules périvasculaires (péricytes et cellules musculaires lisses) et les
cellules endothéliales auraient un précurseur commun (Hu et al 2004, Yamashita et al 2000).
Les péricytes jouent un role fondamental dans la vasculogenése et I’angiogenese. Ils sont
nécessaires au bon développement des vaisseaux. lls possédent une capacité de contraction
influencant le diametre et la perméabilité des vaisseaux et conferent un support mécanique a
la paroi en contractant des liaisons avec les cellules endothéliales et en participant a la
synthese de la membrane basale (Diaz-Flores et al 1991, Sims et al 1991, Doherty et al 1999,
Gerhardt et al 2003). Les peéricytes sont des cellules largement impliquées dans des
pathologies microcirculatoires tels que le diabéte, I’inflammation, la cicatrisation,
I’hypertension et la néoplasie. Les péricytes sont des cellules pluripotentes capables de se
différencier en ostéoblastes, chondrocytes, cellules musculaires lisses ou adipocytes
notamment (Diaz-Flores et al 1991, Doherty et al 1999). Récemment des travaux de Master 2
(JM Davaine-U957) ont montré la capacité des péricytes a se différencier en ostéoblastes en
milieu inducteur. En effet, les péricytes sur-expriment fortement le facteur de transcription
Cbfal, spécifique de la lignée ostéoblastique, par rapport a son niveau d’expression basal. Les
mémes constatations ont été faites concernant I’ALP, protéine spécifique de la minéralisation.
Les péricytes ont donc la capacité de se différencier en cellules de type ostéoblastique
produisant une matrice minéralisée. Ces péricytes ont également une action sur les cellules
souches mésenchymateuses ostéogéniques ainsi que sur 1’ostéoclastogénese. En effet, des
surnageants péricytaires inhibent la minéralisation des cellules souches mésenchymateuses
ainsi que I’ostéoclastogénese. De facon intéressante, ces péricytes humains expriment OPG a
I’état basal, les ARNm de RANK et RANKL ¢étant retrouvés en trés faible quantité. Sous
I’influence de diverses cytokines inflammatoires telles le TNF-a, 1’expression des trois
molécules est augmentée. Le péricyte pourrait donc jouer un role dans le mécanisme d’action
de la triade OPG/RANK/RANK au niveau de la plaque athéromateuse et par la méme dans le
mécanisme de calcification de la plaque. Toutes ces propriétés font du péricyte le candidat
idéal pour établir le lien entre calcifications vasculaires et angiogenése. Les néovaisseaux sont
présents en abondance au sein des plaques d’athérome et des calcifications artérielles (Kamat
et al 1987). Tout comme lors de 1’ossification endochondrale ou I’arrivée de bourgeons
vasculaires permet 1’ossification, 1’angiogenése contemporaine du développement de
’athérosclérose joue certainement un role clé dans la formation des calcifications vasculaires.
Les néovaisseaux formés peuvent servir de voie d’apport de cytokines inflammatoires, de

facteurs de croissance et de cellules ostéoprogénitrices. Au cours de 1’ossification
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endochondrale, des bourgeons vasculaires permettent la colonisation de la trame
cartilagineuse par les ostéoblastes et l’ossification. Un méme processus pourrait étre a
I’origine de la minéralisation de la paroi artérielle. Des travaux de recherche allant dans le
sens d’une meilleure compréhension des phénomenes régulant angiogenéese, calcifications

vasculaires et péricytes apparaissent donc d’un grand intérét.
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Figure 25: Représentation schématique de la minéralisation vasculaire (d’aprés Davaine et al). Selon leur
hypotheése, dans la paroi vasculaire, les péricytes préviennent la formation des calcifications vasculaires en produisant un inhibiteur qui reste a
identifier. En cas de stress inflammatoire (TNF-a), les péricytes et les CMLV produisent de grandes quantités d’OPG qui induisent la
minéralisation de cellules (Pré-ostéoblastes) capables de se différencier en ostéoblastes. Ces préostéoblastes seraient des CMLV, des péricytes
ou des CVC. Les ostéoblastes peuvent a leur tour exprimer du RANKL qui va bloquer 1’action d’OPG. Parallelement, la synthése d’OPG va
inhiber la formation d’ostéoclastes a partir de pré-ostéoclastes (macrophages dans les artéres). Il existerait donc dans la paroi artérielle tout
comme dans le tissu osseux une balance entre résorption et minéralisation dont I’équilibre dépendrait du ratio OPG/ RANKL.
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Nous venons de voir I’importance des ¢éléments inflammatoires, des cellules
musculaires lisses, des péricytes, de 1’angiogenése et des cytokines dans la genese de la
plaque athéromateuse et dans le développement des calcifications. Les constituants mémes
tissulaires jouent également leur role et notamment le ratio Ca/P. Des études ont également
montré que des éléments comme le fer (Fe) et le zinc (Zn) étaient présents dans les lésions
athéromateuses humaines (Pallon J et al 1995, Lee et al 1998) et dans des modéles
d’athérosclérose animale (Minqin et al 2003, Makjanic et al 1999). Pallon et collaborateurs
ont décrit des hot spots de Fe et Zn au niveau de la limitante élastique interne de la paroi
artérielle. Les travaux sur la colocalisation de ces traceurs avec les calcifications précoces de
la paroi artérielle restent peu nombreux ce qui rend leur signification difficile. Roijers et
collaborateurs ont montré récemment la présence d’accumulation de Fe et Zn au contact de
microcalcifications retrouvées sur des artéres coronaires de cadavres (présence dans 75% des
cas) (Roijers et al 2011). Ceci suggere une relation mutuelle entre ces différents traceurs et les
dépots de sels de calcium. Leur présence dans les stades les plus précoces de I’athérosclérose
permet d’évoquer leur réle dans la genése et la progression des calcifications vasculaires.
Dans notre premiére étude morphologique comparative entre plaques athéromateuses
carotidiennes et fémorales (Herisson et al 2011), nous avons déterminé une teneur en Fe
différente entre les deux sites, les plaques fémorales étant plus riches en Fe (plus de 2,5 mg/g
de plaque versus 1mg/g). Les dép6ts de Fe (coloration de Perls) prédominaient au niveau du
cytoplasme des macrophages (surtout pour les carotides) et au pourtour des calcifications
(Figure 26). Ces résultats concordent avec les données de Roijers et collaborateurs. Des
dépdts de Fe sont souvent observés au contact des 1ésions d’athérosclérose avancées (Lee et al
1998, Makjanic et al 1999, Stadler et al 2004). Les dépdts de Fe sont alors souvent entourés
de matériel calcifié au sain de la limitante élastique interne (Pallon J et al 1995). Dans la
pathogénie de la plague, le Fe pourrait avoir un role de peroxydation des lipides, qui par la
suite sont phagocytés par les macrophages ou déposés dans la matrice extracellulaire (Gaut et
al 2001, Stocker et al 2004). Li et collaborateurs ont montré que 1’expression forte de ferritine
dans les macrophages des plaques était corrélée avec la sévérité des lésions, le tabagisme et la
symptomatologie des patients (Li et al 2008). Le fait que nos arteres fémorales et
carotidiennes ne présentent pas la méme teneur en Fe souligne encore le fait que stade
d’avancement de ces plaques est différent, avec des fémorales vraisemblablement plus
avancées dans la pathologie atheromateuse. Une étude comparée des deux lits artériels sur

cadavres pourrait éclaircir cette question.
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Figure 26 : Fer au sein des plaques athéromateuses
A) Teneur en Fer des plaques athéromateuses
B) Marquage des macrophages par le Perls (x 100)
C) Dépdt de Fer au pourtour des calcifications (Perls, x100)
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En conclusion, les plaques athéromateuses carotidiennes et fémorales présentent des
morphologies trés différentes. Plus particulierement, les taux calciques de ces plaques, le
niveau d’expression d’OPG in situ et les taux sériques d’OPG chez ces patients sont des
éléments biologiques différentiels. La triade OPG/RANK/RANKL semble donc jouer un réle
dans les mécanismes de calcification des deux lits artériels. Les plaques carotidiennes et
fémorales comportent un taux de calcium différent. Sont-elles parvenues a un méme stade de
développement ? Cette question représente un biais a nos résultats. Une fagon d’y répondre
serait I’étude comparative des deux lits vasculaires chez le cadavre (travaux en cours). Les
macrophages, les cellules musculaires lisses et les péricytes sont également des éléments clés
du processus de calcification de la plaque athéromateuse et sont étroitement associés aux
mécanismes d’action de la triade moléculaire au niveau de la paroi artérielle. Des travaux de
recherche allant dans le sens d’une meilleure compréhension des phénomeénes régulant
angiogenese, calcifications vasculaires et péricytes apparaissent donc d’un grand intérét et
permettra d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Tout ceci peut permettre d’expliquer, du moins partiellement, la différence de
resténose que 1’on observe apres dilatation des deux lits artériels, les resténoses étant 5 fois
plus fréquentes pour les artéres fémorales. Quelles sont les conséquences pronostiques et
thérapeutiques de ces observations ? 1l est admis que le caractére calcifié de la plaque est un
critere tantot de stabilité pour les uns, cela étant vrai surtout pour le réseau coronaire (Ehara S
et al 2004), tantot de vulnérabilité pour d’autres auteurs (Virmani et al 2006). Est-ce que les
patients fémoraux ont un pronostic vital péjoratif par rapport a la population carotidienne ?
Un suivi des patients aurait pu répondre a cette question, suivi non envisagé lors de la mise en
place du protocole ECLA qui ne permet que la photographie a un instant donné de la plaque
athéromateuse. Cependant, avec plus d’un an de recul, il ne semble pas y avoir plus de déces
dans I’un ou I’autre des groupes de patients.

Enfin, D'utilisation d’un modele de rat de resténose intrastent pourrait aider a la
meilleure compréhension de I’implication de la triade moléculaire OPG/RANK/RANKL dans
la genese de la plaque athéromateuse ainsi qu’a son implication dans la formation de

calcifications vasculaires.
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Abstract

Receptor activator of NF-xB (RANK), RANK ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) play essential roles in bone metabolism. RANKL binds
to RANK, which is expressed by osteoclasts whereas OPG acts as its decoy receptor blocking the RANK-RANKL interaction. OPG/RANK/RANKL are
produced by variety of tissues including epithelial and mesenchymal cells. However, the role of RANKL/OPG in thyroid pathophysiology remains
unclear. The aim of this study was to determine the expression pattern of RANK/RANKL/OPG in primary neoplastic thyroid lesions and in lymph node
metastases. 27 specimens from total thyroidectomy were studied by immunohistochemistry: 9 papillary carcinomas (PC), 9 medullary carcinomas (MC),
9 macrovesicular adenomas (MA). Immunohistochemical evidence of RANKL was found in 30 % of MC, 22% of PC while RANKL has never been
detected in PC. The expression of RANK is closely related to RANKL. OPG was restricted to the cytoplasm of epithelial in 1 MA and 1 MC. In contrast
to pathological tissues, any expression of OPG/RANK/RANKL was detected in healthy thyroid tissue. This work reveals for the first time that OPG/
RANK/RANKL are expressed in the pathological thyroid gland by follicular cells, by malignant parafollicular cells as well as in metastatic lymph node

microenvironment. Thus OPG/RANK/RANKL molecular triad might play a role during pathogenesis of follicular and parafollicular tumors.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Thyroid; Macrovesicular adenoma; Medullary carcinoma; Papillary carcinoma; OPG/RANK/RANKL; Immunohistochemistry

1. Introduction

Osteoprotegerin (OPG) and its cognate ligand, receptor
activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL), have been
identified as important factors involved in the regulation of bone
metabolism mediating the paracrine signaling between osteo-
blasts and osteoclasts [ 1-3]. OPG acts as a decoy receptor binding
RANKL and thereby inhibiting the interaction between RANKL
and its receptor RANK on the osteoclast surface [4]. The de-
regulation of this molecular triad is in part responsible of the
osteolysis associated to malignant tumours, and their develop-

* Corresponding author. INSERM ERI7, Faculté de Médecine 1 rue Gaston Veil,
44035 Nantes cedex 1, France. Tel.: +33 240 412 845; fax: +33 240 412 860.
E-mail address: dominique.heymann@univ-nantes.fr (D. Heymann).

0167-0115/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.regpep.2008.02.004

ment in bone site. This molecular triad OPG/RANK/RANKL
exerts more specifically its activities in the ostearticular, immune
and vascular systems and furthermore these protagonists con-
stitute the crossroads of immunity and bone metabolism named
“osteoimmunology” [5,6].

A wide range of tissues (brain, thymus, bone marrow, etc) and
cells (lymphocytes, endothelial cells, dendritic cells, etc) produce
OPG, RANK and RANKL. Among these production sites, human
thyroid follicular cell lines and primary human thyroid follicular
cells seem to produce OPG and RANKL. Furthermore, OPG
mRNA is more abundant in surgical thyroid specimens of Grave’s
disease compared to other thyroid diseases [7]. Several recent
publications report that OPG and RANKL may be involved in the
cross-talking between thyroid function and bone metabolism and
that thyroid pathologies strongly affect OPG/RANKL equilibrium.


mailto:dominique.heymann@univ-nantes.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.regpep.2008.02.004

M.-F. Heymann et al. / Regulatory Peptides 148 (2008) 46-53 47

Thus, hyperthyroidism is accompanied with an increase in serum
OPG concentrations related to an excess of thyroid hormones and
so accelerates bone turnover [8]. Similarly, in hypothyroid patients,
serum OPG concentrations are increased [9] and are normalized
with restoration of normal thyroid function [10]. OPG level also
correlates with biomarkers of bone metabolism during anti-thyroid
treatment in patients with Grave’s disease [11]. Mikosch et al.
demonstrated that suppressive thyroid hormone therapy in men
with differentiated thyroid carcinoma upmodulated bone degrada-
tion explained in part by the disturbance of OPG/RANKL balance
[12]. Overall, these data evidenced that OPG/RANKL ratio
is totally altered in thyroid pathologies but their role in thyroid
physiology still remain unclear.

Unfortunately, in spite of these observations, any data are
available concerning the potential source of OPG and RANKL
in thyroid gland during thyroid carcinogenesis. Indeed, to our
knowledge, no report describes the localization of OPG/RANK/
RANKL proteins in tumor thyroid tissue. The aim of our study
was to determine the RANK, RANK ligand and osteoprotegerin
expressions by immunohistochemistry in thyroid tumors
classified as macrovesicular adenoma, papillary carcinoma and
medullary carcinoma.

2. Materials and methods
2.1. Patients

This study included 27 patients (23 females aged 1778 years,
4 males aged 30—67 years) that were referred to our institution for
the treatment of thyroid pathology. All surgical specimens were
classified according to the WHO classification based on
histological samples obtained after total thyroidectomy: 9
papillary carcinomas (PC), 9 medullary carcinomas (MC), 9
benign macrovesicular adenomas (BMA).The tumor sizes ranged
between 0.5 to 3.5 cm for carcinomas and 1.5 to 8 cm for
adenomas. All carcinomas were graded according to the TNM
classification: 8 pT1, 7 pT2, 1 pT3 and 2 pT4. Three tumors
presented nodes metastasis (2 MC and 1 PC). Hypercalcemia was
noted for 1 MA. The experimental procedures followed in the
present study were in accordance with the ethical standards of the
responsible institutional committee on human experimentation
and with Helsinki Declaration of 1975, revised in 1983.

2.2. Immunohistochemistry

All surgical specimens (thyroid tissues and lymph nodes)
were fixed in 10% formalin and embedded in paraffin blocks.
For histological investigations, 5 pm-thick sections were stained
with haematoxylin—eosin—safran. Immunohistochemical reac-
tions using antibodies raised against RANK, RANKL and OPG
(R&D System, Abingdon, UK) were performed on deparaffi-
nized sections (5 pm) for each tumor using the standard avidin—
biotin method [13,14]. The tissue sections were treated with 3%
hydrogen peroxide (H,O,) for 5 min to block endogenous
peroxidase and then incubated with corresponding primary
antibody, over night at 4 °C in a humidified atmosphere. The
primary antibodies used are listed in Table 1. Then slides were

Table 1
Primary antibodies used in the immunhistochemical assays
Antibody Source Type Immunogen Dilution
against (species) used
RANK R&D Systems Polyclonal NS50 derived 1/50
catalogue (goat) human RANKL
n°AF683 extracellullar domain
RANKL R&D Systems Polyclonal  sf21-derived human 1/20
Catalogue (goat) RANKL
n°AF626
Osteoprotegerin  R&D Systems Polyclonal — sf 21-derived human 1/10
Catalogue (goat) OPG
n°AF805

incubated 1 h with 1/200 anti-goat biotinylated immunoglobulin
(Rockland Immunohistochemicals, Gilbertsville, PA, USA) for
OPG, RANKL and RANK studies. All slides were incubated
with 1/100 extravidin-peroxidase for 30 min at room tempera-
ture, then revealed with an AEC staining kit (Sigma, saint-
Quentin Fallavier, France). Preparations were counterstained
with hematoxylin, then dehydrated and mounted withGel Mount
(Biomedica, Foster City, CA, USA). All antibodies and
extravidin dilutions were prepared in PBS (pH 7.4). Negative
control was prepared for each antibody analyzed using a similar
procedure excluding the primary antibody.

2.3. Immunohistochemical evaluation

Each case was scored by two independent operators using a
semi-quantitative method, evaluating both the heterogeneous
positive distribution and the differing intensity of the staining
simultaneously. We classified all cases in 4 categories: (—)
absence or negligible signal, (+) weak signal, (++) moderate
signal.

3. Results

RANK, RANKL and OPG expression have been analyzed
by immunohistochemistry in 9 medullary carcinomas (MC)
(Fig. la), 9 papillary carcinomas (PC) (Fig. 1b), 9 benign
medullary adenomas (MA) and in healthy thyroid tissue
surrounding all tumors.

3.1. RANK is expressed in a third of benign and malignant tumors
of thyroid gland

RANK expression was evidenced in benign and malignant
thyroid tissues (Table 2). Indeed, RANK positive staining was
observed in 30% of MC (data not shown) and in 30% of PC
(Fig. 1c). In both pathologies, RANK immunoreactivity was
located in nucleus and cytoplasm of epithelial cells and in one
case the colloid was positive (Table 2). In PC, epithelial cells
and macrophages expressed similarly RANK in the cytoplasmic
domain (Fig. 1¢). Furthermore, in 22% of MA, RANK was also
positively detected in the nuclei and/or cytoplasm of epithelial
cells and in one case in the colloid.
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Fig. 1. Histology and immunolocalization of OPG, RANK and RANKL in benign macrovesicular adenomas, papillary carcinomas and medullary carcinomas. f, medullary
carcinoma characterized by the presence of amyloid stroma (arrow) (HES staining, original magnification x 20). b, Papillary carcinoma with typical nuclear deformations
(HES staining, original magnification x20). ¢, RANK positive staining of papillary carcinoma (original magnification x20). Cytoplasmic expression of epithelial cells
(arrow head) and macrophages (arrow). d, RANKL immunoreactivity in medullary carcinoma (orginal magnification x20). e, OPG staining in medullary carcinoma (original
magnification x20). f, weak OPG expression in medullary adenoma (original magnification x20). Abbreviation: HES, hematoxylin, eosin and safran.

3.2. RANKL expression is not detected in papillary carcinomas

RANKL expression was closely related to RANK localiza-
tion pattern in MC (Table 2). Thus, 30% of MC were positive for
RANKL both in the cytoplasm and in nucleus of epithelial cells
(Fig. 1d). In contrast, RANKL was never detected in PC and
observed in 22% of MA only in the cytoplasm of epithelial cells.

3.3. OPG is exceptionally expressed by benign and malignant
tumors of thyroid gland

OPG Immunolocalization was similarly analyzed (Table 2).
OPG expression was restricted to the cytoplasm of epithelial in

one case of MC (Fig. le) and one case of MA (Fig. 1f). Colloid
expressed a positive immunoreaction for OPG in one case of MA
(Table 2). No correlation between OPG, RANK and RANKL
expression and tumor size or node invasion had been observed.

Moreover, in contrast to pathological tissues, no expression of
OPG/RANK/RANKL was detected in healthy thyroid tissue.

3.4. RANK is expressed in the nucleus tumor cells, OPG in
endothelial cells and RANKL in macrophages of lymph node
metastasis from MC

Three tumors presented lymph node metastasis (2 MC, patients
16 and 17 and 1 PC, patient 7) (Table 3). Immunolocalization of
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Table 2

Immunoreactivity Results (IR) of primary thyroid lesions to anti-RANK, RANKL, OPG antibodies

Patients ~ Age/Sex  Diagnosis TNM IR anti-RANK IR anti-RANKL IR anti-OPG
1 17/F PC pT4aNO - - -

2 62/F PC pTINx ++, rare positive epithelial cells - -

3 46/F PC pT3Nx - - -

4 32/F PC pT2NO ++, 1% cyto, epithelial cells, macrophages  — -

5 78/F PC pT2NO - - -

6 37/F PC pTINx ++, colloid - -

7 55/F PC pT4N1 - - -

8 54/M PC pTINx - - -

9 48/F PC pTINO +, 1% macrophages - -

10 75/F MC pT2NO +, 10%, cyto epithelial cells ++, 100%, cyto/nuc epithelial cells  —

11 36/F MC pTINO +, 100% cyto epithelial cells ++, 80% cyto/nuc epithelial cells 100/cyto/+ epithelial cells
12 30/F MC pT2NO +, 100%, cyto epithelial cells ++, 100%, cyto/nuc epithelial cells  —

13 61/F MC pTINO +, 10% cyto epithelial cells - -

14 52/F MC pTINx - - -

15 39/F MC pT2N1 - - -

16 56/F MC pT2NI1 - - -

17 67/M MC pT2N1 — epithelial cells, + 1% macrophages - -

18 SS/F MC pTINx - -

19 68/F MA +, 80% cyto epithelial cells +, 80% epithelial cells ++, 70% cyto epithelial cells
20 77/ MA - - -

21 72/F MA ++ 30% cyto/nuc, epithelial cells - + colloid

22 44/F MA ++ colloid ++, 50% cyto epithelial cells -

23 71/F MA - - -

24 44/F MA - - -

25 56/F MA - - -

26 38/F MA - - -

27 67/F MA - - -

PC: papillary carcinoma; MC: medullary carcinoma; MA: macrovesicular adenoma. (—) absence or negligible signal, (+) weak signal, (++) moderate signal. Cyto/Nuc:

cytoplasmic and nuclear positive staining.

RANK, OPG and RANKL has been compared between node
metastasis and primary tumors. No expression of RANK,
RANKL was observed in PC lymph node metastasis and a
weak signal was detected in the cytoplasm of some tumor cells
(Table 3). In the two metastatic lymph nodes from MC, all
epithelial cells possessed a positive RANK in their nuclei
(Table 3, Fig. 2b and ¢), while endothelial cells closely associated
with tumor cells were positive for OPG in one case (patient 16)
(Fig. 2a) and negative for patient 17 (Fig. 2d, Table 3). More
interesting, the endothelial distant from tumor cells were negative

Table 3

for OPG (Fig. 2a insert). Tumor cells or endothelial cells were
negative for RANKL and macrophages showed a RANKL
positive expression (Table 3).

4. Discussion

It is well known that dysfunctions of thyroid gland causes
disturbance of bone turn over especially bone loss. The intimate
mechanisms of such interrelation still remain unclear, however the
involvement of several proteins has been suspected. Thus, thyroid

Immunoreactivity Results (IR) of lymph node metastases from thyroid carcinomas to anti-RANK, RANKL, OPG antibodies

Patients Diagnosis IR anti-RANK IR anti-RANKL IR anti-OPG

Primary tumor Lymph node metastase Primary Lymph node metastase Primary Lymph node metastase

tumor tumor
7 PC - - - - - — endothelial cells,
+ cyto rare tumor cells
16 MC - + 100% nuc tumor epithelial — — tumor epithelial cells, — ++ endothelial cells,
cells and lymphocytes + macrophages — tumor cells

17 MC — tumor cells, — epithelial cells, + 100% nuc tumor epithelial — — tumor epithelial cells, — -

+ 1% macrophages cells and lymphocytes

+ macrophages

PC: papillary carcinoma; MC: medullary carcinoma. (=) absence or negligible signal, (+) weak signal, (++) moderate signal. Cyto/Nuc: cytoplasmic and nuclear

positive staining.
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Fig. 2. Immunolocalization of OPG, RANK and RANKL in lymph node metastases from thyroid carcinomas. a, b, ¢: lymph node metastatis from patient 16 and
immunolocalization respectively of OPG, RANK, RANKL. d, e, f: lymph node metastatis from patient 17 and immunolocalization respectively of OPG, RANK,
RANKL. a, positive staining of endothelial cells (arrow) located near the tumor cells in contrast to endothelial cells distant from tumor cells (insert).d, negative
immunoreactivity of lymph node metastasis of patient 17 to OPG. b, ¢, positive immunolocalization of RANK in the nuclei of tumor cells. ¢, f: negative staining of

RANKL in tumor cells and endothelial cells. Original magnification x40.

hormones produced by thyrocytes and stocked into the colloid
affect osteoclast differentiation [15—19] as well as calcitonin
secreted by parafollicular cells (C cells) [20]. Furthermore, recent
investigations in bone pathophysiology clearly identified a novel
set of cytokines/cytokine receptors that are required for the control
of bone remodeling [1-5]. These molecules named Receptor
Activator of NF-kB Ligand (RANKL) and its receptors RANK
and osteoprotegerin (OPG) appear as the final effectors of the
most osteotropic factors already identified including thyroid
hormones [21]. However, this mechanism appears more complex
and Kanatani et al. evidenced that thyroid hormones stimulate
osteoclast differentiation in part by a mechanism independent

of RANKL-RANK interaction [22]. In a cohort of patients
suffering from benign and malignant tumors of thyroid gland, we
showed that OPG, RANK and RANKL were not expressed by all
specimens studied. RANK was similarly expressed by benign and
malignant tumors, RANKL was essentially detected in medullary
carcinomas and never in papillary carcinomas, and OPG was only
restricted to rare cases. Furthermore, the immunohistochemistry
analysis of lymph node metastases suggests a potential implica-
tion of OPG/RANK/RANKL triad in thyroid carcinogenesis and
in the metastatic process of medullary carcinoma cells.

Then the present work revealed that the source of OPG and
RANKL in 70% of thyroid carcinomas is not the thyroid gland
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itself. Thus, the variations of OPG and RANKL levels observed
during hyper- or hypothyroidism [8,9,23] could be the
consequence of the dysregulation of OPG/RANKL balance in
bone microenvironment due to the thyroid dysfunction asso-
ciated or not with thyroid—pituitary axis perturbation [24,25].
However, these analyses of serum OPG and RANKL in patients
suffering from thyroid diseases must be carefully interpreted.
Indeed, it is well known that OPG levels increase with age [26]
and reflect a protective mechanism of bone tissue [27]
independently of any other metabolic disorders [28]. In fact,
OPG and RANKL must be absolutely monitored together and in
this context OPG/RANKL ratio may predict bone loss severity
[13,29]. Similarly, in the present report, OPG was weakly
expressed in all specimens studied but RANKL clearly appeared
discriminating between PC and MC.

What could be the role of OPG/RANKRANKL triad on
thyroid carcinogenesis? Interestingly, the present data revealed
a nuclear immunoreactivity especially for RANK which is
known to act usually at the cell surface. The first evidence of
nuclear RANK localization in osteosarcoma cells has been
recently published [14]; however this finding is not unprece-
dented. Indeed, other membrane-associated growth factor
receptors have been reported to function in the nucleus. This
is the case of EGF [30] receptors and other TNF receptor family
members including TRAIL receptors [31] and CD40 receptor
[32]. The signalling proteins associated with the TNF family has
also been observed in the nucleus (e.g., TRAFs, NFkB, etc.)
[33,34] suggesting the potential nuclear migration of signalling
pathway components after the binding of TNF members to their
membrane receptors. Wells and Marti have also suggested that
this phenomenon might be involved in slowing or inhibiting
proliferative signals that trigger in normal cells but may be
ignored in cancer cells [35].

Recently, it has been suggested that RANKL has an important
role in tumor cell migration in vitro and in vivo [36,37]. Jones
et al. reported the expression of functional RANK on human
epithelial cancer cells such as breast cancer (MDA-MB231,
Hs578T, MCF7) and human prostate cancer (LNCaP, DU145)
cell lines [36]. In these systems, RANKL triggered migration of
RANK-expressing epithelial cancer cells, then demonstrating the
functionality of membrane RANK on tumor cells [36,37].
Similarly, Mori et al demonstrated that RANKL modulates
genes expression in osteosarcoma cell line including genes that
were implicated in protein metabolism, nucleic acid metabolism,
intracellular transport, cytoskeleton organization and biogenesis,
apoptosis and signalling cascade [38]. A similar impact of RANK
on the metabolism of carcinoma cells may be envisaged. Overall,
these data strongly revealed the significant involvement of the
OPG/RANK/RANKL system in metastatic cancer diseases [3—5]
and blocking RANKL-RANK interaction has been envisaged to
prevent the progression of cancer cells in bone [39]. Furthermore,
a positive correlation has been reported between constant ex-
pressions of RANK with decreased/absent expression of RANKL
and a high metastatic phenotype in breast carcinoma [40].
RANKL and OPG then appear as key effectors of epithelial
cancer cells metastasizing to bone. Bone is the second most
frequent site of metastasis resulting from thyroid carcinomas.

Incidence of bone metastasis is higher for papillary carcinomas
compared to medullary carcinomas. Indeed, Do et al. evaluated
the incidence of bone metastasis from follicular thyroid cancers
around 6.8% and 0.4% from papillary carcinomas [41]. There-
fore, in light of the present study and the literature, RANKL may
be a good candidate associated with the bone metastasis potential
of thyroid carcinomas. RANKL through its binding to RANK
expressed on epithelial cells may affect their migration from
thyroid to bone and through its binding to osteoclast/osteoclast
precursors increases osteoclastic activity leading to bone
remodelling alterations and then to the release of several growth
factors stocked in the bone matrix. These factors may stimulate
the vicious cycle that takes place between pathologic bone
remodelling and tumor development in bone site. OPG/RANK/
RANKL molecular triad may be also involved in the metastatic
process of thyroid carcinoma cells to lymph node. Indeed, a strong
expression of OPG has been evidenced in endothelial cells closely
associated with tumor cells (Fig. 2). Whether OPG and RANKL
stimulate monocyte chemotaxis through syndecan-1 [42] and
RANK [43] respectively, OPG also upregulates endothelial cell
adhesion which correlates with an enhanced binding of mono-
cytes [44]. In this context, it could be hypothesized that OPG
produced by endothelial of metastatic site such as lymph node acts
as chemotaxis factor for thyroid carcinoma cells which strongly
bind to endothelial cells over-expressing specific adhesion
molecules. In this case, OPG-positive cells would be closely
located to tumor cells in metastatic foci.

Our study shows that (i) RANK, RANKL and OPG are
expressed in the neoplastic thyroid gland and not in normal
thyroid parenchyma, (ii) in the main cases analyzed, thyroid
tissues are not the principal source of RANKL and OPG, (iii)
RANKL appears as a discriminating factor between papillary
carcinomas and medullary carcinomas in contrast to RANK
similarly expressed in both pathologies whereas OPG is mainly
not expressed, (iv) OPG/RANK/RANKL appear involve in the
metastatic process of carcinoma cells to lymph nodes. Thus
OPG/RANK/RANKL molecular triad might play a role during
of follicular parafollicular carcinogenesis especially in term of
metastatic capacity. Further studies are needed to clarify the
implication of theses molecules into neoplastic thyroid glands.
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RESUME et MOTS CLES

Implication de la triade OPG/RANK/RANKL en physiopathologie vasculaire : a propos
d’une étude comparée entre plaques athéromateuses carotidiennes et fémorales.

La triade moléculaire Osteoprotegerin (OPG)/Receptor Activator of NFkB (RANK)/RANK
Ligand (RANKL) exerce plus spécifiquement son activité sur les systemes ostéoarticulaire,
immunitaire et vasculaire. Ce travail a permis 1’étude de son implication dans la genese de la
plaque athéromateuse, en comparant deux sites d’artériopathie périphérique : carotide et
fémorale. Actuellement, les résultats du traitement endovasculaire sont limités par la survenue
de resténose et différe selon le territoire artériel. A partir d’une biocollection de picces
d’endartériectomie, une analyse histologique comparative a été réalisée: les plaques
carotidiennes sont fibrolipidiques avec un abondant infiltrat macrophagique alors que les
fémorales sont plus calcifiées avec souvent métaplasie ostéoide. En immunohistochimie, les
plaques carotidiennes expriment plus fréquemment I’OPG par rapport aux fémorales, cette
expression étant corrélée avec I’infiltrat macrophagique. L’expression de RANK et RANKL est
équivalente dans les deux lits artériels. L’OPG semble donc jouer un role dans la différence de
calcification des plaques carotidiennes et fémorales. L’analyse des acteurs cellulaires tels les
macrophages, les cellules musculaires lisses et péricytes, éléments clés du processus, permettra
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Mots clés : athérome, artére carotide, artére fémorale, calcification, OPG, RANK, RANKL

Implication of the OPG/RANK/RANKL triad in vascular physiopathology : comparison
between carotid and femoral atheromatous plaques.

The molecular triad osteoprotegerin (OPG)/Receptor Activator of NFKB (RANK)/RANK
Ligand (RANKL) exerts its activity on the osteoarticular, immunologic and vascular systems.
The present work demonstrates its implication in the atheromatous plaque genesis, comparing
two beds of peripheral arterial disease: carotid and femoral. Currently, the results of
endovascular treatment are limited by stenosis and differ according to the arterial territory. A
comparative histologic study has been carried out from a biocollection of endarteriectomies :
carotid plaques are fibrolipidic with abundant macrophagic population whereas femoral plaques
reveal more calcifications associated with osteoid metaplasia. Carotid plaques exhibit more
frequently OPG compared to femoral arteries as shown by immunohistochemistry, correlating
with the macrophagic population. RANK and RANKL are similarly expressed in the two arterial
beds. OPG appears to play a role in the differential calcification process of carotid and femoral
plagues. The study of cellular actors like macrophages, vascular smooth muscle cells and
pericytes will allow to identify novel therapeutic targets.

Kev words : atheroma. carotid arterv. femoral artery, calcification. OPG. RANK, RANKL
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