
  

V 

 

Table des matières 

Résumé .......................................................................................................................................... III 

Summary ....................................................................................................................................... IV 
Table des matières ............................................................................................................ V 

Liste des Tableaux ...................................................................................................................... VIII 
Liste des Figures ............................................................................................................................. X 
Liste des abréviations et acronymes .......................................................................................... XIV 

Remerciements .......................................................................................................................... XXII 
Avant-propos........................................................................................................................... XXIV 
Introduction : ................................................................................................................................... 1 
Chapitre 1 : Le rétrécissement aortique calcifié (RAC) .................................................................. 1 

1.1 Définition du RAC ................................................................................................................ 2 

1.2 Étiologie ................................................................................................................................ 2 
1.3 Épidémiologie ....................................................................................................................... 3 

1.4 Les facteurs de risque ............................................................................................................ 4 
1.5 La valve aortique (VA): Anatomie et structure .................................................................... 6 

1.5.1 Définition de la VA .................................................................................................... 6 
1.5.2 Anatomie et structure histologique la VA .................................................................. 7 

1.6 Physiopathologie du RAC................................................................................................... 11 
1.6.1 Stress mécanique et dysfonction endothéliale de la VA .......................................... 12 

1.6.2 Processus de rétention des lipides dans la VA ......................................................... 12 
1.6.3 Inflammation et remodelage tissulaire de la VA ...................................................... 14 
1.6.4 Transition ostéogénique et minéralisation de la VA ................................................ 17 

1.6.5 La signalisation phosphate et le système ectonucléotidase et purinergique ............ 23 
1.6.6 Facteurs qui préviennent la calcification de VA ...................................................... 26 

1.7 Outils diagnostiques et évaluation de la sévérité du RAC .................................................. 26 

1.8 Traitement du RAC ............................................................................................................. 28 

1.8.1 Remplacement valvulaire aortique (RVA)............................................................... 28 
1.8.2 Implantation de valve par cathéter ........................................................................... 29 

1.8.3 À la recherche d’une thérapie médicale pour le RAC.............................................. 29 
1.9 Les modèles animaux du RAC ........................................................................................... 30 

Chapitre 2 : Rôle des lipoprotéines dans le développement du RAC ........................................... 34 

2.1 Généralité sur les lipoprotéines ........................................................................................... 35 
2.1.1 Les différentes classes de lipoprotéines ................................................................... 36 
2.1.2 Les lipoprotéines de basse densité (LDL) ................................................................ 39 
2.1.3 Les lipoprotéines de haute densité (HDL) ............................................................... 42 

2.1.4 Lipoprotéine(a) [Lp(a)] ............................................................................................ 44 
2.1.5 Lp(a) et les phospholipides oxydés : implication dans le RAC ............................... 50 

2.1.6 Principales enzymes impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines: Rôle dans le 

RAC .................................................................................................................................. 56 
2.2 L’axe Autotaxine (ATX)-Acide lysophosphatidique (LPA) .............................................. 58 

2.2.1 L'autotaxine (ATX) .................................................................................................. 58 
2.2.2 L’acide lysophosphatidique (LPA) .......................................................................... 68 

2.2.3 Effets physiologiques et physiopathologiques de l’axe ATX/LPA ......................... 78 
2.3 LPA et la voie inflammatoire NF-κB.................................................................................. 85 

2.3.1 La voie inflammatoire NF-κB .................................................................................. 85 
2.3.2 Rôle de LPA dans l’activation de la voie NF-κB ..................................................... 95 



  

VI 

 

2.3.3 Implication de la voie NF-κB dans la progression du RAC .................................... 97 
Chapitre 3 : Problématique, Objectifs et Hypothèses ................................................................... 99 

3.1 Problématique et objectif général ..................................................................................... 100 
3.2 Objectifs spécifiques ......................................................................................................... 100 
3.3 Hypothèse générale ........................................................................................................... 101 
3.4 Hypothèses spécifiques ..................................................................................................... 101 

Chapitre 4: Article 1.................................................................................................................... 102 
Résumé .................................................................................................................................... 103 
Abstract ................................................................................................................................... 105 
Introduction ............................................................................................................................. 106 
Methods ................................................................................................................................... 107 

Results ..................................................................................................................................... 108 
Discussion ............................................................................................................................... 111 
Conclusions ............................................................................................................................. 113 

Acknowledgements ................................................................................................................. 113 
Disclosures .............................................................................................................................. 114 
References ............................................................................................................................... 115 

Tables ...................................................................................................................................... 119 
Figures legends ....................................................................................................................... 123 
Figures ..................................................................................................................................... 123 

Chapitre 5: Article 2.................................................................................................................... 124 
Résumé .................................................................................................................................... 125 

Abstract ................................................................................................................................... 127 
Introduction ............................................................................................................................. 128 
Methods ................................................................................................................................... 128 

Results ..................................................................................................................................... 131 

Discussion ............................................................................................................................... 137 
Conclusion .............................................................................................................................. 140 
Acknowledgments ................................................................................................................... 140 

Disclosures .............................................................................................................................. 140 
References ............................................................................................................................... 140 

Tables ...................................................................................................................................... 145 
Figures legends ....................................................................................................................... 148 

Chapitre 6: Article 3.................................................................................................................... 163 
Résumé .................................................................................................................................... 164 

Abstract ................................................................................................................................... 166 
Introduction ............................................................................................................................. 167 
Methods ................................................................................................................................... 168 

Results ..................................................................................................................................... 170 
Discussion ............................................................................................................................... 177 
Conclusions ............................................................................................................................. 179 
Acknowledgements ................................................................................................................. 180 

Conflict of interest .................................................................................................................. 180 
Reference List ......................................................................................................................... 181 
Tables ...................................................................................................................................... 187 
Figures legends ....................................................................................................................... 193 

Chapitre 7: Discussion, Perspectives et Conclusion ................................................................... 208 

http://www.rapport-gratuit.com/


  

VII 

 

Conclusion générale .................................................................................................................... 222 
Bibliographie............................................................................................................................... 223 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

VIII 

 

Liste des Tableaux 

Chapitre 1  

Tableau 1-1: différents types des CIVs ......................................................................................... 10 

Tableau 1-2 : Classification du degré de la sévérité du RAC ....................................................... 27 

Chapitre 2  

Tableau 2-1 : principales propriétés physicochimiques des lipoprotéines.................................... 37 

Tableau 2-2 : Rôles des différents récepteurs au LPA .................................................................. 74 

Tableau 2-3 : Rôles pathophysiologiques du LPA ....................................................................... 79 

Tableau 2-4 : Les sites de phosphorylation de p65 et les kinases responsables ........................... 94 

Chapitre 4  

Tableau 4-1: Clinical characteristics of patients ......................................................................... 120 

Tableau 4-2: Univariable and multivariable analyses for calcific aortic valve stenosis 

(CAVS)…………………………………………………………………………………………121 

Tableau 4-3: Relationships between ATX and clinical and laboratory variables ....................... 122 

Chapitre 5  

Tableau 5-1: Clinical characteristics of patients for ATX activity ............................................. 145 

Tableau 5-2: Clinical Characteristics of Age and Sex-Matched patients ................................... 146 

Tableau 5-3: Clinical Characteristics of patients ........................................................................ 147 

Chapitre 6  

Tableau 6-1: Clinical characteristics of patients for cell cultures ............................................... 187 

Tableau 6-2: Clinical characteristics of patients for LDL donors............................................... 188 

Tableau 6-3: Clinical characteristics of patients for qPCR analysis ........................................... 189 

Tableau 6-4: Echocardiographic parameters in baseline and IGFII mice................................... 190 

Tableau 6-5: Echocardiographic parameters in IGFII mice ....................................................... 191 



  

IX 

 

Tableau 6-6: Echocardiographic parameters in IGFII mice 9 months ........................................ 192 

Tableau 6-7: Assessment of biological parameters in IGFII mice ............................................. 192 

Table Annexe 

Tableau annexe 1: Assessment of biological parameters in IGFII mice .................................... 161 

Tableau annexe 2: Echocardiographic parameters in IGFII mice .............................................. 161 

  



  

X 

 

Liste des Figures 

Chapitre 1 

Figure 1-1 : Étiologies principales du RAC .................................................................................... 3 

Figure 1-2 : Prévalence du RAC en fonction de l’âge .................................................................... 4 

Figure 1-3 : Schéma du cœur humain et présentations des quatre valves cardiaques .................... 6 

Figure 1-4 : Schéma du cœur, vu du dessus avec les quatre valves cardiaques et le faisceau 

atrioventriculaire ............................................................................................................................. 7 

Figure 1-5 : Coupes schématiques et histologiques des différentes couches de la valve aortique . 9 

Figure 1-6 : Résumé de la physiopathologie du RAC .................................................................. 17 

Figure 1-7 : Principales voies ostéogéniques dans les CIVs......................................................... 20 

Figure 1-8 : Mécanisme de la voie NOTCH1 et l’action probable de H19 sur cette voie ............ 22 

Figure 1-9 : Rôle de l'ectonucléotidase et de la signalisation purinergique dans le RAC ............ 25 

Chapitre 2 

Figure 2-1 : Structure de base d’une lipoprotéine ......................................................................... 36 

Figure 2-2 : Métabolisme et transport des triglycérides et des lipoprotéines ............................... 38 

Figure 2-3 : Représentation graphique de la composition d'une particule de LDL ...................... 39 

Figure 2-4 : Schéma représentant les mécanismes pathobiologiques par lesquelles les LDLs 

oxydées favorisent la progression du RAC ................................................................................... 42 

Figure 2-5 : Représentation schématique de la lipoprotéine(a) [Lp(a)]  ....................................... 45 

Figure 2-6 : Polymorphisme de l'apolipoprotéine(a) .................................................................... 47 

Figure 2-7 : Métabolisme de Lp(a) ............................................................................................... 49 

Figure 2-8 : Schéma représentant le mécanisme pathogénique de Lp(a) ..................................... 54 

Figure 2-9 : Schéma représentant les mécanismes potentiels et le rôle causal de Lp(a) et OxPL 

dans le RAC .................................................................................................................................. 56 

Figure 2-10 : Structure des principaux membres de la famille des ENPPs .................................. 59 

Figure 2-11 : Représentation schématique de l'autotaxine ........................................................... 60 



  

XI 

 

Figure 2-12 : Structure des différentes isoformes de l’autotaxine ................................................ 63 

Figure 2-13 : Schéma représentant l’acide lysophosphatidique (LPA) ........................................ 69 

Figure 2-14 : Les voies de synthèse de LPA................................................................................. 71 

Figure 2-15 : Les voies de dégradation de LPA ........................................................................... 72 

Figure 2-16 : Représentation schématique des principales voies de signalisation intracellulaires 

activées par les récepteurs LPA1-6 ............................................................................................... 77 

Figure 2-17 : Structure des familles NF-κBs, IκBs et IKK .......................................................... 87 

Figure 2-18 : La voie de transduction du signal NF-κB canonique et non canonique .................. 89 

Figure 2-19 : Les sites de modification dans la sous-unité p65 (RelA) de NF-κB ....................... 92 

Figure 2-20 : La voie d’activation de NF-κB par le LPA ............................................................. 96 

Chapitre 4 

Figure 4-1: Odds ratio (OR) for CAVS in patients according to ATX activity and Lp(a) (panel A) 

or OxPL-apoB levels (panel B) ………………………………………………………………....123 

Chapitre 5 

Figure 5-1: Autotaxin, its substrate (LPC) and product (lysophosphatidic acid) in calcific aortic 

valve disease ............................................................................................................................... 153 

Figure 5-2: Autotaxin co-localized with Lp(a) in the aortic valve ............................................. 154 

Figure 5-3: Autotaxin is expressed by VICs and correlates with indices of tissue remodelling and 

inflammation of the valve ........................................................................................................... 155 

Figure 5-4: Lysophosphatidylcholine mediates mineralization by stimulating the NF-κB/IL-

6/BMP pathway in VICs ............................................................................................................. 156 

Figure 5-5: Knockdown of autotaxin blocked LPC-induced inflammatory and mineralizing effects 

in VICs ........................................................................................................................................ 157 

Figure 5-6: Lysophosphatidic acid promotes VICs mineralization ............................................ 158 

Figure 5-7: ATX and lysophosphatidic acid in a mouse model of CAVD ................................. 159 

Figure 5-8: Working model for ATX in CAVD ......................................................................... 160 

Chapitre 6 

Figure 6-1: LPA-mediated VIC mineralization depends on BMP2............................................ 196 



  

XII 

 

Figure 6-2: LPAR1 mediates LPA response in VICs ................................................................. 197 

Figure 6-3: LPA-induced VICs mineralization relies on the NF-κB pathway ........................... 198 

Figure 6-4: LPA-mediated activation of the NF-κB pathway promotes BMP2 expression ....... 199 

Figure 6-5 : LPA-mediated activation of the NF-κB pathway regulates BMP2 promoter activity

..................................................................................................................................................... 200 

Figure 6-6: LPA-mediated activation of BMP2 relies on phosphorylation of p65 S536 ........... 201 

Figure 6-7: Role of the ATX-LPAR1 pathway in vivo .............................................................. 202 

Figure Annexe  

Chapitre 5 

Supplementary figure 1: Relationships between ATX level (dichotomized at the median value) 

and (a) ox-LDL score (b) CD45 positive cells (c) Lp-PLA2 mRNA levels (d) TNF-α mRNA levels 

and (e) weight of aortic valve ..................................................................................................... 162 

Chapitre 6 

Supplementary figure 1: siRNA efficiency; qPCR (n=4) (A) and ELISA (n=6) (B) for siRNA 

against BMP2 .............................................................................................................................. 203 

Supplementary figure 2: Confocal images of LPAR1 (n=5) and LPAR3 (n=2) stainings in human 

VICs ............................................................................................................................................ 203 

Supplementary figure 3: siRNA efficiency; qPCR (n=4) (A) and western blot (n=4) (B) for siRNA 

against LPAR1 ............................................................................................................................ 204 

Supplementary figure 4: qPCR analysis showing the expression of LPAR1 in control non calcified 

valves versus tricuspid and bicuspid calcified valves ................................................................. 204 

Supplementary figure 5: A-B) Tiling of epifluorescence images of DAPI staining showing tissue 

organization................................................................................................................................. 205 

Supplementary figure 6: NF-кB reporter assay, effect of LPA (10μM) on NF-кB activity 

in human VICs (n=6)…………………………………………………………………………...206 

Supplementary figure 7: BMP2 promoter assay, effect of LPA (10μM) on BMP2 promoter activity 

in human VICS (n=6)  ................................................................................................................ 206 

Supplementary figure 8: siRNA efficiency; qPCR (n=4) (A) and western blot (n=4) (B) for siRNA 

against P65 .................................................................................................................................. 206 

Supplementary figure 9: siRNA efficiency; western blots for siRNA against IKKα (n=4) (A) and 

IKKß (n=4) (B) ........................................................................................................................... 207 



  

XIII 

 

Supplementary figure 10: qPCR analysis of Lpar1 and Lpar3 in mouse VICS (n=4) ............... 207 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

XIV 

 

Liste des abréviations et acronymes 

ABCA1: ATP-binding cassette sub-family A member 1 

ABCG1: ATP-binding cassette sub-family G member 1 

AC: anhydrase carbonique 

ACE: angiotensin converting enzyme - enzyme de conversion de l'angiotensine 

ACEi: angiotensin-converting enzyme inhibitors 

ADN: acide désoxyribonucléique 

ADP: adenosine diphosphate 

AGE: advanced glycation products 

ALP: alcalin phosphatase 

Alpha-SMA: a-smooth muscle actin 

AMPc: adenosine monophosphate cyclique 

Ang II: angiotensine II 

AngI: angiotensine I 

ANOVA: analysis of variance 

ApoAl: apolipoprotéine A1 

ApoB: apolipoprotéine B 

ApoB-100: apolipoprotéine B100 

ApoE: apolipoprotéine E 

ARB: angiotensin II receptor blockers 

ARN: acide ribonucléique 

ARNm: acide ribonucléique messager  

AS: aortic stenosis 

ASTRONOMER: Aortic Stenosis Progression Observation: Measuring the Effect of 

Rosuvastatin 

ATP: adenosine triphosphate 

AVA : aire valvulaire aortique 



  

XV 

 

AVAi : aortic valve area index 

AVE : aire valvulaire effective 

AVR : aortic valve replacement 

BAV : bicuspid aortic valve 

BCL10:  B-Cell CLL/Lymphoma 10 

BCL10: B-cell lymphoma 10 

BMI : body mass index 

BMP: bone morphogenic protein 

CAD: coronary artery disease 

CARMA3: CARD recruited membrane associated protein 3 

CAVD: calcified aortic valve disease 

Cbfal: core binding alpha-1 

CBP: CREB-binding protein 

CE : cellules endothéliales 

CEs : cellules endothéliales 

ChIP: chromatin immunoprecipitation 

CIV : cellules interstitielles de la valve aortique 

CIVa: cellules interstitielles de la valve aortique activées 

CIVob: cellules interstitielles de la valve aortique ostéoblastiques 

CIVp : cellules interstitielles de la valve aortique progénitrices 

CIVq: cellules interstitielles de la valve aortique quiescentes 

CML: cellules musculaires lisses 

CMLs : cellules musculaires lisses 

Coll: collaborateurs 

CREB: cAMP responsive element-binding protein 

CRP: protéine C-réactive 

DAG: diacylglycérol 

DBP: diastolic blood pressure 



  

XVI 

 

DEXA: dual-energy X-ray absorptiometry 

ECA:  enzyme de conversion de l'angiotensine 

eNOS: endothelial nitric oxide synthase 

ENPP: ectonucléotides pyrophosphatases/phosphodiesterases 

ENTPD: ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 

EPC: endothelial progenitor cells 

FetA: fétuine A 

GAGs: glycosaminoglycans 

GPI: glycosyl-phosphatidyl-inositol 

GTP: guanosine triphosphate 

H202: peroxyde d'hydrogène 

HDL: high-density lipoprotein 

HF/HC: high fat/high sucrose 

HL: lipase hépatique 

HMG-CoA: hydroxyméthyl-coenzyme A 

HPRT: hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 

ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1 

IDL: intermediate-density lipoprotein 

IDP: inosine diphosphate 

IECA: inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine 

IKK : IκB kinase 

IL-1Ra: IL-1 Receptor antagonist 

IL-1β: interleukine-1beta 

IL-2 : interleukine-2 

IL-6 : interleukine-6 

IMC: indice de masse corporelle 

INFƔ : interféron gamma 

IP3 : inositol trisphosphate 



  

XVII 

 

IRM : imagerie par résonance magnétique 

ITP: inosine triphosphate 

IκB: inhibitor of NF-κB 

Ko: knock-out 

LDL: low-density lipoprotein 

LDL-C: LDL-cholestérol 

LDL-ox: LDL oxydée 

LDLr: récepteur des LDL 

Lp(a) : lipoprotéine (a)  

LPA : Lysophosphatidic acid 

LPC : lysophosphatidylcholine 

LPL : lipoprotéine lipase 

Lp-PLA2 : lipoprotein-associated phospholipase A2 

LPS : lipopolysaccharides 

LVEF : left ventricular ejection fraction 

MALT1: mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1 

MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase 

MCP-1 : monocyte chemoattractant protein 1 

MCV : maladies cardiovasculaires 

MEC : Matrice extracellulaire 

MEK: mitogen activated protein kinases- MAPK 

MEKK3: MAP kinase kinase kinase 3 

MetS : metabolic syndrome 

MGP : Matrix Gla Protein 

micro-CT : microcomputed tomography 

mm : Hg millimètre de mercure 

MMP : métalloprotéinase 

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 



  

XVIII 

 

NBD : NEMO-Binding Domain 

NDP:  nucleoside diphosphokinase 

NEFA:  Non-esterified free fatty acid 

NEMO: NF-κB essential modulator 

NES: Nuclear Export Sequence 

NFATcl:  nuclear factor of activated T-cell 

NF-κB: Nuclear factor-kappa B 

NIK : NF-κB-inducing kinase 

NO:  nitric oxide 

NT5E:  ecto 5'-nucleotidase 

O2 :  superoxide 

OPG: ostéoprotégérine 

OPN: ostéopontine 

Ox-LDL : oxidized-LDL (LDL oxydés) 

         Ox-PL : oxidized-PL (phospholipides oxydés) 

PA: phosphatase alkaline 

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 

PG: proteoglycans 

Pi: phosphate inorganique 

PI3K: phosphoinositide-3 kinase 

PKA: protéine kinase A 

PKC: protéine kinase C 

PLC: phospholipase C 

PLCγ : phospholipase C gamma 

PLTP: phospholipid transfer protein 

PPi: pyrophosphate 

PrA: pression artérielle 

PrAD: pression artérielle diastolique 



  

XIX 

 

PrAS: pression artérielle systolique 

q-PCR: real-time polymerase chain reaction 

RAC: rétrécissement aortique calcifié 

RANK: receptor activator of nuclear factor kappa B 

RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa B ligand 

RAS: renin-angiotensin system 

RhoA: Ras homolog gene family, member A 

ROCK: Kinases dépendantes des Rho 

ROS: reactive oxygen species 

Runx2: Runt-related transcription factor 2 

RVA: remplacement valvulaire aortique 

SA: sténose aortique 

SALTIRE: Scottish Aortic Stenosis and Lipid Lowering Trial, Impact on Regression 

SBP: systolic blood pressure 

SD: standard deviation 

siRNA: small interfering ARN 

SM: syndrome métabolique 

SNP: single nucleotide polymorphism 

SPARC: secreted protein acidic and rich in cisteine- ostéonectine 

SRA : système rénine-angiotensine 

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription protein 

TAD: transactivation domain 

TCR: T cell receptor 

TGF: transforming growth factor 

TGs: triglycerides 

TIMP: tissue inhibitor matrix metalloproteinases 

TLR: Toll-like receptors 

TNF: tumor necrosis factor 



  

XX 

 

TNFR1: tumor necrosis factor receptor de type 1 

TRAF6: the tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 6 

TRAIL: TNF Related Apoptosis Inducung Ligand 

TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase 

VA: Valve Aortique 

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule-1 

VD : ventricule droit 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

VG: ventricule gauche 

VICs: valvular interstitial cells 

VLDL: very low-density lipoprotein 

Vmax vélocité : vitesse maximale transvalvulaire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

XXI 

 

 

                      À ma famille, À ma mère, À mon père    

 

  Pour leur aide et leur soutien depuis toujours! 

                                                         Pour m’avoir toujours appuyé dans mes projets 

                                                       Merci pour leurs encouragements perpétuels ! 

 

 

         À mes sœurs, À tous mes amis   

         Pour le soutien et le support indéfectibles que vous m’avez témoigné 

 

 

 

 

 

« La suprême récompense du travail n’est pas ce qu’il vous permet de gagner, 

mais ce qu’il vous permet de devenir »                                                                    

    - John Ruskin – 

 

 

 

 



  

XXII 

 

 

 

Remerciements 

« Derrière chaque étudiant chercheur se trouve une formidable équipe de recherche ».  

La recherche scientifique nous place souvent face à notre propre ignorance et nos questionnements, 

les solutions sont quant à elles le fruit de nombreuses rencontres et discussion, d’échanges et de 

remises en cause. 

Tout au long des années de ma thèse, de nombreuses personnes m’ont apporté leur aide, leur 

soutien et leur générosité. Ces gens ont été impliqués de près ou de loin dans mon développement 

personnel aussi bien sur le plan scientifique que sur le plan humain et à l’avancée de mon projet. 

J’aimerais donc profiter de cette occasion pour remercier tous celles et ceux qui ont participé à 

mon cheminement en espérant n’oublier personne. 

Tout d’abord, j’aimerais remercier mon superviseur de recherche Dr Patrick Mathieu de m’avoir 

accueilli dans son laboratoire. Merci de m’avoir poussé à me réaliser dans le domaine de la 

recherche en cardiologie. Merci pour votre collaboration, votre support et finalement, d'avoir cru 

en moi et de m'avoir fait confiance. Merci pour tout! 

Je tiens également à remercier les membres du jury, qui m’ont fait l’honneur d’accepter de réviser 

et corriger ma thèse.  

 Tout au long de mes travaux de recherche, j’ai eu la chance et surtout le plaisir de côtoyer des 

chercheurs de renommée internationale. Je tiens grandement à remercier les Drs Philipe Pibarot 

et Yohan Bossé pour leurs suggestions visant à améliorer mes travaux de recherche. Des 

remerciements vont également au Dr Benoit J. Arsenault ainsi qu’au Dr André Marette, pour 

leur aide précieuse dans l’élaboration des diverses expériences composant mon projet de doctorat. 

Vos commentaires judicieux et vos suggestions m’ont permis de m’engager avec confiance dans 

mes recherches. Merci à vous tous!  

J’aimerais remercier tout particulièrement notre professionnelle de recherche Marie-Chloé 

Boulanger. J’ai passé de belles années au labo avec toi. Tu as toujours été d’une grande aide, 

surtout avec mes multiples micros questions. Tu n’étais pas seulement une collègue, mais aussi 



  

XXIII 

 

une amie avec qui j’ai beaucoup ri. Un merci également à Nathalie Gaudreault de qui j'ai eu 

l'honneur de recevoir des conseils stimulants.  

Je souhaite également souligner ma reconnaissance envers tous mes collègues. Tout d’abord, un 

gros merci à Rihab Bouchareb pour ta présence énergique, que ce soit lors de mes débuts dans 

un nouveau labo à Québec ou ailleurs!  

Rihab, tu as été une collègue fantastique sans qui bien de ces travaux de recherche n’auraient pas 

eu lieu et une amie merveilleuse. Je te serai toujours reconnaissant pour ton aide et ton soutien 

moral lors de mon arrivée au labo! 

Fayez Hadjii, merci beaucoup pour ton aide précieuse au labo, ton appui dans les moments les 

plus difficiles. Merci pour ton temps et ta patience durant mon doctorat et merci d’avoir partagé 

ton expérience. Nous avons vécu tellement de choses ensemble dans les dernières années : rires, 

joies et peines.  

Rihab et Fayez, je suis chanceux d'avoir deux amis comme vous dans ma vie. Je n'oublierai jamais 

rien de notre amitié et même si nous vivrons maintenant dans deux pays différents, je sais que je 

pourrai toujours compter sur vous ! Merci pour tout.  

Un grand merci à AZIZ Dahou, l’époux de Rihab et docteur en cardiologie. Merci pour ton beau 

côté naturel et spontané. Ton support et tes suggestions dans la recherche clinique ont enrichi 

activement ma formation et mon acquisition de connaissances.  

Mes remerciements vont également à Ghada Mkannez et son époux Anis. Je te remercie Ghada 

pour ta gentillesse et pour tous tes conseils. Merci pour tout !  

Je remercie les Instituts de recherche en santé du Canada (IRSC) et le Fonds de recherche en santé 

du Québec (FRSQ) pour le soutien financier accordé, soutien qui a servi à m’épauler au cours de 

mes études de troisième cycle. 

Cette section ne pourrait se terminer sans l’expression de ma reconnaissance envers toutes les 

membres de ma famille. En premier lieu, à mes parents, Akri Ahmed et Elhedi Jalloul pour leur 

support quotidien et leur amour infini sans lesquels je ne serais pas qui je suis aujourd’hui. Merci 

de m’avoir poussé à apprendre. Merci à mes quatre sœurs, vos encouragements tout au long de 

mon cheminement ont été très appréciés. 

Finalement, je tiens aussi à remercier mes amis, Oussama, Ali et Saber ! merci pour votre appui 

moral ! Merci pour tout ! 



  

XXIV 

 

Avant-propos 

Les travaux de recherche inclus dans cette thèse de doctorat ont été effectués au centre de recherche 

de l’Institut Universitaire de Cardiologie et de Pneumologie de Québec (IUCPQ) dans le 

laboratoire de valvulopathies et pathobiologie des maladies cardiovasculaires du Dr Patrick 

Mathieu.  

Le premier article présenté dans cette thèse de doctorat est intitulé: « Autotaxin interacts with 

lipoprotein(a) and oxidized phospholipids in predicting the risk of calcific aortic valve 

stenosis in patients with coronary artery disease ». Il a été publié dans la revue « Journal of 

Internal Medicine » en novembre 2016 et l’étudiant en est le premier auteur. Son rôle fut de 

participer au devis de l’étude, de mesurer les biomarqueurs dans le plasma des patients et effectuer 

les analyses statistiques. Ensuite, l’étudiant a procédé à l’analyse des données, leur interprétation, 

la présentation des résultats et la révision du manuscrit. À chacune de ces étapes, l’étudiant a été 

supervisé par son directeur de recherche le Dr Patrick Mathieu. Ce travail, a été rendu possible 

grâce à la collaboration de Ablajan Mahmut (étudiant au doctorat avec Dr Patrick Mathieu qui a 

réalisé le dosage de la masse d’ATX), de Dre Rihab Bouchareb (stagiaire postdoctorale avec Dr 

Patrick Mathieu qui a participé à la mesurer de l’activité ATX) et de Dre Marie-Chloé Boulanger 

(assistante de recherche avec Dr Patrick Mathieu qui a participé à l’élaboration des figures du du 

manuscrit). Le laboratoire de Dr Sotirios Tsimikas (Université de Californie San Diego) a effectué 

la mesure expérimentale de OxPL-apoB. Ainsi, les Drs Benoit J. Arsenault (CRIUCPQ), Dr 

Philippe Pibarot(CRIUCPQ), Dr Yohan Bossé (CRIUCPQ), ainsi que Dr Sotirios Tsimikas 

(Université de Californie San Diego) ont participé à la correction et la relecture du manuscrit final. 

Le Dr Patrick Mathieu a rédigé le manuscrit initial. Tous les co-auteurs ont participé à la révision 

du manuscrit.  

Le deuxième article est intitulé : « Autotaxin derived from lipoprotein(a) and valve interstitial 

cells promotes inflammation and mineralization of the aortic valve ». Il a été publié dans la 

revue « Circulation » en aout 2015. L’étudiant et le Dr Rihab Bouchareb et Ablajan Mahmut sont 

tous des ex aequo et ils ont contribué de façon égale à ce manuscrit. Ces trois co-premier auteurs 

ont participé au devis de l’étude, à la planification des expériences, à l'exécution du protocole et 

les analyses statistiques. Ainsi, ces auteurs ont effectué des études d'immunofluorescence, de 
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confocal et des immunohistochimies. De plus, ils ont mesuré l’expression des gènes avec PCR en 

temps réel et effectué la majorité des expériences in vitro (Calcification, transfection des cellules, 

ELISA et Western Blot). Fayez Hadji, étudiant au doctorat avec Dr Patrick Mathieu, a participé 

également à la réalisation de certaines expériences sur des cultures cellulaires in vitro. M-H. 

Laflamme, étudiante à la maitrise avec Dr Patrick Mathieu, a participé également aux expériences 

d'immunohistochimie. En outre, la Dre Marie-Chloé Boulanger a effectué l’expérience de 

Proximity Ligation Assay pour étudier l’interaction entre deux protéines dans les tissus valvulaires; 

elle a aussi participé à l’élaboration des figures du manuscrit. L’étudiant et Ablajan Mahmut ont 

aussi effectué des tests d'activité enzymatique. Le Dr Arsenault a participé à l'isolement des 

fractions lipidiques. Les Drs Couture, Trahan et Pagé ont réalisé des analyses histologiques pour 

le score de remodelage et mesuré le poids des valves aortiques. Les Drs Koschinsky, Romagnuolo 

et Scipione ont isolé la lipoprotéine Lp (a). Le Dr Pibarot a participé à la supervision des analyses 

d’échocardiographies. Le Dr Bouchareb a effectué les études sur le modèle de la souris. Les Drs 

Dahou et Bouchareb ont été impliqués dans la prise des mesures échocardiographiques chez la 

souris. Dr Marette a participé à la direction des études sur le modèle animal. Le Dr Patrick Mathieu 

a écrit le manuscrit initial et a guidé tous les travaux de l’étude. Tous les co-auteurs ont participé 

à la relecture et la révision du manuscrit. Le troisième article est intitulé : « OxLDL-derived 

lysophosphatidic acid promotes the progression of aortic valve stenosis through a LPAR1-

RhoA-NF-κB pathway ». Il a été publié dans la revue « Cardiovascular Research » en mai 2017 

et l’étudiant en est le premier auteur. L’étudiant a planifié et conçu toutes les expériences. Ainsi, 

il a effectué toutes les expériences in vitro (Calcification, transfection des cellules, ELISA, PCR 

en temps réel et Western Blot) puis il a mis au point la technique du ChIP. Il a été également 

impliqué dans les analyses chez la souris. L’étudiant a par la suite procédé à l’analyse des données, 

leur interprétation, la présentation des résultats et la révision du manuscrit. L’étudiant et la Dre 

Marie-Chloé Boulanger ont effectué les expériences sur fractions lipidiques isolées. L'isolement 

de ces lipoprotéines a été rendu possible grâce au Dr Benoit Arsenault et son groupe de recherche. 

Les Drs Rihab Bouchareb et Khai Le Quang ont été impliqués dans les études sur le modèle de la 

souris. Ils ont participé principalement à la prise des mesures échocardiographiques chez la souris. 

De plus, le Dre Ghada Mkannez a contribué étroitement à la récolte des échantillons et à la mesure 

de certains paramètres, en plus de s'occuper des souris. Le Dr Patrick Mathieu a rédigé le manuscrit 

initial. Tous les co-auteurs ont révisé le manuscrit et ont fourni des commentaires scientifiques.   
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1.1 Définition du RAC  

Le rétrécissement aortique calcifié (RAC), appelé également sténose aortique (SA), est une 

valvulopathie caractérisée par un rétrécissement de l’aire valvulaire diminuant ainsi la mobilité de 

la valve aortique (VA). Ceci entraine par conséquent une ouverture incomplète de cette dernière 

et une obstruction du flux sanguin du ventricule gauche vers l’aorte [1,2]. Il s’agit donc d’une 

maladie progressive passant d’un épaississement des feuillets de la valve à une calcification 

dystrophique sévère [3]. Les premiers stades de la maladie, nommée sclérose aortique, sont 

asymptomatiques tant que le rétrécissement ne cause pas de changement hémodynamique. Lorsque 

la maladie s’aggrave et qu’une obstruction significative d’écoulement sanguin survient, divers 

symptômes peuvent apparaitre chez les patients et le pronostic est très mauvais [4-6]. Les 

symptômes caractéristiques du RAC sont la dyspnée, l’angor et la syncope [5,7]. 

1.2 Étiologie   

À ce jour, il existe trois formes étiologiques du RAC : la maladie rhumatismale, la maladie 

valvulaire calcifiée et la maladie valvulaire congénitale (i.e. bicuspidie) (Figure 1-1). La forme la 

plus commune est la sténose aortique d’origine calcifiante. Cette forme fréquente est définie 

comme une maladie d’évolution très lente due à la détérioration et la calcification progressive des 

feuillets valvulaires [8]. Elle est liée essentiellement au vieillissement et le stress mécanique 

répétitif que subissent les feuillets au cours du temps. La maladie cardiaque rhumatismale est 

provoquée par une infection des voies respiratoires supérieures (pharyngée). Cette dernière est due 

à un streptocoque β hémolytique du groupe A qui peut causer éventuellement le développement 

du rhumatisme articulaire aigu (RAA) [8,9]. Enfin, le RAC peut se développer suite à une 

malformation congénitale de la valve aortique (bicuspidie, unicuspide ou quadricuspidie) [10]. 

La bicuspidie valvulaire aortique (BAV) représente 30-50% des valves explantées 

chirurgicalement pour un RAC sévère [10-12]. La BAV se produit suite à une anomalie de la 

formation des feuillets aortique lors de l’embryogenèse. Fréquemment, la BAV est due à la fusion 

des deux feuillets adjacents (entre le feuillet coronarien gauche et droit) pour former un seul feuillet 

aberrant sous forme d’un raphé qui va subir un épaississement et une calcification [13]. Plusieurs 

travaux ont démontré que l’apparition de BAV chez plusieurs familles est causée par une mutation 
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qui affecte la signalisation et la transcription du gène NOTCH 1 (NOTCH HOMOLOGUE 1) 

[12,14]. 

  Figure 1-1: Étiologies principales du RAC [8]. 

1.3 Épidémiologie  

Le RAC est la forme la plus répandue des maladies valvulaires dans le monde entier [15]. 

C’est la maladie cardiovasculaire la plus fréquente, après la coronaropathie et l’hypertension 

artérielle dans les pays industrialisés [16-19]. Elle représente la principale cause de chirurgie 

cardiaque valvulaire responsable d’environ 80 000 remplacements valvulaires aortiques (RVA) et 

20,000 décès par année en Amérique du Nord et en Europe [17,20]. La prévalence du RAC est de 

2 à 5 % chez les personnes âgées de 65 ans et plus [21,22] (Figure 1-2). En effet, sa prévalence est 

en augmentation constante compte tenu de la population vieillissante (âgés de 65 ans et plus) dans 

les pays occidentaux ainsi que l’absence d’une stratégie de prévention pour réduire la progression 

[1,23,24]. La sclérose aortique est la phase initiale préclinique qui précède le RAC et est 

caractérisée par un léger épaississement et remodelage de la VA sans qu’il n’y ait une diminution 

de l’ouverture de celle-ci. Dans les pays développés, ce stade est présent chez 25-30 % des 

individus âgés de 65 ans et plus [24,25]. Selon une méta-analyse récente, un taux annuel de 1,8 à 

1,9 % des patients atteints de sclérose aortique développeront un RAC [25]. Par conséquent, la 

prévalence du RAC est beaucoup plus faible que celle de la sclérose aortique [22]. Ainsi, il existe 
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une prédominance masculine dans la manifestation du RAC, où deux patients sur trois sont des 

hommes [26]. Actuellement, les mécanismes physiopathologiques impliqués dans l’évolution du 

RAC sont peu connus. Il n’existe à ce jour aucun traitement pharmacologique pouvant retarder ou 

arrêter la progression de la maladie. Le remplacement valvulaire aortique (RVA) et l’implantation 

de valve percutanée par cathétérisme constituent les seules thérapies efficaces à la suite d'un 

diagnostic d’un RAC sévère [27]. Cependant, en Amérique du Nord et en Europe, le coût moyen 

de chaque RVA est estimé entre 75, 000 $ à 120, 000 $ [28,29]. Étant donné que le RAC est 

considéré comme un problème de santé publique important et un fardeau socio-économique [30], 

il est impératif d’approfondir nos connaissances sur les principaux mécanismes clés impliqués 

dans la survenue de cette maladie, afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques [24]. 

 
    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Figure 1-2: Prévalence du RAC en fonction de l’âge. Tiré de : [24]. 

1.4 Les facteurs de risque  

Le RAC partage plusieurs facteurs de risque avec l’athérosclérose. Cependant, cette 

maladie présente certaines caractéristiques distinctives importantes [31,32]. Bien que 25 à 50% 

des patients souffrant du RAC n’ont aucune obstruction des artères coronaires [33], ils partagent 
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pourtant plusieurs facteurs de risques de cette maladie coronarienne. En effet, de nombreuses 

études ont identifié plusieurs facteurs de risque clinique associés avec le RAC et qui sont similaires 

à ceux associées à l’athérosclérose notamment, le sexe masculin, le tabagisme, l’hypertension, la 

dyslipidémie, l’obésité, le syndrome métabolique, le diabète et des niveaux élevés de 

lipoprotéine(a) [Lp(a)] [24,34]. 

En outre, plusieurs études épidémiologiques suggèrent que la prédisposition génétique est 

impliquée dans le développement du RAC [24, 30,35]. Premièrement, le RAC se développe plus 

précocement chez les patients porteurs d’une valve bicuspide (bicuspid aortic valve ; BAV) 

comparativement aux individus ayant une valve aortique tricuspide dite « normale » (tricuspid 

aortic valve ; TAV) [10, 12,30]. En effet, la valve bicuspide est soumise à des stress mécaniques 

chroniques plus importants dus à sa morphologie, à l’ouverture incomplète de la valve et au 

passage du flot sanguin plus turbulent, ce qui pourrait accélérer l’initiation de la maladie par 

rapport aux patients ayant une TAV. Deuxièmement, des analyses d’association pan génomique 

(genome wide association study- GWAS) ont démontré qu’un variant génétique (polymorphisme 

nucléotide (SNP) situé sur le gène LPA, codant pour Lp(a), est fortement associé avec les 

concentrations élevées de Lp(a) et avec le RAC [35].  Des études ultérieures ont répliqué ces 

résultats et ont également rapporté une association entre les niveaux plasmatiques élevés de Lp(a)et 

la prévalence du RAC [36-38]. En outre, une autre étude a également démontré qu’un score de 

risque génétique, qui tient en compte de plusieurs variants génétiques déterminant les niveaux de 

LDL-cholestérol, est associé avec le développent du RAC [39]. Pris ensemble, ces études récentes 

de randomisation mendélienne ont révélé une relation causale entre les lipoprotéines de basses 

densités (LDL) et la Lp(a) avec le développent du RAC. Cependant, trois essais cliniques 

randomisés avec les statines (SALTIRE, SEAS et ASTRONOMER), qui visent à réduire les 

niveaux plasmatiques de LDL cholestérol, n’ont pas démontré un avantage significatif sur la 

progression du RAC [40-42]. 

Par ailleurs, certaines études ont permis d’identifier d’autres variations génétiques 

associées avec le RAC. D’une part, des mutations génétiques sur le gène NOTCH 1 [14] et GATA5 

(GATA-binding protéine 5) [43,44] ont été associées avec la bicuspidie. Une étude récente 

d’association génomique a conclu que des variants génétiques situés sur le gène RUNX2, un 

médiateur clé de la différenciation ostéoblastique, et le gène CACNA1C, codant pour une sous-

unité de canaux calciques voltage-dépendants, ont été associés avec la calcification de la VA [45]. 

En revanche, malgré l’existence d’une preuve solide de l’héritabilité pour certains cas de 
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bicuspidie, la structure génétique du RAC est encore mal comprise [46]. Finalement, bien que 

certains facteurs de risque cliniques et génétiques ont été associés avec le développement et la 

progression du RAC, jusqu'à ce jour aucune stratégie ne s’est avérée efficace pour le traitement 

médical de cette maladie [24]. 

1.5 La valve aortique (VA): Anatomie et structure  

   1.5.1 Définition de la VA 

Le cœur humain est formé de quatre principales valves qui régulent l’écoulement 

unidirectionnel du flux sanguin intracardiaque. D'un côté, il existe deux valves semi-lunaires : la 

valve aortique (VA) et la valve pulmonaire, et de l'autre côté il y a deux valves auriculo-

ventriculaires: la valve mitrale et la valve tricuspide. Ces dernières séparent les oreillettes des 

ventricules et elles sont soutenues par des cordages tendineux. (Figure 1-3). 

Figure 1-3 : Schéma du cœur humain et présentations des quatre valves cardiaques. Tiré de : 

https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/cardiologie/generalites-coeur/ .  

 

https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/cardiologie/generalites-coeur/
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Dans un contexte sain, lors de la contraction cardiaque, les valves s’ouvrent pour laisser passer le 

sang de l’oreillette au ventricule ou du ventricule vers l’artère appropriée sous l’effet de la pression 

et empêchent aussi la régurgitation, c’est-à-dire le retour du sang vers sa cavité d’origine. La VA, 

constituée de trois cuspides ou feuillets (tricuspide), est localisée entre le ventricule gauche et 

l'aorte ascendante [47,48]. Sa fonction est de permettre le passage du sang du ventricule gauche 

vers l'aorte pendant la systole ventriculaire et d’empêcher le reflux de sang de l’aorte vers le 

ventricule lors de la diastole ventriculaire [49]. 

   1.5.2 Anatomie et structure histologique la VA 

Du point de vue macroscopique, la VA liée à la racine aortique est une structure complexe 

formée de trois éléments principaux: l’anneau valvulaire aortique, les commissures et les feuillets 

de la VA [50,51] (Figure 1-4). D’une part, chaque feuillet est attaché à l’anneau aortique et d’autre 

part, il est associé à une dilatation de l’aorte proximale (sinus de Valsalva). [52]. Les trois feuillets, 

structures capitales de la VA, sont nommés en fonction leur localisation par rapport à l’ostium des 

coronaires : le feuillet coronarien gauche, le coronarien droit et le non coronarien (ou sinus 

postérieur) [51,52] (Figure 1-4).  

Figure 1-4 : Schéma du cœurmontrant les quatre valves cardiaques et le faisceau 

atrioventriculaire. Adapté de [50] et Anderson & Becker, 1982, Anatomy of the heart, Stuttgart, 

NY. Thieme Verlag. 
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Du point de vue microscopique et histologique, la VA normale est une structure lisse, mince et 

transparente. Les trois feuillets qui forment la VA sont caractérisés par une structure semi-lunaire 

qui détermine les propriétés biomécaniques de la VA [53-55]. Ces feuillets sont composés de trois 

couches caractéristiques distinctes qui contiennent des composantes cellulaires et extracellulaires 

formées essentiellement par des fibres de collagène, et d’élastine ainsi que par des 

glycosaminoglycanes [54,55] (Figure 1-5). Les deux couches histologiques les plus externes des 

feuillets sont formées par la fibrosa et la ventricularis, qui font face à l’aorte et le ventricule 

gauche, respectivement. La couche intermédiaire de la cuspide, la spongiosa, se trouve entre la 

fibrosa et la ventricularis.  D’abord, la fibrosa, la couche la plus épaisse, est riche en fibres de 

collagène (type I et III) qui sont organisées sur sa périphérie de façon circonférentielle et parallèle 

à la marge du feuillet [56,57].  Cette architecture confère une forte robustesse à la valve et lui 

permet de résister aux forces hémodynamiques lors du cycle cardiaque [17,55]. Ensuite, la 

spongiosa est la couche intermédiaire de la cuspide et est principalement riche en 

glycosaminoglycanes. Elle a pour rôle de faciliter les glissements entre les deux couches externes 

(la fibrosa et la ventricularis), de résister aux forces de compression exercées par ces 2 couches et 

d’amortir les chocs durant le mouvement de la VA [55,57]. Enfin, la ventricularis est la couche 

la plus fine. Elle est caractérisée par une faible abondance de collagène et est constituée 

essentiellement de fibres d’élastine qui sont disposées dans une direction radiale. Cette 

composition facilite l’ouverture et la fermeture des feuillets et fournit une certaine élasticité et 

souplesse à la valve lui permettant de supporter les importantes charges dues aux stress 

hémodynamiques lors du cycle cardiaque [58]. Il est à noter que les trois couches de la VA 

comprennent principalement deux populations cellulaires : les cellules endothéliales de valve 

(CEVs) et les cellules interstitielles de valve (CIVs). En premier lieu, les CEVs constituent une 

fine couche qui tapisse la surface aortique et ventriculaire fournissant donc une interface entre le 

sang et la VA [59]. Leur rôle est d’assurer le maintien de l’homéostasie valvulaire [51]. En second 

lieu, les CIVs sont des cellules d'origine mésenchymateuses caractérisées par une plasticité 

phénotypique importante [60,61]. Ce sont les cellules prédominantes de la VA et qui correspondent 

à une population hétérogène de fibroblastes [62]. Ces derniers peuvent se différencier in vitro, 

selon un type particulier de milieu de culture, en plusieurs phénotypes cellulaires tels que les 

cellules ostéoblastiques (osteoblast-like cells), les chondrocytes et les adipocytes [63,64]. On 

retrouve également une faible population de myofibroblastes et de cellules musculaires lisses 

(CMLs) (< 5 % de la population) surtout à la base de la couche ventricularis [62-64]. 
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Figure 1-5 : Coupes schématiques et histologiques des différentes couches de la valve aortique. 

VECs : Valve endothelial cells (cellules valvulaires endothéliales) ; VICs : valve interstitial cells 

(cellules valvulaires interstitielles); collagen : collagène; GAGs : glycosaminoglycans 

(glycosaminoglycanes) ; elastin: élastine; aorta: aorte; LV – left ventricle: ventricule gauche. Tiré 

de : [55].  

 Les cellules interstitielles de valve (CIVs)  

Les CIVs produisent la matrice extracellulaire (MEC) et expriment plusieurs enzymes, 

notamment les métalloprotéinases (MMPs) et leurs inhibiteurs qui régulent le remodelage de la 

matrice du collagène [60,65]. Ainsi, les CIVs se retrouvent dans les 3 couches valvulaires et jouent 

un rôle crucial dans le maintien de l'intégrité et de la fonction valvulaire [60,66]. En premier lieu, 

à l’état normal (physiologique), les CIVs assurent la réparation des dommages qui se produisent 

au niveau du MEC [60,65].  Par contre, dans un contexte pathologique comme celui du RAC, ces 

cellules peuvent se réactiver et se différencier en d’autres lignées cellulaires comme les 

myofibroblastes. Ces derniers expriment le marqueur de fibres de stress des CMLs, le α-SMA (α-

smooth muscle actin). De plus, les CIVs peuvent se différencier en cellules ostéoblastiques, ce qui 

entraine la calcification de la VA [64, 67,68].  
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 Les phénotypes des CIVs  

Il existe cinq phénotypes cellulaires différents de CIVs qui peuvent être distinguées selon 

leurs fonctions spécifiques et en réponse à une lésion (en cas de maladie) : les CIVs progénitrices 

embryonnaires (cellules endothéliales d’origine mésenchymateuses), les CIVs quiescentes (CIVq) 

(les plus nombreuses au niveau de la valve adulte), les CIVs activées (CIVa), les CIVs 

progénitrices (CIVp), et les CIVs ostéoblastiques (CIVob) [17,64,60,69] (Tableau 1-1). 

Tableau 1-1: Différents types des CIVs. qVICs : CIVs quiescentes; aVICs : CIVs activées;    pVIC: 

CIVs progénitrices et obVIC : CIVs ostéoblastiques.  Adapté de [60]. 

 

 

Dans la VA normale, les phénotypes de CIVs changent avec le vieillissement et selon les 

conditions environnementales [69]. Il est important de noter que l’étape majeure qui initie la 

formation de la valve pendant l'embryologie est le processus de transformation endothéliale 

mésenchymale. Ce processus nommé EndoMT (endothelial-to-mesenchymal transition) peut 

donner naisance à des CIVs [70]. Les CIVs constituent le principal type cellulaire de la VA. Ces 
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cellules jouent un rôle important dans la réparation et le maintien de la structure valvulaire. Deux 

populations de CIVs peuvent être distinguées: les fibroblastes et les myofibroblastes. Ces derniers 

sont caractérisés par l'expression de l'actine du muscle lisse (αSMA : α smooth muscle actin) [224, 

558]. Une valve saine est composée principalement par des fibroblastes [558], qui sont différents 

des fibroblastes dermiques [224]. Les CIVs peuvent également synthétiser des composants de 

matrice extracellulaire (MEC) tels que le collagène, les protéoglycanes et l'élastine [224]. Ainsi, 

une population clonale de myofibroblastes peut subir spontanément une transdifférenciation 

phénotypique en cellules ostéoblastiques et former des nodules calcifiés. Ces derniers sont 

impliqués dans la calcification de la VA [64, 67,68]. 

Plusieurs gènes impliqués dans le processus d’EndoMT et l’embryogenèse de la VA sont 

réexprimés durant le développement du RAC [70, 71]. En outre, dans une valve saine et bien 

développée (adulte), le type cellulaire prédominant est composé de CIVq. Leurs fonctions 

principales consistent à maintenir une structure et une fonction physiologique normale de la VA. 

Ainsi, ils inhibent l'angiogenèse et contrôlent la matrice extracellulaire (MEC) dans la VA [60]. 

En effet, cet effet anti-angiogénique se fait par l’expression de chondromodulin-I, qui neutralise 

les effets pro-angiogénique de facteurs de croissance tels que VEGF-A [72]. Les cellules CIVa, 

CIVp et CIVob sont impliquées essentiellement dans la pathogenèse et le développement de 

certaines maladies. Ces cellules jouent également un rôle important dans la réparation tissulaire 

(prolifération, la migration, la contraction et le remodelage matriciel). Enfin, les CIVob seront 

impliquées dans la réponse ostéogénique et la minéralisation de VA [60, 64]. 

  1.6 Physiopathologie du RAC 

Pendant longtemps, le RAC a été considéré comme un processus dégénératif causé par la 

détérioration de la VA au fil du temps, et par l’accumulation passive de calcium sur les feuillets 

[73,74]. Toutefois, depuis plusieurs années, les données cliniques et histopathologiques récentes 

ont démontré très clairement qu’il s’agit d’un mécanisme physiopathologique complexe. En effet, 

les études suggèrent que le RAC est une maladie active et multiforme mettant en cause plusieurs 

processus biologiques tels que le dépôt des lipides, l’oxydation des lipoprotéines, l'inflammation 

chronique, la transition ostéogénique des CIVs et une minéralisation progressive des feuillets 

valvulaires [2,24]. En outre, d’autres études d’association génétiques ont mis en évidence une 

prédisposition génétique à la maladie du RAC [30, 35,36,75,76]. 
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1.6.1 Stress mécanique et dysfonction endothéliale de la VA 

De nombreuses études ont rapporté que la contrainte mécanique (i.e. stresse mécanique ou 

Shear stress) est l’évènement déclencheur de lésions initiales de la VA et le début de 

développement du RAC [77]. En effet, la force exercée par le sang sur la paroi endothéliale à 

travers les feuillets pendant l’ouverture (systole) et la fermeture de valve (diastole) est appelée 

contrainte de cisaillement et est connue comme le responsable principal de ces lésions 

endothéliales. Ainsi, dans les cas de bicuspidie congénitale la contrainte de cisaillement est encore 

plus prononcée comparativement aux valves tricuspides [2]. Des études sur des BAV ont démontré 

que le stress mécanique est très élevé au niveau du raphé, une zone caractérisée par une 

minéralisation abondante durant le RAC [12]. 

Récemment, notre groupe de recherche a démontré que le stress mécanique favorise la production 

et l'accumulation de microparticules sphéroïdes minéralisées par les CIVs [78]. Il s’agit donc d’un 

mécanisme sous-jacent important impliqué dans le RAC. De plus, ils ont démontré que la 

contrainte mécanique induit la surexpression de l’ectonucléotidase ENPP1, un médiateur 

important de la minéralisation, d'une manière dépendante de la voie RhoA/ROCK [78]. Par 

conséquent, la dysfonction endothéliale entraine une infiltration des lipides et de lipoprotéines 

circulantes dans la VA, notamment les lipoprotéines de basse densité (LDL). Ces perturbations 

favorisent également l’entrer des cellules inflammatoires, tels que les lymphocytes T et les 

monocytes, dans l'espace sous endothélial. Plus tard, dans la VA, les LDLs subissent une oxydation 

grâce à un environnement pro-oxydant contenant des radicaux libres, des ions métalliques et de 

l’oxyde nitrique (NO) [80]. Des niveaux élevés de superoxyde (O2-) et de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) ont également été observés dans les VA calcifiées [81]. 

1.6.2 Processus de rétention des lipides dans la VA 

Plusieurs évidences suggèrent que le dépôt des lipoprotéines dans la VA agit comme un 

signal de danger. Ceci induit l’inflammation qui mène par la suite à la minéralisation [82]. Cette 

dernière débute généralement dans la couche de fibrosa où s’effectue l’accumulation des lipides. 

D’abord, l’accumulation de lipides oxydés a été associée à l’inflammation, à la présence de nodules 

minéralisés et à la fibrose du tissu valvulaire [83-85]. En outre, les analyses histologiques sur des 

valves explantées lors d’un remplacement valvulaire ont révélé la présence des LDLs oxydées 

(Ox-LDLs) dans les VA calcifiées humaines [86,87]. Ces espèces de lipides oxydées étaient 
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également retrouvées au voisinage de nodules minéralisés [87,88]. À cet égard, des analyses 

histologiques sur les VA calcifiées ont démontré qu’il existe une codistribution des lipides oxydés 

avec les apolipoprotéines B, A et E [86,88]. Ceci suggère que ces lipides proviennent 

essentiellement de la circulation sanguine.  

D’autres travaux ont démontré que le niveau des Ox-LDLs dans les tissus de VA est associé avec 

le taux circulant de particules de LDL petites et denses [83]. Cette quantité élevée de LDL dans la 

VA a été associée au syndrome métabolique (SM) et à une progression plus rapide du RAC 

[83,89,90]. De plus, le niveau des Ox-LDLs est associé avec l’inflammation, l’expression de TNFα 

et le score de remodelage fibrocalcifique de la VA [83,84]. Ainsi, l’oxydation des lipides dans la 

VA est induite par un niveau élevé des espèces réactives oxygénées ROS (reactive oxygen species) 

[81, 91-92]. D’une part, l’augmentation des ROS durant la maladie du RAC est reliée au moins en 

partie au découplage de la voie de l’oxyde nitrique synthase NOS (nitric oxyde synthase) [81, 91]. 

D’autre part, l’expression de NADPH oxydase est augmentée dans VA calcifiées et contribue à la 

production des ROS [93]. Par conséquent, le niveau élevé de superoxyde (O2-) et de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) au voisinage de zones calcifiées pourrait participer à la génération des lipides 

oxydés qui vont promouvoir une inflammation chronique dans la VA. Par ailleurs, l’expression 

des protéoglycanes (tels que le biglycan et la décorine) est augmentée dans les VA calcifiées et 

contribue à la rétention des lipides [94-96]. De plus, de nombreuses études in vitro ont montré que 

les Ox-LDLs et les phospholipides oxydés (OxPLs) favorisent la calcification des CIVs [24]. 

Également, la Lp(a), une particule LDL dans laquelle l’apolipoprotéine B est liée de manière 

covalente (par un pont disulfure) à une apolipoprotéine(a), agit comme un transporteur majeur des 

OxPLs dans la VA [97,98]. À cet égard, des études récentes de randomisation Mendélienne ont 

révélé la présence d’une association entre les taux élevés de Lp(a) et le développement du RAC 

[35-37]. En outre, Capoulade et ses collaborateurs ont récemment montré que les niveaux circulant 

de Lp(a) et OxPLs étaient associés de façon indépendante à une progression plus rapide du RAC 

[38].   

Finalement, des études ont également montré que les particules de LDL petites et denses 

étaient fortement associées à la Lp-PLA2 (lipoprotein-associated phospholipase A2), une enzyme 

essentiellement transportée par le cholestérol LDL, mais aussi sécrétée par les macrophages 

[99,100]. La Lp-PLA2, une enzyme qui produit la lysophosphatidylcholine (LPC) à partir des Ox-

PLs, est fortement exprimée dans le RAC [101,102]. De même, le LPC est présent dans les VA 

calcifiées et agit comme un facteur pro-inflammatoire et procalcifiant [101,103-104]. Il convient 
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également de souligner que d'autres enzymes, exprimées dans les VA calcifiées, peuvent favoriser 

la rétention et/ou la modification des lipides. À cet égard, la lipoprotéine lipase (LPL) est 

surexprimée dans les tissus calcifiés et co-localise avec des lipides oxydés [94]. De plus, la protéine 

de transfert des phospholipides PLTP (Phospholipid transfer protein) est surexprimée dans les 

tissus valvulaires calcifiés [95]. Dans l’ensemble, ces études suggèrent que les niveaux élevés de 

Lp(a) pourraient favoriser l’accumulation de OxPLs dans la VA, qui pourrait à leur tour déclencher 

une réponse ostéogénique (Figure 1-6). 

1.6.3 Inflammation et remodelage tissulaire de la VA 

Outre que l’infiltration lipidique, l'inflammation et la calcification ont été fréquemment 

observées dans les VA calcifiées humaines [17,86,105]. D’abord, la présence d’un infiltrat 

inflammatoire dense était associée avec le score de remodelage valvulaire, la néovascularisation 

et la métaplasie ostéochondrogénique [88,106]. De même, la densité des cellules inflammatoires 

dans les tissus valvulaires calcifiés était associée à une progression plus rapide du RAC [107,88]. 

Ensuite, une analyse transcriptomique a indiqué qu’environ 15-20% des gènes différentiellement 

exprimés dans les VA humains minéralisés sont reliés à l’inflammation [108]. De plus, des 

hémorragies signalées au niveau des VA calcifiées humaines peuvent contribuer au 

dysfonctionnement des CIVs en augmentant la charge des ions fer [109]. Pris ensemble, ces 

évidences suggèrent que le processus inflammatoire est impliqué dans le la progression du RAC. 

En outre, l’infiltration des LDLs dans la MEC et leurs oxydations conduit à une activité 

inflammatoire intense et une minéralisation ultérieure de la VA [85,110]. En conséquence, les 

lésions et la rétention des lipides au niveau de la VA mettent en jeux plusieurs cellules 

caractéristiques de l’inflammation chronique. Ces cellules trouvées dans le tissu valvulaire sont 

principalement les macrophages, les lymphocytes T et les mastocytes activés [2,77, 95,111]. En 

effet, les monocytes circulants adhèrent à la couche endothéliale endommagée grâce à des 

molécules d'adhésion de type E-sélectin, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) et VCAM-

1 (vascular cell adhesion molecul-1), puis ils se différencient en macrophages activés [112]. Parmi 

les macrophages recrutés, certains internalisent des Ox-LDLs et se transforment ensuite en cellules 

spumeuses [2]. Ces dernières ainsi que d’autres cellules inflammatoires secrèteront plusieurs 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β (l’interleukine1β), et le TNFα (tumor necrosis 

factor alpha) [113,114]. Ces cytokines participent par conséquent à l’amplification du processus 

inflammatoire et provoquent ainsi la minéralisation de la VA.  En effet, des études antérieures ont 
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démontré que le TNFα, un marqueur inflammatoire important, agit via les deux récepteurs TNFR 

1 et TNFR 2 (Tumor necrosis factor receptor) pour stimuler la voie inflammatoire NFκB (Nuclear 

factor-κB) [115,116]. L’activation de cette voie induit l’expression de ses gènes cibles en aval, tels 

que l’IL-6 (Interleukine-6), IL-8 (Interleukine-8) et IL-1β [117]. À leur tour, ces cytokines activent 

une réponse ostéogénique et favorisent la minéralisation des CIVs [85]. Par ailleurs, le TNF-α 

pourrait induire l'apoptose par l’intermédiaire de caspase 8 et 3 provoquant ainsi la minéralisation 

de CIVs [114,118,119]. De plus, il a été bien démontré que le TNFα favorise le phénotype 

ostéoblastique des CIVs [85,109]. D’autres travaux ont souligné que le TNF-α promouvait 

l'expression du gène MSX2 (muscle segment homeobox homologue 2), un facteur de transcription 

qui induit la minéralisation de la VA par l’intermédiaire de la voie Wnt [116,121]. Aussi, le TNF-

α peut augmenter l’expression du gène MSX2 via la production de ROS [122].  

Par ailleurs, Isoda et ces collaborateurs ont également démontré que les souris déficientes en 

antagoniste du récepteur d’IL-1(IL-1Ra -/-), une protéine soluble qui se lie au récepteur IL-1R et 

empêche l’activation de son signal, développent spontanément une inflammation et un 

épaississement des feuillets valvulaire après 12 mois [117]. Toutefois, le phénotype du RAC a 

disparu lorsque les souris IL-1Ra -/-  ont été croisées avec des souris déficientes en TNF-α (TNFα 

-/-). Ces résultats suggèrent que la voie IL-1β passe par le TNF-α et favorise le développement du 

RAC. Pris ensemble, ces évidences démontrent que le TNF-α joue un rôle important dans 

l’inflammation et le remodelage de la VA. D’une part, il est intéressant de noter que plusieurs 

espèces de lipides oxydés peuvent activer la réponse immunitaire innée et entrainer ainsi 

l’inflammation par l’activation des TLRs (Toll-like receptors). En effet, les TLRs, notamment 

TLR2 et TLR4, sont surexprimés dans la maladie du RAC et induisent une différenciation 

ostéogénique des CIVs [96,123]. De ce fait, des études ont démontré que la stimulation de TLR2 

avec le biglycan, un agoniste de TLR2 exprimé par les CIVs, promouvait l’activation de la voie 

NF-kB et l’expression de PLTP. À son tour, cette enzyme contribue à la rétention des lipides dans 

l'espace sous-endothélial [95]. De plus, le biglycan et les OxLDLs sont fortement impliqués dans 

la transition ostéogénique des CIVs par l’intermédiaire de TLR2 et TLR4 [96,124]. 

D’autre part, une cible importante de la voie NF-kB, l’IL-6 qui est une cytokine ayant un effet 

pléiotropique, est fortement exprimée dans les VA calcifiées [125]. Récemment, notre équipe de 

recherche a montré que la voie NF-kB est activée dans les VA calcifiées humaines et induit la 

production d’IL-6. À son tour, l’IL-6 agit par un effet paracrine et stimule l’expression du gène 

BMP 2 (bone morphogenic protein 2), un morphogène impliqué dans la transition ostéogénique 
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des CIVs [125]. Compte tenu de son rôle, l’inhibition de l’IL-6 in vitro a réduit de façon efficace 

l’expression de BMP2 ainsi que la calcification des CIVs [125]. Il convient de noter que l'IL-6 est 

aussi un facteur impliqué dans la transition endothéliale mésenchymateuse (EndoMT) au niveau 

de la VA [126]. Conséquemment, il est possible que le processus inflammatoire médié par l’IL-6 

favorise le recrutement et la formation de cellules mésenchymateuses ayant des propriétés 

ostéogéniques au sein de la VA. Toutefois, le rôle de ces cellules dans la pathobiologie du RAC 

est encore mal connu. Aussi, l’IL 6 induit l’expression de RANK (receptor activator of nuclear 

factor kappa-B), un membre de la superfamille TNF exprimé par les ostéoclastes [127]. 

Parallèlement, l’interaction entre RANK et son ligand RANKL (Receptor Activator of NK-κB 

Ligand) provoque une différenciation ostéoblastique des CIVs, et joue un rôle important dans les 

processus pro-ostéogéniques [128].   

En dernier lieu, plusieurs études ont révélé que les cellules inflammatoires jouent un rôle 

important dans le remodelage extracellulaire (MEC) de la VA ainsi que dans la prolifération des 

fibroblastes valvulaires. En effet, les cytokines pro-inflammatoires stimulent la sécrétion des 

métalloprotéases matricielles MMPs (matrix metalloproteinases) qui sont produites sous forme de 

pro-enzymes (pro-MMPs) [129,130]. Il a également été démontré que l’IL-1β joue un rôle crucial 

dans le remodelage tissulaire via l’activation des MMPs [131]. En outre, le TNFα est connu comme 

un stimulateur de la sécrétion de ces protéinases [132]. De plus, des travaux antérieurs avaient 

démontré que la stimulation des macrophages avec des Ox-LDLs favorise la sécrétion de plusieurs 

cytokines inflammatoires. Ces dernières induisent une forte expression des MMPs [130]. Il a 

également été démontré que MMP2 et MMP9 sont surexprimées dans les VA calcifiées et que 

leurs niveaux sont associés avec une activité angiogénique. Ces deux protéases sont impliquées 

principalement dans la fibrose, la rigidité valvulaire et la minéralisation de la VA [133]. En effet, 

en dégradant les composants du MEC, les MMPs favorisent une production accrue des fragments 

peptidiques du collagène et d'élastine. Ces éléments conduisent directement à un épaississement 

des feuillets valvulaires et une infiltration du calcium dans la VA [134,135]. Dans l’ensemble, ces 

études indiquent que la réponse inflammatoire, la névascularisation et le remodelage tissulaire 

semblent contribuer de manière significative au développement du RAC.   

Finalement, l’activation du système immunitaire adaptatif joue un rôle dans le RAC, mais elle a 

été peu étudiée. Néanmoins, certaines études révèlent l’implication de l’immunité adaptative dans 

le développement des processus physiopathologiques associés au RAC [136]. Sur ce point, une 

population des cellules T mémoire (cellules T CD3+ et cellules T circulant CD8+ CD57+) est 
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activée chez les patients avec RAC [137]. En outre, les lymphocytes T CD8+ activés qui expriment 

à leur surface des récepteurs TCR (T cell receptor) ont été documentés dans les VA calcifiées 

humaines. Ainsi, des études histologiques sur des valves calcifiées ont révélé la présence de 

cellules T CD8+ au voisinage de nodules minéralisés et des régions de néovascularisation au 

niveau des feuillets de la VA [137,138]. Ces données suggèrent également que l’immunité 

adaptative associée avec l'infiltration lymphocytaire de la VA est activée pendant le RAC.  

Figure 1-6 : Résumé des facteurs d’initiation, des conditions reliées à la progression du RAC et 

des composantes inflammatoires, lipidiques et phosphocalciques de la physiopathologie du RAC. 

Adapté de : [24]. 

1.6.4 Transition ostéogénique et minéralisation de la VA 

 Les cellules impliquées dans la différenciation ostéoblastique 

À un stade avancé du processus inflammatoire, les fibroblastes produisent une quantité accrue 

des fibres de collagène. En effet, au cours de la progression du RAC, un sous-groupe de 
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fibroblastes se différencie en myofibroblastes valvulaires. Lorsqu’ils seront activés par des 

cytokines inflammatoires et des Ox-LDLs, les myofibroblastes subissent une transdifférenciation 

phénotypique et se différencient alors en ostéoblastes « osteoblast-like cells » capables d’induire 

la formation d’une matrice calcifiée. Cependant, les fibroblastes ne sont pas les seules cellules 

impliquées dans ce processus, d’autres types cellulaires pourraient servir de base et se différencient 

eux aussi en ostéoblastes. En effet, des études ont démontré que des cellules endothéliales de la 

valve mitrale (CEs) pouvaient subir une transformation endothéliale mésenchymale (EMT) et 

donc, se transformer en cellules mésenchymales capablent de déclencher la fibrose et la 

calcification [126,139].   

D’autres études ont aussi démontré que des précurseurs d’ostéoblastes pouvaient infiltrer la VA et 

subir une différenciation en ostéoblastes actifs [140,141]. Premièrement, il y a les cellules 

ostéoprogénitrices circulantes qui proviennent de cellules souches (CD34+). Ces dernières sont 

originaires de la moelle osseuse. Les cellules ostéoprogénitrices sont impliquées dans la croissance 

et la réparation d'os et peuvent reproduire le processus de calcification [142,143].  

Ensuite, les cellules myéloïdes calcifiantes (CD33), qui sont dérivées de la moelle osseuse, 

contribuent également à la calcification de la VA [144]. Il est important de noter que la 

différenciation vers un type de cellules donné nécessite l’expression de facteurs de transcription 

spécifiques [559]. Par exemple, l’expression de RUNX2 est nécessaire pour la différenciation 

ostéoblastique. Ainsi, la différenciation progressive de l’ostéoblaste est caractérisée par 

l’expression de certains marqueurs ostéoblastiques précurseurs tels que le récepteur de la PTH 

(PTH-R), la phosphatase alcaline (ALP), le collagène de type I (COLL-I), l’ostéopontine (OP) ou 

tardifs telle que l’ostéocalcine (OC) [559]. 

 Les principales voies de signalisation pro-calcifiantes   

Les études précédentes ont révélé que cette transition ostéoblastique est essentiellement le 

résultat de l'activation de plusieurs voies de signalisation calcifiante [145]. Il s’agit essentiellement 

de la voie Wnt3/Lrp5/β-caténine (wingless-type MMTV integration site family, member 3)/ (LDL 

receptor-related protein 5-protéine apparenté au récepteur des LDL 5) /β-Catenin [11, 146,147] 

(Figure 1-7). De plus, l'activation d’autres cascades de signalisation pro-ostéogénique, notamment 

la voie des protéines BMPs [144,145], la voie du TGF-β [145,148], la voie de l’angiotensine 

[149,150] et le système RANK/RANKL [127,145], contribuent de façon active à l'initiation de la 

minéralisation de la VA et à la progression du RAC. En second lieu, le phénotype ostéoblastique 

des myofibroblastes favorise l’expression de plusieurs marqueurs ostéoblastiques incluant 
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l’ostéopontine (OPN) [151], l’ostéonectine, l’ostéocalcine [152], la ténascine C [153], la protéine 

morphogénique BMP2 [85,144], la phosphatase alcaline (ALP) et le facteur de transcription 

ostéoblastique RUNX2 [85,154].  À cet égard, les études ont démontré que l'expression de ces 

marqueurs est augmentée dans les VA calcifiées humaines par rapport aux valves saines [151,154]. 

Par ailleur, l’analyse de VA explantées lors d’un RVA a montré que 10 à 15% des valves présentent 

une métaplasie chondro-ostéogénique [144]. De plus, ces valves sont caractérisées par la présence 

d’os lamellaire mature avec des éléments hématopoïétiques [144]. Par conséquent, la transition 

complète des CIVs vers des cellules ostéogéniques se produit au moins dans un sous-groupe de 

patients durant le développement du RAC.  

 Rôle de la protéine BMP2 dans la réponse ostéoblastique 

Il est important de noter que dans la maladie du RAC, les BMPs agissent via la voie de 

phosphorylation des protéines Smad et conduisent ainsi à la surexpression des facteurs de 

transcription ostéogénique, tels que RUNX2, MSX2 et OSTERIX [155]. Les protéines BMP2 et 

BMP4, deux membres de la superfamille du TGF, sont les puissants morphogènes ostéogéniques 

qui régulent la minéralisation de la VA. En fait, BMP2 contrôle la formation osseuse par deux 

voies : d’une part, BMP2 pourrait activer la voie RUNX2, un régulateur principal de transcription 

ostéoblastique. À son tour RUNX2 augmente l'expression de protéines liées à la calcification, y 

compris l'ostéopontine et l'ostéocalcine. Il a été démontré que RUNX2 est surexprimée dans les 

lésions valvulaires aortiques humaines. Ainsi, l’activation de RUNX2 favorise la calcification via 

une voie dépendante de BMP2 [111,156]. D’autre part, BMP2 pourrait également induire 

l’expression d’un autre facteur de transcription, MSX2, par l’activation de voie de signalisation 

Wnt/β-Catenin. En effet, la protéine Wnt se lie au récepteur Lrp5 et au co-récepteur Frizzled 

présents sur la membrane extracellulaire des myofibroblastes formant ainsi le complexe 

Lpr5/Wnt/Frizzled qui déclenche l’accumulation de β-caténine. Ce dernier, une fois stabilisé, subit 

une translocation vers le noyau où il contrôle l'expression de BMP2 (Figure 1-7). Rajamannan et 

al. ont documenté l’implication de la voie Wnt3a/β-catenin/Lrp5 dans les VA minéralisées 

[146,157]. De plus, chez un modèle animal hypercholestérolémique avec RAC, l'expression de β-

catenin et Lrp5 était augmentée [146,158]. Prises ensemble, ces études indiquent que les BMPs 

sont capables d’induire un phénotype de type ostéoblaste chez les CIVs.  
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Figure 1-7 : Principales voies ostéogéniques dans les cellules interstitielles valvulaires (CIVs) 

montrant le rôle de la voie BMP2 et Wnt. Adapté de : [55]. 

 Rôle de la voie NOTCH1 dans la minéralisation de la VA 

Parallèlement aux voies ostéoblastiques décrites ci-dessus, la signalisation NOTCH1 a été 

également décrite comme une voie majeure impliquée dans le processus de la transition 

ostéoblastique chez les CIVs. D’abord, NOTCH1 est un récepteur impliqué dans la structuration 

des tissus pendant l’embryogenèse. En effet, la voie NOTCH1 joue un rôle fondamental dans le 

processus de développement embryonnaire de nombreux organismes permettant ainsi aux cellules 

voisines de communiquer entre elles. En 2005, Garg et ses collègues ont révélé que des mutations 

dans le gène NOTCH1 étaient associées à la bicuspidie valvulaire (BAV) chez des familles ayant 

développé le RAC [14,85]. En outre, chez l'homme, des mutations rares dans le gène NOTCH1 ont 

été associées avec le développement du RAC chez les patients avec des VA tricuspide (TAV) 

[159]. Ces études suggèrent que la signalisation NOTCH1 peut jouer un rôle crucial dans le 

processus de la minéralisation de la VA.  
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Chez l'humain, quatre récepteurs NOTCH (1-4) interagissent avec cinq ligands Jagged1-2 

et delta-like1-3-4 [160]. Lorsque les récepteurs NOTCH sont activés par leurs agonistes (Jagged1-

2 et delta-like1-3-4), la partie c-terminal du récepteur appelé domaine intracellulaire NICD (Notch 

Intracellular Domain) est hydrolysé par la γ-secretase puis libéré dans le cytoplasme. Cette partie 

cytoplasmique de NOTCH1 (NICD) migre ensuite du cytoplasme vers le noyau où elle interagit 

avec la protéine RBP-jk (recombining binding protein suppressor of hairless) pour réguler 

l’expression des gènes cibles [161,162] (Figure 1-8). Garg et al. ont montré que la voie NOTCH1 

est essentielle pour la prévention de la minéralisation de la VA [14]. En effet, chez les CIVs lorsque 

la voie NOTCH1 est activée, le NICD se transloque dans le noyau puis interagit avec des 

inhibiteurs de la famille Hairy-related (HEY1-2). À leur tour, HEY1-2 répriment l'expression de 

BMP2 et RUNX2 [163]. D’intérêt, NICD pourrait interagir avec la voie Wnt pour contrôler la 

réponse ostéogénique des CIVs [85,146] (Figure 1-8). Par conséquent, une dérégulation au niveau 

des cascades de signalisation NOTCH1 et Wnt entraine une réponse pro-ostéogénique de CIVs 

[85]. Les souris Notch1 +/- sous une diète Western (occidental) développent une calcification de 

la VA mais présentent une anatomie valvulaire tricuspide [85,164]. En outre, le dysfonctionnement 

de la signalisation Notch1 dans des modèles animaux ne conduit pas nécessairement à une 

bicuspidie mais plutôt à une calcification de la VA.  Ce processus est dû à l’absence de répression 

du gène Bmp2 [164,165]. Pris ensemble, ces études suggèrent que les mutations au niveau de la 

signalisation NOTCH1 favorisent la transition ostéogénique des CIVs.  
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Figure 1-8 : Mécanisme de la voie NOTCH1 et l’action probable de H19 sur cette voie. Le rôle 

d'OxPL sur ces voies n'a pas été étudié dans les CIV. Par contre, dans les cellules endothéliales, 

OxPL a un impact sur NOTCH1 par un processus qui n'est pas complètement élucidé. Adapté 

de : [109]. 

 Autres acteurs impliqués dans la transdifférenciation ostéogénique 

Outre que la voie Wnt et NOTCH 1, la signalisation de TGF-β1 est également activée dans 

le RAC. En fait, des études ont montré que TGF-β1 induit une réponse pro-fibrotique et favorise 

la différenciation ainsi que la calcification des CIVs [145,148]. Par ailleurs, plusieurs études ont 

démontré que le système RANK/RANKL/OPG et le système rénine-angiotensine (RAS) sont 

également des acteurs importants impliqués dans les processus pro-ostéogéniques. Ces voies 

jouent aussi un rôle crucial dans la régulation de mécanisme de la calcification de la VA. En effet, 

RANK, une protéine transmembranaire, est un membre de la superfamille TNF exprimé par les 

ostéoclastes. L’interaction entre RANK et son ligand RANKL, exprimé par les cellules stromales 

et les ostéoblastes, provoque la différenciation et l’activation des cellules ostéoclastiques [166]. 

Cette voie RANK-RANKL joue un rôle majeur dans la différenciation et l’activation des 
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ostéoclastes au niveau des os. En effet, la liaison RANK-RANKL induit la déminéralisation 

osseuse [167], mais augmente la calcification intravasculaire [168]. Ce système peut être bloqué 

par l'ostéoprotégérine (OPG), un inhibiteur puissant de la résorption osseuse. Celui-çi agit comme 

un récepteur soluble qui, en se liant à RANKL, bloque l'interaction entre RANK et RANKL 

[167,169]. Ainsi, une étude histologique sur des tissus des VA calcifiés a documenté une faible 

expression de RANK et OPG. Cependant, l’expression de RANKL est augmentée dans les mêmes 

tissus [110,128]. Weiss et al, ont également démontré que l’administration de l’OPG chez des 

souris hypercholestérolémiques (Ldlr-/-Apob100/100) prévient la minéralisation de la VA et réduit 

l’expression des gènes ostéogéniques [170]. En outre, le traitement des CIVs par RANKL induit 

un phénotype ostéoblastique [128]. Pris ensemble, ces études supportent l'hypothèse selon laquelle 

une augmentation de RANKL/RANK et une diminution de la concentration d'OPG favorisent la 

calcification de la VA. 

Finalement, d’autres acteurs jouent un rôle prépondérant dans la calcification valvulaire. 

Premièrement, le stress oxydant intracellulaire et la production des ROS semblent être des 

éléments physiopathologiques centraux impliqués dans le RAC [81, 92, 171,172]. À cet égard, des 

niveaux élevés de superoxyde (O2-) et de peroxyde d'hydrogène (H2O2) ont été observés dans les 

valves humaines calcifiées [81]. De même, il a été décrit dans CMLs et des myofibroblastes 

vasculaires que le peroxyde d'hydrogène (H2O2) agit comme un inducteur puissant des voies de 

signalisations ostéogéniques RUNX2 [91] et MSX2/Wnt [122]. Deuxièmement, la ténascine C, 

une glycoprotéine de la matrice extracellulaire, a été retrouvée dans des zones calcifiées de VA 

[135]. Des études ont montré que cette glycoprotéine module l’expression de la MMP2, et elle est 

associée avec la progression du RAC, [135,153].  

1.6.5 La signalisation phosphate et le système ectonucléotidase et 

purinergique   

 Rôle des phosphates dans la minéralisation de la VA 

Les nodules de calcium retrouvés dans les VA calcifiées sont majoritairement composés 

d'hydroxyapatite formée par le calcium et le phosphate inorganique (Pi) [173]. Ainsi, le niveau de 

phosphate inorganique (Pi), un dérivé de phosphate connu comme un puissant agent 

prominéralisant, est associé avec le développement du RAC et la calcification valvulaire [174]. À 

cet égard, la signalisation de Pi possède des propriétés pro-ostéogénique chez les CIVs [175]. D’un 
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côté, il a été démontré que les patients souffrant d'une insuffisance rénale possèdent un niveau 

élevé de phosphate circulant. Ce dernier favorise à son tour la calcification vasculaire [176,177]. 

D’un autre côté, le Pi est transporté à l’intérieure des cellules par des Co-transporteurs de 

phosphates sodium-dépendants. En effet, El Husseini et al. ont démontré que le cotransporteur 

type III nommé Pit1 ou SLC20A1 (type III sodium-dependent Pi cotransporter) est surexprimé 

dans les VA calcifiées [178]. In vitro, le cotransporteur Pit1 favorise également la minéralisation 

des CIVs [178,179]. Par ailleurs, l'inhibition de Pit1 empêche la minéralisation des CIVs induite 

par le phosphate. Sur ces points, il est important de souligner que les ectonucleotides 

pyrophosphatases/phosphodiestérases (ENPPs) sont des enzymes membranaires qui hydrolysent 

les nucléotides et les nucléosides extracellulaires pour générer du phosphate et des pyrophosphates 

[180,181]. Ces enzymes jouent un rôle important dans le contrôle et la régulation de la 

minéralisation valvulaire [182-183] (Figure 1-9). 

 Implication des ectonucléotidases et la signalisation purinergique dans la 

progression du RAC 

D’abord, des travaux récents ont démontré que de nombreuses enzymes, notamment 

ENNP-1, la phosphatase alcaline (ALP), et la 5’-ectonucléotidase (NT5E/CD73) sont fortement 

exprimés dans les VA calcifiées, et ils sont impliqués dans la régulation du processus de 

calcification valvulaire [175,182,185] (Figure 1-9). D’une part, un niveau élevé d’ENPP-1 a été 

associé avec l’apoptose des CIVs, qui, à son tour, conduit à la minéralisation de la VA [184]. 

D’autre part,  une étude avec une approche de gène candidat a permis d’identifier une association 

significative entre un polymorphisme nucléotide (SNP) situé dans locus du gène ENPP-1 et le 

développement du RAC [183]. L’enzyme ENPP1 hydrolyse l’ATP, sécrétée par les CIVs, en AMP 

et pyrophosphate (PPi). À son tour le PPi, un inhibiteur puissant de la nucléation de calcium, sera 

clivé par l’enzyme ALP pour générer le phosphate inorganique (Pi). Il a été démontré que cette 

enzyme est exprimée en présence de BMP2 et favorise la différenciation des ostéoblastes et le 

dépôt de calcium [175]. Par ailleurs, l’enzyme NT5E/CD73 utilise l’AMP pour produire 

l’adénosine qui induit, à son tour, la minéralisation des CIVs via son récepteur A2aR (Adenosine 

receptor A2a) [186]. Ce dernier augmente l’expression des ectonucléotidases par un mécanisme 

de rétrocontrôle positif [186].  
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 Figure 1-9 : Rôle de l'ectonucléotidase ENPP1 et de la signalisation purinergique dans le RAC. 

Les nucléotides sont sécrétés par les CIVs et hydrolysés par l'ENPP1 et la phosphatase alcaline 

(ALP), ce qui augmente le taux de phosphate (Pi) (1). Le Pi pénètre dans les cellules par le biais 

du transporteur Pi Pit1/SLC20A1, ce qui augmente l'expression de l’ENPP1 dans une boucle de 

rétroaction positive (2). Un taux élevé d'ectonucléotidases dans le RAC contribue à l’épuisement 

des niveaux extracellulaires de nucléotides (3). À son tour, la diminution de la signalisation du 

récepteur P2Y2 diminue la voie Akt et favorise la minéralisation médiée par l'apoptose (4). ADP : 

adénosine diphosphate; AMP : adénosine monophosphate; ATP : adénosine triphosphate; 

ENPP : ectonucléotide pyrophosphatase/ phosphodiestérase 1; mARN : ARN messager ; PPi : 

pyrophosphate; VIC : cellule interstitielle valvulaire. Adapté de : [183]. 
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Aussi, l’hyperactivité des ectonucléotidases dans le tissu calcifié provoque un épuisement de 

l’ATP extracellulaire et produit l’adénosine ayant une activité ostéogénique puissante [186]. En 

effet, durant le processus de la minéralisation, la diminution de la signalisation purinergique par le 

récepteur purinergique P2Y2 est due à une forte activité des ectonucléotidases. En plus, l’ATP 

extracellulaire, un élément important pour les signaux de survie des CIVs, prévient l’apoptose par 

le biais du récepteur P2Y2 [183, 186,187]. De plus, l’inactivation de ce récepteur conduit à un 

phénotype pro-minéralisant des CIVs [125,183]. Pris ensemble, ces constatations suggèrent que la 

signalisation purinergique est sous le contrôle des ectonucléotidases. Ces dernières jouent un rôle 

central dans la régulation de la réponse ostéogénique chez les CIVs et la résorption des minéraux 

dans la VA.  

1.6.6 Facteurs qui préviennent la calcification de VA 

En plus des médiateurs pro-calcifiants, la minéralisation valvulaire est régulée par des 

agents anti-calcifiants connus comme des inhibiteurs naturels de la calcification ectopique. En 

effet, dans les conditions normales, la présence de certaines protéines qui interfèrent avec la 

nucléation de l’hydroxyapatite empêchent la minéralisation des tissus valvulaires. Par exemple, la 

Fétuine A (FetA), une protéine plasmatique abondante sécrétée par le foie empêche la formation 

de cristaux de calcium –phosphate [188,189]. Des études antérieures ont démontré une association 

négative entre les niveaux circulants de la FetA et la calcification des valves aortiques et mitrales 

[190,191]. Ainsi, des faibles concentrations de FetA ont été associées avec une augmentation de 

la teneur en calcium de la valve et une progression plus rapide du RAC [192]. En outre, la MGP 

(Matrix Gla Protein), une autre protéine anti-calcifiante, prévient la minéralisation ectopique en 

bloquant la nucléation de l’hydroxyapatite dans la VA [193-195]. Aussi, la MGP inhibe la 

minéralisation induite par le morphogène ostéogénique BMP2 en diminuant son action pro-

minéralisante [196]. Finalement, ces données suggèrent qu’un déséquilibre entre les facteurs pro-

calcifiants et les facteurs anti-calcifiants pourraient jouer un rôle majeur dans le contrôle la 

calcification ectopique.   

1.7 Outils diagnostiques et évaluation de la sévérité du RAC 

La méthode de référence la plus fréquemment utilisée pour la prédiction et l’évaluation de 

la sévérité du RAC est l’échocardiographie-Doppler. Cet outil non invasif est utilisé pour 
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déterminer le pronostic, le stade d’avancement du RAC et le moment adéquat pour une 

intervention chirurgicale sur la valve [197]. Les critères d’évaluation standard de la sévérité 

hémodynamique du RAC reposent sur la vélocité transvalvulaire maximale (Vmax), le gradient de 

pression transvalvulaire moyen (∆Pmoy), l’aire valvulaire aortique (AVA), et l’AVA indexée sur la 

surface corporelle [198]. Ces mesures permettent de classer le RAC selon le degré sévérité, soit 

légère, modérée ou sévère [197] (Tableau 1-2). 

                      Degrés de sévérité du RAC 

Variables hémodynamiques Légère Modérée Sévère 

Vélocité maximale (m/s) 2.5-3.0 3.0 - 4.0 >4.0 

Gradient transvalvulaire moyen 

(mmHg) 
 <20 20 - 40 >40 

Aire valvulaire (cm2) 1.5-2 1.0 - 1.5 <1.0 

Aire valvulaire indexé (cm2/m2) >0.85 0.6-0.85 <0.6 

 Tableau 1-2 : Classification du degré de sévérité du RAC. 

La Vmax mentionnée précédemment est en fait, la vélocité antérograde au niveau de la valve 

aortique durant la systole (en mètres par seconde). Il s’agit de premier indicateur de la progression 

et la sévérité du RAC, et elle est considérée comme la mesure clé dans l’évaluation 

échocardiographique d’un patient avec RAC.  

Le gradient transvalvulaire aortique moyen est la différence de pression entre le ventricule 

gauche (VG) et l’aorte, au moment de la systole. Il est calculé à l’aide de l’équation de Bernoulli 

simplifiée en utilisant les vélocités mesurées en échocardiographie. Donc, le gradient de pression 

maximal est calculé ainsi : 

    ∆Pmax = 4 vmax2 

L’aire valvulaire aortique (AVA) est le troisième paramètre hémodynamique utilisé en pratique 

clinique pour l’évaluation de la sévérité du RAC [198,199].  Elle est calculée selon l’équation de 

continuité basée sur le principe de la conservation de masse, c’est-à-dire que le volume de sang 

passant dans la chambre de chasse du ventricule gauche (CCVG) est égal à celui qui passe à travers 

l’orifice de la valve aortique. 

 

Donc le calcul de l’AVA se fait selon la formule suivante: 

                                           AVA = 𝑎𝑖𝑟𝑒𝐶𝐶𝑉𝐺 × 𝐼𝑇𝑉𝐶𝐶𝑉𝐺 / 𝐼𝑇𝑉aorte 
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Où l’aire CCVG est l’aire de l’anneau de la valve aortique calculé à partir du diamètre de la CCVG, 

ITVCCVG est l’intégrale temps-vélocité mesurée dans la CCVG et ITVaorte est l’intégrale temps-

vélocité mesurée dans l’aorte. 

L’aire valvulaire aortique indexée par la surface corporelle (AVAi) est un autre critère 

important qui peut estimer la sévérité du RAC [199]. Il permet d’obtenir l’aire effective 

d’ouverture de la valve aortique, mais corrigée pour la surface corporelle [199].  En effet, un RAC 

est jugé sévère si la valeur de l’AVAi est en deçà de 0,6cm2/cm2 [200].  

Outre que l’échocardiographie-Doppler, il existe d’autres méthodes qui permettent de confirmer 

le stade de sévérité de la maladie, notamment la tomodensitométrie et le bilan hémodynamique par 

cathéter. 

1.8 Traitement du RAC 

Il n’existe à ce jour aucun traitement pharmacologique permettant de ralentir ou stopper la 

progression du RAC. Depuis longtemps, la seule thérapie envisageable lorsqu’un patient atteint un 

stade sévère de la maladie était la chirurgie de remplacement valvulaire (RVA) par sternotomie. 

Cependant, depuis peu d’autres techniques de RVA moins invasives sont mises en pratique [27]. 

Le RVA (chirurgical ou par la voie percutanée) demeure la meilleure alternative thérapeutique 

pour les adultes avec RAC [201-203]. 

1.8.1 Remplacement valvulaire aortique (RVA) 

Une chirurgie est disponible pour les patients souffrant d’un RAC sévère symptomatique 

et consiste à remplacer la valve native de l’individu soit par une prothèse mécanique ou biologique. 

Bien qu’il y ait des risques de mortalité associés à cette opération et des probabilités de 

complications reliées à la prothèse de 2% par année [204], les patients qui subissent un RVA ont 

des taux de survie d’environ 80% et 70% après 5 et 10 ans, respectivement [205]. En revanche, la 

mortalité associée au RVA a diminué drastiquement dans les deux dernières décennies. [206]. Les 

deux types de prothèses ont des avantages et des inconvénients [203]. Alors que la prothèse 

mécanique nécessite une anticoagulothérapie constante du patient, elle offre une durée de vie 

beaucoup plus longue. Par contre, la prothèse biologique (porcine ou bovine) est sujette à la 

dégénération et la calcification une fois implantée chez le patient [102]. Elle peut nécessiter une 

seconde opération afin de changer la bioprothèse quelques années plus tard [207]. 
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1.8.2 Implantation de valve par cathéter  

Une nouvelle technique de remplacement valvulaire moins invasive est actuellement mise 

en place pour les patients vulnérables et pour qui une chirurgie comme le RVA est contre-

indiquée : l’implantation par cathéter. Cette technique permet d’implanter une valve par une 

approche trans-fémorale ou trans-apicale chez des patients pour qui le RVA par sternotomie n’est 

pas envisageable.  

1.8.3 À la recherche d’une thérapie médicale pour le RAC 

Il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement médical capable de ralentir la progression du 

RAC. La maladie du RAC partage plusieurs similitudes avec l’athérosclérose en termes de facteurs 

de risque associés. Étant donné que l’l'hypercholestérolémie est mise en cause dans les deux 

maladies [24,34,109], il a ainsi été supposé que l'utilisation des médicaments destinés à diminuer 

le taux de cholestérol et utilisés pour le traitement de l’athérosclérose, tels que les statines, puisse 

ralentir ou prévenir la progression du RAC [2,24,202]. En effet, dans ces études précédentes, les 

statines qui ont été utilisées visent à réduire le taux de cholestérol en inhibant l'hydroxyméthyl-

coenzyme A (HMG-CoA) réductase [208]. Aussi, les statines peuvent induire une plus grande 

captation des LDL par le foie en augmentant le nombre de leurs récepteurs [109]. Ce concept 

d'utilisation des statines afin de ralentir progression du RAC a été soutenu par des études 

expérimentales utilisant des modèles animaux de SA. En effet, l’administration d’atorvastatine 

chez le lapin hypercholestérolémique a prévenu le développement du RAC [157,209,216]. 

Également, quelques études cliniques rétrospectives ont observé une progression plus lente du 

RAC chez les patients traités par des statines [210,211]. D’intérêt, l’étude RAAVE (Rosuvastatin 

Affecting Aortic Valve Endothelium) a été réalisée pour évaluer l’impact d’un traitement avec les 

statines chez les patients atteints du RAC. En effet, en se basant sur les valeurs hémodynamiques 

mesurées par échocardiographie, cette étude a démontré que la rosuvastatine ralenti la progression 

du RAC [212]. Cependant, trois essais cliniques randomisés ont démontré que l’administration des 

statines n’avait aucun effet sur la progression du RAC [109, 212,213]. 

Une autre voie thérapeutique envisageable pour diminuer ou prévenir la progression de RAC a fait 

émergence: celle des inhibiteurs du système rénine-angiotensine (SRA), plus particulièrement, les 

IECA (inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine) ou les bloqueurs des récepteurs de 

l’angiotensine II (BRA). Dans un modèle de lapin hypercholestérolémique, l’administration 
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d’olmesartan, une molécule de la famille des ARA, prévient le développement du RAC. En effet, 

ce médicament prévient l’accumulation des myofibroblastes et des ostéoblastes. Il agit aussi en 

diminuant l’expression d’ostéopontine, RUNX2 et l’IECA [214]. De plus, une étude rétrospective 

rapporte que l’utilisation d’IECA est associée à une plus faible accumulation de calcium dans la 

VA [215]. Néanmoins, des essais cliniques randomisés sont encore nécessaires pour vérifier 

l’efficacité de l’inhibition du système rénine-angiotensine sur la prévention de la progression du 

RAC [202]. 

1.9 Les modèles animaux du RAC    

Afin de mieux caractériser la maladie du RAC, les travaux de recherches et les essais pré-

cliniques de nouvelles thérapies nécessitent des modèles expérimentaux pour mieux comprendre 

la pathogenèse de cette maladie. En effet, les modèles animaux développés jouent un rôle crucial 

dans l’étude de l'initiation et la progression du RAC in vivo [219].  Ils sont également utiles pour 

valider l'efficacité des interventions thérapeutiques. Cependant, chacun de ces modèles animaux 

ne reproduit pas tous les aspects pathologiques humains. Donc, pour être plus efficaces, ces 

modèles devraient imiter la maladie et les conditions dans lesquelles le RAC humain se développe. 

Les espèces les plus fréquemment utilisées pour modéliser le RAC sont les souris, le lapin et le 

porc [157, 209, 216-219]. Dans les études sur le RAC, la majorité des travaux animaux sont réalisés 

chez des modèles de souris, car celles-ci sont particulièrement adaptées aux études de différents 

mécanismes présents durant la pathogenèse du RAC [17,145]. Les modèles de souris offrent un 

certain nombre d'avantages, y compris leur petite taille, leur facilité d'élevage et leur rentabilité. 

En outre, le faible temps de génération, la facilité des manipulations génétiques et la disponibilité 

des échantillons clonaux permettent une étude spécifique des principaux médiateurs moléculaires 

du RAC [220, 221].  Les modèles de souris peuvent être subdivisés en deux catégories distinctes : 

un modèle dyslipidémique et un modèle non dyslipidémique.  

 

 Modèle de souris dyslipidémiques  

Le modèle de souris dyslipidémiques est le modèle murin le plus couramment utilisé pour 

étudier la pathologie valvulaire aortique [219]. Il comprend principalement les souris déficientes 

pour le récepteur des LDL (souris Ldlr -/-) et les souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE -/-)  
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 Les souris Ldlr -/- 

Étand donnés que les souches de souris WT (Wild-Type) ne développent pas spontanément une 

calcification valvulaire, des insultes alimentaires et/ou génétiques sont souvent employées [222]. 

Premièrement, Weiss et al. ont étudié le modèle de souris hypercholestérolémique déficientes pour 

le gène Ldlr et qui expriment seulement l'apolipoprotéine B (Ldlr-/-; ApoB100/100) [217]. En effet, 

à l’âge de 20-24 mois ces souris développent spontanément une hypercholestérolémie légère (~ 

270 mg /dL), une réduction de l’AVA (> 50%), une diminution de la fraction d’éjection et une 

hypertrophie ventriculaire gauche [217]. Ainsi, le vieillissement de ces souris est associé à un 

stress oxydatif accru et une calcification de la VA [217].  Miller et al. ont également développé un 

modèle de souris Reversa (Ldlr-/-/ApoB100/100/Mttpfl/fl/Tg(Mx1-Cre)) pour étudier les effets d’un 

traitement hypolipidémique sur la progression du RAC [223].  En effet, le knock-out conditionnel 

au niveau du gène qui code pour la protéine de transfert des triglycérides microsomaux (Mttp) a 

permis de réduire les taux de cholestérol sériques (l’hypercholestérolémie) chez les souris Reversa. 

Le gène Mttp est important dans la production des lipoprotéines contenant de l’apoB. Son 

inactivation réduit énormément la sécrétion de l’apoB [223]. De façon intéressante, la perte de 

l’activité Mttp médiée par le Cre après six mois (“reversal”) rétabli les taux de cholestérol à un 

niveau normal, diminue le dépôt lipidique valvulaire et l'infiltration des macrophages, empêche la 

calcification et réduit le stress oxydatif [223]. Ainsi, elle entraîne une suppression des voies de 

signalisation pro-ostéogénique telles que MSX2, RUNX2 et pSmad1/2 [219, 223]. 

 Les souris ApoE-/- 

En plus du modèle Ldlr -/-, les souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE -/-) développent 

également un RAC mais de façon tardive [225]. Ces souris développent une hypercholestérolémie 

associée à une augmentation de la vélocité transvalvulaire, de la régurgitation aortique, 

l'infiltration des macrophages et des cellules T, et la calcification nodulaire [255]. En 2007, Aikawa 

et al. ont également constaté que les souris ApoE -/-, âgées de 30 semaines et qui ont reçu une diète 

athérogénique pendant 20 semaines, présentaient  un épaississement au nivau de leur VA ainsi que 

des nodules de calcium [226]. 

 

 Les souris LDLr-/- ApoB100/100/IGFII  

Actuellement il y’a aucune thérapie pour freiner la progression du RAC ou stimuler la régression 

de la calcification. Ceci est relié entre autres à l’absence d’un modèle animal qui serait comparable 

à la physiopathologie humaine. Les souris déficientes pour le récepteur à LDL et exprimant 
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uniquement l’apolipoprotéine B100 (LRKOB100) développent le RAC après 20 mois. C’est 

uniquement le tiers de ces souris qui ont une évidence échocardiographique d’avoir un RAC. Dans 

notre laboratoire, nous avons utilisé les souris LDLr−/−/ApoB100/100/IGFII (LRKOB100/IGF), un 

modèle qui combine l’athérosclérose et le syndrome métabolique [227, 187]. Dans ce modèle 

diabétique, IGFII est surexprimé dans les cellules bêta pancréatiques provoquant ainsi une 

hyperplasie du pancréas et une hypersécrétion d’insuline [293]. Ces souris développent un diabète 

de type 2 comme conséquence à cette hyperinsulinémie. Au début, ce modèle a été caractérisé 

pour étudier la calcification des lésions athérosclérotiques. Nous avons déjà démontré qu’une 

durée de 6 mois de régime HFS (high-fat, high-sucrose), donc riche en gras et en sucre, est suffisant 

pour que ces souris développent une sténose aortique (80% vs 33%) [227]. En effet, ces souris ont 

une augmentation de la vélosité transvalvulaire (172 vs 144 cm/s). Le modèle 

LDLr−/−/ApoB100/100/IGFII représente un phénotype physiopathologique semblable à la maladie 

humaine, hyperglycémie à jeun et hypercholestérolémie. Néanmoins, les patients atteints d’une 

sténose aortique n’ont pas tous une intolérance au glucose ou une dyslipidémie. De plus, nos 

analyses histologiques sur le tissu de valve de ces souris, ont révélé la présence de cristaux 

d’hydroxyapatite et de la fibrose comme chez l’humain [227, 187]. Donc, ce modèle est prometteur 

pour mieux comprendre les mécanismes menant à la calcification de la VA.  

 Modèles non dyslipidémiques 

En plus de ces deux modèles hyperlipidémiques communs, il existe d'autres modèles génétiques 

intéressants qui récapitulent certains aspects du RAC. 

 1) Les modèles de bicuspidie : Ces animaux ont largement été utilisés pour tenter de 

mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la BAV. Rajamannan et al. ont 

démontré que les souris eNOS-/- développent une BVA (près de 30%) et présentent un RAC après 

23 mois de diète riche en graisse [228] [43].   

  2) Le modèle de souris inflammatoire (IL-1Ra -/-) : une étude faite par Isoda et 

al. a démontrée que les souris déficientes en antagoniste du récepteur d’IL-1(IL-1Ra -/-) 

développent une inflammation et un épaississement des feuillets valvulaire après 40 semaines 

[117]. Les taux circulants de TNF-α ont été augmentés considérablement dans ce modèle.  

3) Le modèle de souris hyperphosphatémique (Klotho-/-) : Les souris déficientes 

pour la protéine de vieillissement et d'interaction de FGF-23 nommée Klotho présentent des 

calcifications vasculaires et de l'ostéopénie [229, 230]. Ainsi, les souris Klotho -/-  exhibent une 
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faible espérance de vie, une réduction de la densité minérale osseuse et une calcification ectopique 

de la VA [231,232]. De plus, les souris déficientes en FGF-23 développent à la fois une 

calcification vasculaire et une diminution marquée de la densité osseuse [233]. 
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Chapitre 2 : Rôle des lipoprotéines 

dans le développement du RAC 
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La première étude qui a vraiment soutenu l’hypothèse que le RAC n’est pas seulement un 

processus passif, mais bien un processus actif est celle de Catherine Otto et son équipe en 1994.  

Dans cette étude ils ont observé la présence des lipides et lipoprotéines au niveau des tissus 

valvulaires explantés de patients avec RAC. En effet, ils ont démontré que les lésions retrouvées 

dans les feuillets de VA calcifiées sont composées de lipoprotéines, de macrophages, de 

lymphocytes T, de protéines et de calcium [107]. Ces observations suggèrent que divers processus 

biologiques sont impliqués dans la progression du RAC, notamment l’oxydation des lipides dans 

la VA. Par conséquent, l’infiltration lipidique dans les feuillets de la VA puis leur oxydation jouent 

un rôle majeur dans la promotion de l’inflammation et le développement du RAC.    

2.1 Généralité sur les lipoprotéines    

Les lipides sont des molécules insolubles dans le plasma sanguin. Leur transport entre les 

différents tissus tel que l’intestin, le foie et les tissus périphériques dans la circulation sanguine 

doit être pris en charge par les lipoprotéines. Ces dernières sont responsables du transport des 

lipides (composés hydrophobes) dans le sang [234-237]. En effet, les lipoprotéines sont des 

particules globulaires de masse moléculaire élevée constituées d’un cœur lipophile contenant des 

triglycérides (TG) et des esters de cholestérol (EC) et d’une couche de surface polaire soluble dans 

le sang qui est formée de phospholipides (PL), de cholestérol libre non estérifié (CL) et des 

apolipoprotéines (Figure 2-1). Les apolipoprotéines servent comme ligands afin de faciliter 

l’interaction des lipoprotéines avec leurs récepteurs ainsi qu’avec certaines lipases. De plus, elles 

peuvent établir la fonction et le destin métabolique de la particule lipidique [236-237]. En outre, 

durant leur transport, les lipoprotéines subissent des modifications complexes qui affectent leur 

composition, leur structure et leur fonction. Elles seront également captées par des récepteurs pour 

libérer leur contenu aux cellules cibles.  
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Figure 2-1 : Structure de base d’une lipoprotéine. La lipoprotéine est une structure sphérique 

composée d’un coeur de cholestérol estérifié et de triglycérides (TG), entouré par une couche 

de phospholipides et de cholestérol dans laquelle sont encastrées des apolipoprotéines. Tiré 

de: [236]. 

2.1.1 Les différentes classes de lipoprotéines  

Les lipoprotéines sont catégorisées en cinq grandes classes selon leur taille, leur densité, 

leur composition en lipides et apolipoprotéines, ainsi que selon leur fonction : les chylomicrons 

(CM), les lipoprotéines à très faible densité (VLDL), les lipoprotéines à densité intermédiaire 

(IDL), les lipoprotéines à faible densité (LDL) et les lipoprotéines à densité élevée (HDL) [237]. 

Chacune de ces classes de lipoprotéine transporte les quatre types de lipides, mais en des 

proportions différentes. Les principales propriétés physico-chimiques des lipoprotéines sont 

décrites dans le tableau 2-1. 
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Tableau 2-1 : Principales propriétés physico-chimiques des lipoprotéines. CM: Chylomicrons; 

VLDL: Very-low-density lipoproteins; IDL: Intermediate-density lipoproteins; LDL: Low-density 

lipoproteins ; HDL: High-density lipoproteins; Lp[a]: Lipoprotein(a); B-100: apolipoprotéine B-100; 

A-I : apolipoprotéine A-I; TG : triglycérides; CE : esters de cholestérol PL : phospholipides. Adapté 

de Gotto et al., 2003 et Jean-Charles Hogue, 2008.  

 

D’abord, les CM et les VLDL sont des particules riches en TG alors que les LDL et les HDL le 

sont en cholestérol. Ainsi, les lipoprotéines peuvent être caractérisées par la ou les apolipoprotéines 

qui se trouvent à leur surface et qui sont en effet différentes d’une classe à l’autre. En effet, lors 

d’un apport nutritionnel riche en lipides, des micelles contenant les acides gras et les TG vont dans 

les cellules épithéliales de l’intestin où sont formés des chylomicrons (CM). Chaque particule de 

CM contient à leur surface l’apolipoprotéine B48 (ApoB48) nécessaire à leur assemblage et 

sécrétion [238,239]. Ces grosses lipoprotéines riches en TG vont dans la circulation systémique 

où elles font l’acquisition de l’apolipoprotéine E (ApoE) et de l’apolipoprotéine C (ApoC). Cette 

dernière permet la clairance des TG qui sont hydrolysées par une lipase lipoprotéique (LPL), 

libérant ainsi des acides gras libres dans les tissus. Une fois libérés dans la circulation sanguine, 

les résidus des CM sont ensuite métabolisés dans de nombreux tissus (foie, adipocytes, muscles 

squelettiques) [240]. Les résidus des CM sont alors captés par le foie grâce à l’ApoE (Figure 2-2). 
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Par la suite, des VLDL sont produits et sécrétés par le foie et contiennent à leur surface 

l’apolipoprotéine B100 (ApoB100). Cette dernière est nécessaire à leur assemblage et à leur 

sécrétion [241]. Ces VLDL participent au transport des lipoprotéines depuis le foie jusqu'aux tissus 

périphériques. En effet, une fois dans la circulation sanguine, les VLDL acquièrent l’ApoE et 

l’ApoC. Ensuite, les triglycérides des VLDL sont dégradés en acides gras libres par la LPL et la 

lipase hépatique (LH) afin de générer une série de plus petites particules enrichies en cholestérol, 

soient les IDL et les LDL [239, 241-242]. Les IDL constituent des particules de taille et de densité 

intermédiaires entre les VLDL et les LDL. Elles peuvent être directement captées par le foie ou 

être converties en LDL par l’action de la LH (Figure 2-2). 

Figure 2-2 : Métabolisme et transport des triglycérides et des lipoprotéines. ApoA1: 

apolipoprotein A1; ABCA1: ATP-binding cassette A1; FC: Free cholesterol; HDL: High density 

lipoproteins; LCAT: Lecithin–cholesterol acyltransferase; PLTP: phospholipid transfer protein; 

CETP: cholesteryl ester transfer protein; ABCG1: ATP binding cassette transporter G1; SRB1: 

Scavenger receptor B1; VLDL: Very low density; LPL: Lipoproteins lipoprotein lipase; FFA: free 

fatty acids; LDLs: low density lipoproteins CE: cholesterol ester; TG: triglyceride. Les lignes 

pleines représentent les voies des lipoprotéines; les lignes pointillées représentent le transfert 

des lipides. Adapté de : [236]. 
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2.1.2 Les lipoprotéines de basse densité (LDL) 

  2.1.2.1 Structure et fonctions des LDL  

Les LDL sont les produits finaux issus des IDL et les petites lipoprotéines riches en 

cholestérol. Ils représentent la dernière classe de la cascade des lipoprotéines contenant l’apo B-

100 [239,241]. Pour chaque molécule d'apo B-100 est associée des lipides de surface (cholestérol 

non estérifié et phospholipides) et des lipides internes (esters de cholestérol et triglycérides) (figure 

2-3). 

Figure 2-3 : Représentation graphique de la composition d'une particule de LDL. 

Source : https://sbyireview.com/2016/07/26/low-density-lipoproteins-may-affect-

cognitive-function/  

 

Par ailleurs, une grande portion des LDL retourne au foie via le récepteur des LDL (LDLR) grâce 

à l’ApoB100. Cependant, le rôle principal des LDL est de transporter le cholestérol du foie aux 

tissus périphériques. Ce processus est essentiel à la formation des membranes cellulaires et/ou les 

hormones sexuelles [236]. Il a également été démontré que les LDL constituent une classe 

hétérogène de lipoprotéines qui varient selon leur densité, leur taille et leur composition. Ces 

paramètres avaient une influence sur le risque de maladies cardio-vasculaires (MCV) [243-246]. 

Même si toutes les LDL sont athérogènes, les LDL petites et denses seraient plus facilement 

https://sbyireview.com/2016/07/26/low-density-lipoproteins-may-affect-cognitive-function/
https://sbyireview.com/2016/07/26/low-density-lipoproteins-may-affect-cognitive-function/
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internalisées dans l'espace sous-endothélial [247]. Ces lipoprotéines sont, par la suite, retenues par 

les protéoglycanes et elles subissent une oxydation, ce qui augmente leur risque 

athérothrombotiques [247]. Enfin, il a été récemment démontré que le score de risque génétique, 

qui tient en compte plusieurs variant génétique et qui détermine les niveaux des LDLs, est associé 

au développement du RAC [39].  

2.1.2.2 Phénotype des LDL petites et denses: rôle dans le RAC 

Dans plusieurs études, le phénotype hautement athérogène des particules de LDL petites et 

denses a été associé au risque cardiovasculaire [243-246]. 

En premier lieu, l’étude « Cardiovascular Heart Study » (CHS) a rapporté que le niveau de LDL-

cholestérol était un indicateur indépendant de la présence de sclérose ou de sténose valvulaire 

aortique [34]. Des études rétrospectives ont également démontré que les personnes souffrant du 

RAC ont des taux de cholestérol et de LDL plus élevés [248, 211]. En revanche, la preuve 

incontestable que l’infiltration de LDL est un processus actif dans le développement du RAC a été 

apportée par Otto et ses collaborateurs. Ces constatations ont été confirmées par l’équipe 

d’O’Brien qui ont révélé la présence de différents types d’apolipoprotéines dans les VA [86]. À 

l’état normal, apo(a) et ApoB ne sont pas retrouvés dans les valves saines. Cependant, O’Brien et 

al. ont observé ces apolipoprotéines au niveau extracellulaire dans les lésions de VA calcifiées et 

plus spécifiquement dans la couche de fibrosa. En outre, d’autres travaux faits sur des VA 

calcifiées chez des patients ayant subi un RVA ont révélé une colocalisation de LDLs oxydés (Ox-

LDLs) et d’ApoB dans le même tissu, confirmant ainsi les trouvailles d’O’Brien et son équipe 

[87].  

En second lieu, de nombreuses études épidémiologiques ont souligné que LDL est un 

facteur de risque pour le développement du RAC [34]. Par ailleurs, une étude rétrospective chez 

des patients a examiné le lien entre le bilan lipidique et la progression du RAC. Cette étude a 

démontré qu’il y a une association entre un niveau élevé de LDL, un faible niveau de HDL et un 

ratio élevé du Cholestérol/HDL avec une progression plus rapide du RAC [249]. Ainsi, dans le 

RAC, l’accumulation des Ox-LDLs a un rôle particulièrement important à jouer, notamment dans 

la promotion de l’inflammation et la minéralisation de la VA. En effet, les Ox-LDLs ont été 

rapportés pour agir comme un signal de danger qui initiera les mécanismes physiopathologiques 

du RAC [250] (Figure 2-4). Tout d’abord, il a été démontré que les LDLs subissent facilement une 

oxydation et se transforment en Ox-LDLs [251]. En outre, des études sur des CIVs isolées ont 

montré que les Ox-LDLs agissent comme des inducteurs de la minéralisation [252]. Notre groupe 
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de recherche a démontré que dans des VA calcifiées, les proportions plasmatiques de LDL petite 

et dense sont associées avec des niveaux élevés en Ox-LDLs [83]. Ainsi, le niveau d’oxydation 

des LDLs au sein du tissu valvulaire est associé avec l’infiltration des cellules inflammatoires et à 

une sévérité plus importante du RAC [83]. Mohty et al. ont aussi démontré que la petite taille des 

LDL est associée à des hauts niveaux d’Ox-LDLs, et est liée à une progression rapide du RAC 

[83]. De surcroit, le niveau élevé de LDL petite et dense chez les patients atteints du syndrome 

métabolique (SM) était associé à un taux de progression rapide du RAC dans ce groupe de patients 

[89,90]. De façon intéressante, l’analyse de valves explantées lors d’un RVA a montré que les VA 

calcifiées sont infiltrés par une quantité très élevés de LDL oxydés [84]. De même, le niveau d’Ox-

LDL sanguin a également été associé de façon positive à l’inflammation et à un degré de 

remodelage fibrocalcique sévère de la VA. Ceci suggère que l’accumulation des Ox-LDLs est 

associée au processus inflammatoire, à l’activité ostéoblastique, à la minéralisation et à la fibrose 

du tissu valvulaire [84,86,150,253]. En 2001, Pohle et al. ont également montré que les patients 

souffrant d’hypercholestérolémie (LDL > 130 mg/dL) avaient une progression plus rapide de score 

calcique de la VA. En effet, ils ont pu montrer que le taux de LDL influence le degré de la 

progression de la maladie valvulaire indépendamment des facteurs de risques traditionnels [254].  

En dernier lieu, il a été bien démontré qu’une fois incorporés dans les tissus, les LDLs peuvent 

subir une oxydation [255]. Cette oxydation des lipides induit l’expression des molécules 

d’adhésion telles que VCAM-1, ICAM-1 et MCP-1[256,257]. Ce processus favorise, à son tour, 

le recrutement de monocytes dans les valves et leur activation en macrophages [256,257] (Figure 

2-4). À leur tour, les macrophages activés par les Ox-LDLs, sécrètent plusieurs cytokines 

inflammatoires telles que le TNF-α, IL1-β et RANKL. Ces dernières induisent la différenciation 

ostéoblastique des CIVs et favorisent ainsi la minéralisation de la VA [130]. En effet, en 

accumulant des Ox-LDLs (par endocytose), les macrophages peuvent se transformer en cellules 

spumeuses qui amplifient aussi les processus pro-inflammatoires dans la VA [119] (Figure 2-4). 

Le stade oxydé des LDLs est donc un facteur important qui joue un rôle crucial dans le recrutement 

des cellules inflammatoires, et dans l’activation des macrophages en cellules spumeuses. 
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Figure 2-4 : Shémas représentant les mécanismes pathobiologiques par lesquelles les LDL 

oxydées favorisent la progression du RAC. Tiré de Benoit J. Arsenault et al. 2017.  

Source : DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.cjca.2017.09.016.  

 

2.1.3 Les lipoprotéines de haute densité (HDL) 

     2.1.3.1 Structure et fonctions des HDL  

Les HDLs sont les particules les plus petites et les plus denses parmi les autres 

lipoprotéines. Elles sont responsables du transport rétrograde du cholestérol [258]. C’est une voie 

métabolique par laquelle les HDLs, contenant l’apolipoprotéine A1 (ApoA1), acquièrent du 

cholestérol provenant des tissus périphériques et le transporte ensuite vers le foie afin qu'il soit 

éliminé sous forme de bile [259]. Comme les LDLs, il existe une certaine hétérogénéité à l'intérieur 

de la classe des HDLs [259,260]. Les particules de HDL peuvent être séparées en trois classes 

selon leur densité : les HDL naissantes, les HDL2 et les HDL3. Les HDL naissantes en forme de 

disque sont synthétisées dans le foie. Ils sont constitués en majeure partie de phospholipides, 

d’Apo A1 et du cholestérol libre provenant des résidus de chylomicrons et de VLDL [237, 261-

261]. Une fois dans la circulation, les HDL naissantes acquièrent d’autres apolipoprotéines 

http://dx.doi.org/10.1016/j.cjca.2017.09.016
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(ApoA2-4 et ApoE) et deviennent plus sphériques [239, 261-262]. En effet, l’ApoA1 du HDL peut 

interagir avec le transporteur ABCA1 (ATP-binding cassette 1 sub-family A member 1) et le 

transporteur ABCG1 (ATP-binding cassette sub-family G member 1) directement dans les tissus. 

Grâce à ce rôle d’ApoA1, ces HDLs sphériques pourront accumuler le cholestérol présent dans les 

tissus périphériques qui a été estérifié par l’enzyme LCAT (Léthicin-Cholesterol Acyltransferase) 

[261]. Donc, l'apoA1 est l’élément central des particules de HDL et joue un rôle primordial dans 

le transport inverse du cholestérol via les transporteurs ABCG1 et ABCA1. De surcroit, 

l’interaction des HDLs avec ABCA1 permet de retirer le cholestérol déjà accumulé dans les 

macrophages et d’autres cellules [263]. Cependant, d’autres mécanismes expliquent l’effet anti-

athérogène des HDLs. D’une part, les HDLs portent à leur surface des molécules antioxydante 

telles que la PON1 (paraoxonase 1). Cette dernière diminue l’oxydation des lipides et réduit par 

conséquent l’accumulation des Ox-LDLs et leurs effets inflammatoires dans les tissus [264,265]. 

En second lieu, des évidences indiquent que les niveaux de HDL sont inversement corrélés aux 

risques d'évènements cardiovasculaires. En effet, ces lipoprotéines possèdent des effets pléiotropes 

et leur rôle anti-athérogénique est dû à leurs effets anti-inflammatoires et antioxydants [265-267]. 

À cet égard, plusieurs études ont démontré l’effet bénéfique des HDL sur l’athérosclérose et les 

autres MCV [265-267]. D’une part, les HDLs peuvent entrainer la réduction de certaines cytokines 

inflammatoires produites par les macrophages tels que le TNF-α et IL1-β [267, 268]. D’autre part, 

il a été suggéré que les HDL peuvent exercer une action anti-inflammatoire en diminuant 

l'expression des molécules d'adhésion cellulaire telles que ICAM-1 ou VCAM-1 [269]. 

2.1.3.2 Rôle des HDLs dans le RAC  

En ce qui concerne le processus du RAC, il a été démontré que les HDL agissent comme 

des réducteurs de la minéralisation chez les cellules musculaires vasculaires lisses (CMLV) [270]. 

En outre, quelques études ont démontré que les taux plasmatiques de HDL sont inversement 

associés à la progression du RAC [249]. De même, la quantité de HDL valvulaire était réduite dans 

le RAC [271]. En effet, cette étude a révélé que le HDL induit à la fois la sécrétion d'OPG, un 

antagoniste de la calcification valvulaire, et réduit l'expression de TNF-α in vitro [271]. Par 

ailleurs, la perfusion d’un peptide mimétique de l’apoA1 entraîne la régression du RAC chez le 

modèle de lapin hypercholestérolémique [271,273,274]. Cependant, il a également été démontré 

que l’apoA1 peut contribuer à la formation de protéines amyloïdes. Ces substances favorisent la 

minéralisation des CIVs isolées, et elles ont été retrouvées en grandes quantités dans les VA 
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humaines calcifiées [272]. Ces données indiquent que le ciblage des HDLs est un intérêt 

thérapeutique potentiel. Toutefois, la fonction des HDLs dans le contexte de minéralisation de la 

VA reste controversée. D'autres travaux sont donc nécessaires pour comprendre le rôle des HDLs 

dans la physiopathologie du RAC. En 2014, Arsenault et al. ont évalué la fonctionnalité des HDLs 

chez les patients atteints du RAC. Les résultats de cette étude épidémiologie suggèrent que les 

variants génétiques associés avec les niveaux sériques d’HDL et des fonctionnalités de l’HDL, tels 

que les capacités d'efflux de cholestérol, ne semblent pas influencer la susceptibilité du RAC [120]. 

L’étude conclut que les HDLs ne sont pas liées avec la calcification de la VA de façon causale. 

2.1.4 Lipoprotéine(a) [Lp(a)] 

    2.1.4.1 Structure, fonction et hétérogénéité génétique   

La Lp(a) est une lipoprotéine riche en cholestérol qui présente une structure similaire à la 

particule LDL [275, 276]. Il s’agit d’une particule LDL contenant une glycoprotéine appelée 

apolipoprotéine (a) [apo(a)]. Cette dernière forme une liaison covalente avec l’ApoB-100 de LDL 

grâce à un pont disulfure [277, 278] (Figure 2-5). L’apo(a) présente une forte homologie avec le 

plasminogène, mais elle est dépourvue d’activité fibrinolytique (ou protéolytique) [279]. En effet, 

l’apo(a) présente de nombreuses séquences homologues au plasminogène connus comme des 

multiples domaines répétés nommés « kringles (K) ». Ces motifs contribuent à la forte 

hydrophilicité de Lp(a) [276] (Figure 2-5). Bien que les trois premières sous-unités protéiques (KI, 

KII et KIII) du plasminogène ont été perdues, l’apo(a) contient les kringles de types 4 et 5 (KIV 

et KV) et un domaine protéase inactivée (inactive protease-like domain) [279, 280]. Parmi les 10 

différents sous-types de séquences KIV chez l’apo(a), 9 types sont présents en une seule copie 

dans toutes les isoformes. Néanmoins, un d'entre eux, le sous-type 2 (ou KIV-2), se répète en 

nombre extrêmement variable selon les individus (entre 2 et 40) [281-283]. Cette variation du 

nombre de copies dites CNV (copy number variation) est codée au niveau des allèles du gène LPA 

(le gène codant apo[a]) et explique l'hétérogénéité de la taille de l'isoforme apo(a) observée dans 

la population humaine (taille varie entre 200 et 800 kDa) [109, 284]. 
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Figure 2-5: Représentation schématique de la lipoprotéine(a) [Lp(a)] avec ses composants 

protéiques (ApoB : apolipoprotéine B et apo(a) : apolipoprotéine(a)) et lipidiques (PL : 

phospholipides ; CE : esters de cholestérol ; FC : cholestérol libre ; TG : triglycérides). Adapté 

de : [276]. 

2.1.4.2 Déterminants génétiques 

Tout d’abord, il est important de noter que le CNV a un impact important sur le niveau de 

Lp(a). En effet, les concentrations plasmatiques de Lp(a) sont relativement stables au sein d'un 

individu [109, 285]. Cependant, son taux plasmatique varie de façon remarquable entre les 

individus: entre 0,1 mg/dL et plus de 200 mg/dL (soit un rapport de plus de 1000 fois) avec une 

distribution très asymétrique puisque la majorité des gens ont des taux inférieurs à 10 mg/L [286, 

287]. Particulièrement, les concentrations de Lp(a) sont déterminées génétiquement par le 

polymorphisme du gène LPA [109, 286]. En effet, les niveaux plasmatiques de Lp(a) sont 

inversement corrélés à la taille de l'allèle apo(a) [288] (Figure 2-6). Bien que le polymorphisme 

du gène LPA reste le facteur principal impliqué dans la variation des concentrations plasmatiques 

de Lp(a), les individus ayant le même nombre de copies KIV2 peuvent avoir des niveaux de Lp(a) 

très différents [109]. Cela suggère que cette variation n’est pas entièrement expliquée par le CNV 
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de KIV2.  Ainsi, il convient de souligner que, comparativement aux autres classes de lipoprotéines, 

les concentrations de Lp(a) sont relativement résistantes aux changements dues à l’âge, le sexe, 

l’alimentation et l'exercice [276].  

En second lieu, il est intéressant de noter que la plupart des découvertes récentes sur Lp(a) 

ont été révélées à partir des études génétiques. En effet, dans l’année 2009, deux études 

remarquables ont montré que le taux élevé de Lp(a) est déterminé génétiquement [109, 289]. Ces 

études ont également révélé un lien de causalité entre le taux élevé de Lp(a) et le développement 

de la maladie coronarienne [290]. En outre, la concentration plasmatique de Lp(a) dépend soit de 

la structure (taille) de l’isoforme de l’apo(a), soit de la présence des variants génétiques (CNV) 

[290, 291]. Ainsi, les sujets héritant d’isoformes d’apo(a) de petite taille ont une sécrétion plus 

importante d‘apo(a) que les sujets ayant des isoformes de grande taille [292]. Il existe donc une 

corrélation inverse entre le taux de Lp(a) et le nombre de domaines kringle-IV-2 présent sur le 

gène LPA [276] (Figure 2-6). À cet égard, le polymorphisme de taille ainsi que d’autres variations 

de séquences du LPA expliquent 70 à 90% de la variabilité des concentrations de Lp(a) dans la 

population. On peut également ajouter qu’il existe des variations interethniques dans les niveaux 

de Lp(a). En effet, les sujets noirs ont en moyenne un taux 100% supérieur en comparaison des 

sujets caucasiens. Ainsi, les sujets africains ont des concentrations plus élevées de Lp(a) comparés 

aux sujets européens et asiatiques [294, 295]. De façon intéressante, des études récentes de 

randomisation mendélienne ont aussi révélé un lien causal entre la Lp(a) avec le RAC [109]. 

D’abord, dans une étude d'association pangénomique GWAS (genome-wide association study), 

Thanassoulis et al. ont démontré qu’une variante génétique, rs10455872 situé dans le locus du 

gène LPA codant pour la Lp(a), est associé de manière causale avec le RAC [35]. Par la suite, cette 

étude a été répliquée par deux autres études de randomisations mendéliennes qui ont également 

mis en évidence un lien causal entre le variant rs10455872 et les niveaux de Lp(a) [36, 37]. De 

plus, Capoulade et al. ont récemment montré que les niveaux circulant de Lp(a) étaient 

significativement associés à la progression du RAC [38].  
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Figure 2-6: Polymorphisme de l'apolipoprotéine (a) et relation entre le nombre de Kringles IV-2 

et le taux de circulants de Lp(a) : association avec le RAC. Tiré de [109]. 

2.1.4.3 Production, métabolisme et catabolisme de Lp(a)  

L’apo(a) est synthétisée dans le foie. Des études in vivo suggèrent que la variation dans le 

taux du Lp(a) chez les individus ayant différentes isoformes est due principalement à la variabilité 

de sa synthèse plutôt que son catabolisme [292, 296] ; cela pourrait être lié à une faible sécrétion 

des longues isoformes d’apo(a) [276].  

D'intérêt, le promoteur du gène apo(a) contient des sites de liaison pour le récepteur FXR 

(Farnesoid X Receptor) qui agit comme régulateur négatif de l’expression du gène LPA [109, 297] 

(Figure 2-7). Le récepteur FXR est en compétition avec le facteur nucléaire HNF4α (hepatocyte 

nuclear factor 4α), un régulateur positif de l'expression du gène LPA. Étant donné que les acides 
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biliaires sont des ligands naturels pour le récepteur FXR, cela pourrait expliquer que les patients 

atteints de choléstase ont des niveaux inférieurs de Lp(a) dans la circulation [109, 297]. Malgré le 

nombre d'études examinant la cinétique de Lp(a), le mode de synthèse exact et le site du 

catabolisme Lp(a) ne sont pas très bien compris. Ainsi, bien que le foie soit l'organe principal 

responsable du catabolisme de Lp(a) [298], l'identité du récepteur ou des récepteurs qui lient et 

internalisent la Lp(a) reste à définir.  Effet, des études in vitro suggèrent que le catabolisme du 

Lp(a) repose, au moins en partie, sur le récepteur LDLR (low density lipoprotein receptor), alors 

que l’implication du récepteur VLDLR (LRP1) et le récepteur de plasminogène (PLGRKT) reste 

à élucider [109, 299]. Récemment, deux études ont rapporté que la Lp(a) est internalisée dans les 

cellules hépatiques via LDLR, et que cette internalisation est régulée par la protéine PCSK9 

(proprotein convertase subtilisin/kexin type 9), un facteur qui diminue le nombre des LDLR à la 

surface des hépatocytes [109]. De plus, l'internalisation de Lp(a) par le LDLR dépend de 

l'association de l'apo(a) à l'apo B [300]. Par ailleurs, il a été démontré que des anticorps 

monoclonaux humains dirigés contre la protéine PCSK9 ont réduit le taux de Lp(a) de façon 

significative (jusqu’au 32%) [276, 301]. À ce jour, l’impact des statines sur les concentrations de 

Lp(a) reste controversé, ce qui suggère encore une fois les LDLRs ne sont pas les seuls condidats 

impliqués dans la clairance de Lp(a) [109]. En effet, la Lp(a) peut se lier à d’autres récepteurs 

analogues à la famille LDLR, soit le VLDLR (very low density lipoprotein receptor), LRP1 

(lipoprotein receptor-related protein1) et LRP2 (ou megalin) [109, 302]. La Lp(a) pourrait être 

internalisée et dégradée par des fibroblastes embryonnaires de souris qui exprime VLDLR. En 

effet, chez la souris déficiente en VLDLR, la clairance de Lp(a) est retardée [296]. En outre, Lp(a) 

peut se lier au récepteur LRP2 (ou megalin), un membre de la famille des LDLR très exprimé dans 

les reins [303]. De ce fait, l’élévation du taux de Lp(a) chez les patients atteints d'insuffisance 

rénale chronique serait reliée à LRP2 [304]. L’insuffisance rénale accroît le taux de Lp(a) et 

l’insuffisance hépatique le décroit [325].  
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Récemment, le récepteur « scavenger » SR-B1 (scavenger receptor-B1), connu comme étant un 

récepteur des HDL, a été identifié comme un récepteur impliqué dans le catabolisme de Lp(a) 

[276, 305]. En effet, des études in vitro ont démontré que SR-B1 favorise l'absorption des 

composants lipidiques et protéiques de Lp(a) [305]. Le rôle du SR-BI dans le catabolisme Lp(a) a 

également été confirmé chez des souris transgéniques. En effet, la déficience ou la surexpression 

de SR-B1 chez la souris affecte clairement le catabolisme de Lp(a), suggérant le rôle majeur de ce 

récepteur dans la clairance de Lp(a)[305]. 

Figure 2-7 :  Métabolisme de Lp(a). Dans le foie, le récepteur farnésoïde X (FXR) est un 

régulateur négatif, tandis que le facteur nucléaire hépatocytaire 4α (HNF4α) favorise l'expression 

de l'apolipoprotéine(a) [apo(a)]. Le catabolisme de Lp(a) est assez controversé, mais des études 

ont montré qu'il repose, au moins en partie, sur le récepteur de LDL (LDLR), alors que l’implication 

du récepteur de VLDLR et le récepteur du plasminogène (PLGRKT) reste à élucider. Tiré de 

[109]. 
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2.1.5 Lp(a) et les phospholipides oxydés : implication dans le RAC 

     2.1.5.1 Les phospholipides oxydés (OxPLs)  

Les OxPLs qui sont liés de manière covalente à la protéine apo(a) jouent un rôle clé dans 

la fonctionnalité des Lp(a) [306, 307]. En effet, plusieurs évidences démontrent que la propriété 

proinflammatoire du Lp(a) est due à son contenu en OxPLs [307-309]. 

Tout d’abord, les phospholipides (PLs) qui sont les composants majeurs des membranes cellulaires 

jouent un rôle crucial dans la biochimie de toutes les cellules vivantes. Ils agissent également 

comme des substrats essentiels pour la synthèse de médiateurs de signalisation cellulaire [309]. 

Les PLs sont formés d'un squelette de glycérol lié à deux acides gras (non polaires en position sn1 

et sn2) et à un groupement phosphate (une tête polaire à la position sn3) estérifié par un 

groupement polaire (alcool) qui diffère selon la classe des lipides. Les OxPLs sont générés lors de 

l’oxydation des acides gras polyinsaturés, qui sont habituellement estérifiés en position sn-2 de 

glycérol [306, 310-311]. En premier lieu, l'oxydation de ces PLs peut être initiée soit par des 

mécanismes enzymatiques ou non enzymatiques, et peut former diverses structures [309-311]. La 

voie enzymatique s’effectue par des protéines conservées parmi toutes les espèces de mammifères, 

telles que lipoxygénases (LOX) et cyclooxygénases (COX) [309-311]. Cette voie implique aussi 

des récepteurs et des voies de signalisation intracellulaire. Par ailleurs, la production des OxPLs 

par la voie non enzymatique est entrainée par les espèces oxygénées réactives (ROS). L'oxydation 

des PLs se propage par la suite via le mécanisme classique de la peroxydation lipidique (réaction 

en chaine).  Ces données suggèrent que la production d’OxPLs ne peut pas être contrôlée en 

ajustant la quantité ou l’activité des enzymes. Par conséquent, dans le cas de certaines maladies 

tels que les lésions athérosclérotiques humaines, le stress oxydatif entraine une synthèse accrue 

d’OxPLs [306, 309-311].  

En second lieu, les OxPLs peuvent se former sur les membranes cellulaires sous des 

conditions de stress oxydatif, au cours de l’apoptose ou durant les modifications oxydatives des 

LDL (OxLDLs). Les principaux lipides bioactifs des OxLDL sont issus de l’oxydation des PLs en 

position sn-2 [306, 310]. En effet, trois OxPLs bioactifs provenant de l’oxydation de 1-palmitoyl-

2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine ont été identifié :  

(1) POVPC (1-palmitoyl-2-oxovaleroyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine) ; (2) PGPC (1-

palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine) et (3) PEIPC (1-palmitoyl-2-(5,6- 

epoxyisoprostane E2)-sn-glycero-3-phosphorylcholine) [312]. Les deux OxPLs, POVPC et PGPC, 
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sont généralement présents dans la fraction d’OxLDLs et peuvent induire plusieurs réponses 

cellulaires. D’intérêt, ces dérivés lipidiques ont été détectés dans des lésions athérosclérotiques 

[312]. Tsimikas et al. ont testé un anticorps monoclonal IgM naturel, nommé E06, qui se lie 

spécifiquement aux têtes de PC des OxPLs (PC-OxPLs) [306, 313]. L’anticorps E06 a permis de 

détecter le contenu de PC-OxPLs par particule d’apoB-100 (OxPLs/ApoB) dans le plasma et dans 

les sous-espèces de lipoprotéines [313,314]. Ainsi, ils ont développé puis validé cliniquement une 

technique ELISA qui reconnait les OxPLs au niveau des apoB plasmatiques [313]. Cette technique 

permet de détecter spécifiquement les OxPL liées au Lp(a) ayant des propriétés inflammatoires et 

athérogènes.  Bien que la plupart des OxPLs/ApoB en circulation sont liés à Lp(a), seulement des 

quantités faibles sont associées sur les LDLs [307].  En effet, des expériences in vitro ont démontré 

que l’OxPL, le plus polaire, pourrait être transféré d’un OxLDL donneur à une particule Lp(a)de 

manière indépendante des protéines de transfert de lipides [307]. Sur ce point, il a été démontré 

que suite à une rupture de la plaque athérosclérotique en raison d’une intervention coronarienne 

percutanée (ICP) la concentration plasmatique de Lp(a) et OxPLs/apoB a augmenté de 65 % et 35 

%, respectivement [314].  

     2.1.5.2 Relation entre les OxPLs et Lp(a)   

Dans un premier temps, une grande proportion d’OxPLs associée au Lp(a) est liée de 

manière covalente à la protéine apo(a) de Lp(a), plus spécifiquement à son domaine KIV-10. En 

effet, des évidences indiquent que la liaison d'OxPL à l’apo(a) dépend d'un site de liaison lysine 

présente dans KIV10 [307,315] (Figure 2-6). À cet égard, il a été démontré que la suppression de 

ce site KIV10 par l’injection d’adenovirus recombinants chez la souris empêchait l’accumulation 

d’apo(a) [316]. Aussi, il a été démontré que l’apo(a) peut interagir avec la β2 glycoprotéine I 

(β2GPI), dans le plasma humain ainsi que les surnageants de culture cellulaire, via le site KIV10 

[317]. Ces résultats indiquent les nouveaux rôles potentiels de la Lp(a) dans la fibrinolyse et l'auto-

immunité.  

En second lieu, les OxPLs ne sont pas liés seulement à apo(a), mais sont également présent 

dans la phase lipidique de la particule Lp(a) [307,315]. Dans le plasma humain, 85 % des OxPLs 

reliés aux lipoprotéines sont associés à la particule Lp(a), tandis que le reste est principalement lié 

aux lipoprotéines apoB [307, 313]. Dans la population générale, les niveaux plasmatiques d’OxPL-

apoB sont en corrélation avec les concentrations élevées de Lp(a) [313, 319]. Étant donné que la 
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génétique est associée aux niveaux plasmatiques de Lp (a), la corrélation entre OxPL-apoB et 

Lp(a) dépend de la taille des isoformes de l’apo (a) (selon le nombre de répétitions Kringle) [319].    

2.1.5.3 Rôle pathologique d’OxPLs et Lp(a) : deux facteurs de risque 

de maladies cardiovasculaires (MCV)   

Compte tenu des études cliniques ci-dessus et des études plus récentes chez la souris 

transgénique pour l’apo (a), il a été suggéré que l’unique rôle physiologique du Lp(a) consiste à 

lier les OxPLs pro-inflammatoires. Cela peut aussi expliquer, en partie, son rôle 

physiopathologique comme un facteur de risque de MCV [323] (Figure 2-8). 

Tout d’abord, lorsqu’elle est présente à des concentrations plasmatiques élevées, la Lp(a) devient 

plus athérogène que les LDLs natives. En effet, la Lp(a) peut se lier aux protéoglycanes intimaux 

artériels avec une forte affinité, entraînant ainsi une augmentation de la concentration intimale en 

OxPLs pro-inflammatoires [324]. Sur ce fait, lorsqu'elle atteint des niveaux plasmatiques élevés, 

la Lp(a) favorise l’athérosclérose (Figure 2-8). Par conséquent, un taux élevé de Lp(a) est corrélé 

avec un risque élevé de MCV [325]. Dans certaines études, la Lp(a) pourrait également être 

associée à une activité antifibrinolytique et prothrombotique. De plus, des études soutiennent 

l’hypothèse que les effets pro-athérogènes de la particule Lp(a) sont dus essentiellement à son 

contenu en OxPLs [308, 326]. De façon intéressante, les OxPLs sont présents particulièrement sur 

les petites isoformes d’apo (a). Donc, la forte association des OxPLs avec les petites isoformes de 

Lp(a) peut expliquer au moins leur athérogénicité accrue ainsi que leur association à un risque 

élevé de MCV [306,308]. D'intérêt, les études épidémiologiques ont montré une forte corrélation 

surtout entre OxPL-apoB et entre OxPL-apo(a) [306, 308]. De surcroit, les études précédentes ont 

démontré que les niveaux augmentés d’OxPLs sont associés à la maladie coronarienne (MC) [313]. 

Sur ce point, plusieurs travaux cliniques ont montré que les niveaux plasmatiques élevés d’OxPL-

apoB prédisent de façon indépendante la survenue d’évènements cardiovasculaires tels que 

l’infarctus du myocarde (MI) et l’accident vasculaire cérébral ischémique (AVC) [306,308, 327]. 

De plus, des études in vivo et in vitro ont révélé des niveaux élevés d’OxPLs dans des lésions 

athérosclérotiques avancées [306, 308, 328]. En outre, l’augmentation d’OxPL-apoB a été corrélée 

avec le dysfonctionnement endothélial et la progression de la calcification coronarienne [329]. 

Également, les niveaux d’OxPL-apoB sont élevés chez les patients avec un syndrome coronnarien 

aigu [330] et chez des patients ayant subi une intervention coronarienne percutanée [314]. Par 

ailleurs, de nombreuses études in vitro ont démontré que les OxPLs peuvent agir comme des 
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ligands pour les récepteurs de transduction de signal présent sur les surfaces cellulaires. Ces 

récepteurs tels que CD36, TLR2, et SRB1 peuvent activer différentes cascades de signalisation 

intracellulaire [331-333].  Aussi, les OxPLs sont impliqués dans la modulation de l’expression de 

plusieurs gènes liés à l’athérosclérose, l’angiogenèse, l’inflammation et la cicatrisation dans divers 

types cellulaires [334] (Figure 2-8). Enfin, dans le plasma, il a été rapporté que les OxLDLs et 

Lp(a) se lie à la molécule pro-athérosclérotique MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1).  

Cette dernière joue un rôle important dans le recrutement et la migration des monocytes à travers 

l'endothélium vasculaire [335]. Pris ensemble, les évidences ci-dessus suggèrent que la Lp(a) et 

son contenu en OxPLs pourraient avoir un impact important sur le développement des maladies 

cardiovasculaires. 
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Figure 2-8 : Schéma représentant le mécanisme pathogénique de Lp(a). L'athérogénicité de 

Lp(a) peut être classée principalement en 3 catégories : pro-athérogène, pro-inflammatoire et 

potentiellement antifibrinolytique. EC : endothelial cell (cellule endotheliale) ; IL-8 : interleukin-

8 (interleukine 8) ; MCP-1 : monocyte chemoattractant protein-1; PAI: plasminogen activator 

inhibitor (l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène 1); SMC: smooth muscle cell (cellules 

musculaires lisses) ; TFPI: tissue factor pathway inhibitor (inhibiteur de la voie du facteur 

tissulaire). Tiré de : [542]. 

2.1.5.4 Rôle de Lp(a) et OxPLs dans la progression du RAC 

Plusieurs études ont démontré que les lipoprotéines oxydées (OxLDLs), fortement 

enrichies en OxPLs, sont impliquées dans l’inflammation, la calcification ectopique de la VA et la 

formation osseuse [109, 313, 336]. 

D’une part, des études histologiques sur des valves calcifiées explantées lors d’un remplacement 

valvulaire ont révélé la présence d’apoB, apo(a) et apoE à proximité des nodules minéralisés de la 

VA [86,109]. Aussi, les niveaux des OxLDLs sont associés à la densité des cellules inflammatoires 

et à l'expression des cytokines [83]. En outre, des travaux in vitro effectués sur des CEs et CMLs 

ont montré que les OxLDLs augmentent l’expression de la protéine morphogénique BMP2 [337] 
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ainsi que les facteurs de transcription ostéoblastique, RUNX2 [338] et MSX2 [339]. Aussi, 

l’expression de l’ostéoprotégérine, un inhibiteur de la calcification vasculaire via la voie RANK-

L a été fortement réduite sous l’effet des OxLDLs [340, 341]. Ainsi, la phosphatase alcaline (ALP), 

un enzyme impliqué dans la transition ostéoblastique, a été fortement induite par les Ox-LDLs 

[339, 342]. D’autres études in vitro ont également démontré que les Ox-PLs favorisent la 

minéralisation des CIVs via l’activation des récepteurs TLR-2 et -4 [95,343]. Dans l’ensemble, 

ces études fournissent encore des preuves solides que les effets pro-athérogènes et 

proinflammatoires de Lp(a) sont entrainés par son contenu en OxPLs. Par conséquent, les 

lipoprotéines oxydées jouent un rôle majeur dans la réponse ostéogénique et la minéralisation de 

la VA. 

D’autre part, des études prospectives ont suggéré que les niveaux élevés de Lp(a) et d’OxPLs sont 

associés avec une progression plus rapide du RAC. Récemment, Thanassoulis et collègues ont 

identifié un SNP dans le locus du gène LPA (rs10455872) associé à la calcification de la VA [35]. 

Ainsi, par une approche de randomisation Mendélienne, le même groupe de recherche a démontré 

un lien causal entre les taux de Lp(a) et le risque de développement du RAC. Ultérieurement, ces 

constatations ont été répliquées puis confirmées par deux études indépendantes qui ont révélé un 

lien causal entre, à la fois, le variant rs10455872 et le RAC ; et entre ce variant et les niveaux de 

Lp(a) [36, 37]. De plus, Capoulade et ses collègues ont démontré que les niveaux circulant de 

Lp(a) et les phospholipides oxydés (OxPL-apoB) étaient associés de façon indépendante à la 

progression du RAC [38]. Par ailleurs, une sous analyse de l’étude ASTRONOMER (Aortic 

Stenosis Progression Observation : Measuring Effects of Rosuvastatin) a démontré que les niveaux 

circulant d’OxPL-apoB et Lp(a) sont associés de façon indépendante à la progression rapide du 

RAC [38]. En outre, chez les patients atteints d'hypercholestérolémie familiale, les niveaux de 

Lp(a) sont associés à la calcification de la VA [344]. Pris ensemble, ces études suggèrent une forte 

association entre la Lp(a) et la progression du RAC.  
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Figure 2-9 : Schéma représentant les mécanismes potentiels et le rôle causal de Lp(a) et 

OxPL dans le RAC. Les changements moléculaires impliqués dans la progression du RAC. La 

fibrine exposée aux niveaux de la lésion endothéliale de l'aorte peut se lie à Lp(a), conduisant 

à sa rétention dans la valve. Les lipides pro-inflammatoires associés au Lp(a), tels que OxPL, 

peuvent favoriser la calcification et la formation osseuse via les CIVs. ALP :  phosphatase 

alcaline ; ATX : autotaxine ; KIV : kringle de type IV ; KV : kringle type V; Lp(a) : lipoprotéine(a); 

LPA : acide lysophosphatidique; LPC : lysophosphatidylcholine; Lp-PLA2 : phospholipase A2 

associée aux lipoprotéines; OPG : ostéoprotégérine; OxPL : phospholipides oxydés; ROS : 

espèces réactives oxygénées; CIV, cellule interstitielle valvulaire. Adapté de : [313]. 

2.1.6 Principales enzymes impliquées dans le métabolisme des 

lipoprotéines: Rôle dans le RAC  

Suite à leur infiltration dans la VA, les lipoprotéines peuvent subir des modifications par 

des enzymes. Il en résulte donc une production de lipides bioactifs qui favorisent l’inflammation 

et la minéralisation de la VA. En effet, les niveaux d’OxPLs pourraient être modulés par 

l’intermédiaire des lipides et des enzymes qui sont associés à Lp(a), et aux particules de LDL 

petites et denses [136]. À cet égard, il a été rapporté que les Ox-PLs, transportés par Lp(a), seront 
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métabolisés par des enzymes phospholipases pour produire des facteurs proinflammatoires et 

proathérogènes [109, 306]. D’abord, la Lp-PLA2 (Lipoprotein-associated phospholipase A2), une 

enzyme également connue sous le nom de PAF (platelet activating factor) acetylhydrolase, est 

transportée essentiellement par les LDLs mais aussi sécrétée par les macrophages [100, 103]. Cette 

enzyme aussi liée avec la Lp(a) assure le clivage des OxPLs en LPC (ou LysoPC) et en acides gras 

libres OxFFA (oxidized free fatty acid) [38, 345-346]. Il a été rapporté que l’activité enzymatique 

de Lp-PLA2 était plus élevée dans la fraction Lp(a) comparativement à la fraction LDL [38, 101]. 

En outre, certaines évidences suggèrent que Lp-PLA2 est impliquée dans les processus 

inflammatoires qui participent à la pathogenèse du RAC [101, 136].  

D’une part, Mahmut et al. ont démontré que l’expression et l’activité enzymatique de Lp-PLA2 

sont augmentées dans le RAC [101]. Plusieurs travaux ont également montré que le LPC 

(Lysophosphatidylcholine), un métabolite hautement réactif, est présent dans les VA calcifiées et 

agit comme un facteur pro-inflammatoire ayant des propriétés pro-ostéogéniques dans la VA [103-

104, 347]. Il est important de noter que le LPC pourrait être généré par des voies non enzymatiques 

lors de l'oxydation des LDLs [348, 349]. De plus, le traitement des CIVs isolées avec le LPC 

augmente l’expression de certaines enzymes impliquées dans le processus de minéralisation, telles 

que ENNP-1, l’ALP (phosphatase alcaline) et le transporteur Pit1/SLC20A1 [101, 136]. 

D’autre part, nos études histologiques ont révélé que la LPL (Lipoprotéine lipase), secrétée par 

les macrophages, est surexprimée dans les VA minéralisées. Cette enzyme co-localise avec la 

décorine, un protéoglycane qui participe à la rétention des lipides dans la VA [94]. Ceci suggère 

que l’interaction entre LPL et la decorine pourrait augmenter le mécanisme de rétention des lipides. 

D’ailleurs, le biglycane, un autre protéoglycane est surexprimé dans les VA calcifiées [95], et 

induit l’activation de TLR2. Ce récepteur favorise à son tour la surexpression de la protéine PLTP 

(Phospholipid transfer protein) par les CIVs [95]. La PLTP peut se lier au HDL et diminue donc 

leur capacité de transport inverse du cholestérol.  

En dernier lieu, une autre enzyme lysophospholipase D, l’autotaxin (ATX), utilise le LPC comme 

un substrat pour produire de l’acide lysophosphatidique (LPA) [350, 351]. Ce dernier est un 

médiateur bioactif ayant des propriétés pro-inflammatoires puissantes, et qui agit sur six récepteurs 

(LPAR 1-6) différents [352]. Pris ensemble, ces données suggèrent que de nombreuses enzymes 

sont impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines, notamment la Lp-PLA2 et l’ATX. Ces 

dernières produisent des lipides bioactifs ayant des propriétés inflammatoires et pro-ostéogéniques 

qui pourraient contribuer à la progression du RAC.  
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2.2 L’axe Autotaxine (ATX)-Acide lysophosphatidique (LPA) 

  2.2.1 L'autotaxine (ATX) 

     2.2.1.1 La découverte de l’ATX   

L’ATX est une enzyme sécrétée ayant une activité lysophospholipase D (lysoPLD). Elle est codée 

par le gène ENPP2 sur le chromosome 8 (position 8q24.1) chez l’humain, et sur le chromosome 

15 chez la souris [335]. Elle appartient à la famille des ectonucléotides 

pyrophosphatases/phosphodiestérase qui comporte 7 membres structurellement similaires 

numérotés en fonction de leur ordre de découverte [180] (Figure 2-10). En général, les NPPs 

catalysent l’hydrolyse des liaisons 5’-phosphodiester des nucléotides, tels que l’ATP et leurs 

dérivés, en 5’-nucléotide monophosphates. Par ailleurs, l’ATX se distingue des autres membres de 

famille ENPPs car c’est la seule protéine qui possède une activité lysoPLD lui permettant de 

produire de LPA à partir du LPC [180]. Au début, l’ATX avait été identifiée comme un facteur 

stimulant la motilité des cellules de mélanome A2058 [351,354]. À cet égard, le nom autotaxine 

provient du fait que cette enzyme favorise la chimiotaxie chez les cellules de mélanome d'une 

manière autocrine "motility stimulating factor". En 1986, une activité lysoPLD permettant la 

synthèse extracellulaire de LPA a été décrite dans le plasma de rat [355]. Quelques années plus 

tard (en 1992), l’ATX était caractérisé comme une glycoprotéine sécrétée de 125 kDa [354]. Ce 

n’est qu’en 2002 que l’activité lysoPLD plasmatique a été reconnue en tant que ATX 

[351,354,356].  
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Figure 2-10 : Structure des principaux membres de la famille des ENPPs. Les trois membres 

des ENPPs ont un domaine catalytique homologue. Seule ENPP2 possède un peptide signal 

(en NH2) et est donc sécrétée dans le milieu extra-cellulaire. ENPP1 et 3 sont ancrés à la 

membrane plasmique. Tiré de : [180]. 

2.2.1.2 Structure et fonction catalytique de l’ATX  

Structurellement, l’ATX est formé par un domaine transmembranaire court qui sépare la 

petite extrémité N-terminal de la grande partie du polypeptide. La courte extrémité N-terminal 

interagit avec la membrane pour réguler la libération d'ATX dans l'espace extracellulaire. Ainsi, 

la majeure partie de l'enzyme est composée de deux domaines semblables à la Somatomedine B 

appelé aussi SMB-like domains (SMB1 et SMB2) situés à sa partie N-terminale, d’un domaine 

catalytique central phosphodiestérase (PDE) et un domaine nuclease-like catalytiquement 

inactif situé à l'extrémité C-terminale [357, 358] (Figure 2-11). 
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Figure 2-11 : Représentation schématique de l'autotaxine. (a) Organisation des domaines 

d'ATX. (b) Diagramme en ruban de la structure ATX sous forme libre. (c) Représentation en 

surface de la structure ATX sous forme libre. Somatomedin B-like domain 1 (SMB1), orange; 

SMB2, marron; sous-domaine de base, cyan; insertion (Ins) sous-domaine, cyan clair; 

domaine de type nucléase ou nuclease-like domain (NLD), magenta; L1, beige; L2, jaune-vert; 

Motif EF semblable à une main, rose. Les N-glycanes et l'ion sulfate sont représentés par des 

bâtonnets jaunes et oranges, respectivement. Les ions Zn2+, Ca2+, Na+ et K+ sont représentés 

respectivement par des sphères grises, vertes, violettes et bleues. Les 15 liaisons disulfures 

sont représentées sous la forme de bâtonnets. Tiré de : [360]. 
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D’abord, les domaines SMBs sont des courtes séquences peptidiques riches en cystéine qui 

partagent une grande homologie structurale avec le domaine SMB de la vitronectine (protéine 

matricielle) [359, 360]. Cette dernière est une protéine essentielle à la fixation de PAI-1 

(plasminogen activator inhibitor-1). Cependant, les domaines SMBs d’ATX ne présentent aucune 

affinité pour PAI-1. Ces domaines maintiennent les ponts disulfures intramoléculaires qui 

caractérisent la molécule d’ATX [359]. En outre, SMB2 contient un motif RGD formé par un 

tripeptide (Arg-Gly-Asp) [361]. Étant donné que les domaines SMBs sont à proximité d'un canal 

hydrophobe reliant le site catalytique à l'environnement externe, ces domaines agissent comme un 

pont entre l'ATX et l'espace extracellulaire. Ainsi, des études in vitro sur les plaquettes ont 

démontré que les domaines SMBs et les intégrines sont indispensables pour l'interaction de l'ATX 

avec les plaquettes [363].  

En deuxième lieu, le domaine catalytique PDE (environ 400 acides aminés) est localisé au centre 

de la structure linéaire d’ATX. Ce domaine interagit avec les deux domaines SMBs d’un côté et 

avec le domaine nucléase du côté opposé. Ainsi, le domaine PDE contient une poche hydrophobe 

profonde au quelle se lie le substrat lipidique. Il est donc responsable de l’activité lysoPLD et 

phosphodiestérase d’ATX. De ce fait, des études ont montré qu’une mutation au niveau d’un seul 

acide aminé (Thréonine210) a provoqué la perte de ces deux activités [364]. De plus, plusieurs 

évidences ont démontré que le domaine catalytique de l’ATX présente des similarités avec le 

domaine catalytique des phosphatases alcalines [180, 365]. Bien que l'activité PDE soit beaucoup 

plus faible que l'activité lysoPLD, c'est la disponibilité du substrat (LPC ou ATP) qui oriente et 

régule l'activité enzymatique de la protéine [366]. 

Finalement, le domaine nucléase située en C-terminal possède une séquence très similaire à celle 

de certaines endonucléases. Cependant, l’ATX n’a aucune activité nucléase. Le domaine nucléase 

facilite la stabilisation de la réaction catalytique par la liaison directe au calcium (Ca2+), et par la 

formation de ponts disulfures avec le domaine PDE [367]. Par ailleurs, des expériences de 

mutagenèse dirigée suggèrent que ce domaine joue un rôle essentiel dans la structure 

tridimensionnelle, la localisation cellulaire et la sécrétion de l’ATX [180, 368]. D’autres études 

ont révélé un rôle primordial du domaine nucléase dans la stabilisation de la protéine et le ciblage 

membranaires d'ATX [369]. En outre, au centre de ce domaine il existe un motif EF-hand (EF 

hand-like motif) qui fonctionne indépendamment de l’activité d’ATX [370]. Des études ont 

démontré que le motif EF-hand n'est pas lié à l'activité lysoPLD d’ATX mais plutôt impliqué dans 

le développement d'oligodendrocytes grâce à un mécanisme inconnu [370]. Ces motifs EF-hand 
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sont couramment impliqués dans la liaison du calcium aux protéines. Cependant, l’activité 

catalytique d’ATX qui nécessite des ions (Ca++) est indépendante de ce motif [371, 372]. Bien que 

le domaine nucléase et les domaines SMBs jouent un rôle fondamental dans l'activité lysoPLD 

[368], leur rôle demeure encore mal défini. En dernier lieu, il est à noter que l’ATX est une protéine 

glycosylée et que le niveau de glyscosylation joue un rôle important dans la régulation de son 

activité lysoPLD. En effet, trois sites potentiels de N-glycosylation ont été identifiés sur ATX : 

N410, N524, et N53 [373]. Sur ce point, des études de mutagenèse démontrent que la glycosylation 

N524, un résidu conservé du domaine catalytique, est essentielle pour l’activité d’ATX [373, 374]. 

2.2.1.3 Les isoformes et le profil d’expression de l’ATX 

 Les isoformes majeures de l'ATX  

La structure du gène ENPP2 qui code pour l’enzyme ATX est identique et à la fois très 

complexe chez l’homme et la souris. Ce gène, constitué de 27 exons et 26 introns, subit plusieurs 

épissages alternatifs et aboutira à la formation de trois principales isoformes d’ATX. Ce sont les 

isoformes α, β, et γ qui sont exprimées différemment dans les tissus [375] (Figure 2-12). 

D’abord, l’isoforme α est isolée à partir de cellules de mélanome. Il est formé de 925 acides aminés 

grâce à une insertion de 52 acides aminés basiques au niveau de l’exon 12 [357, 376]. Bien que la 

fonctionnalité de cette insertion demeure inconnue, il a été suggéré que ce domaine basique 

interagit avec les protéines de la MEC et favorise l’acheminement de l’ATX au niveau matriciel 

[376, 377].  Ensuite, l’isoforme β est formée d’une chaine polypeptidique de 863 acides aminés ; 

c’est la variante la plus exprimée [357]. Contrairement à ce qui a été décrit chez l’homme, 

l’isoforme β est fortement exprimée dans le système nerveux central et les tissus périphériques de 

chez la souris [375]. En outre, l’isoforme β a été initialement clonée à partir des cellules humaines 

de tératocarcinome NterD1 [377] puis isolée à partir des tissus de souris [357]. Enfin, l’isoforme 

γ possède un niveau d'expression trés faible par rapport aux autres variantes d’ATX. Chez 

l’homme, il est composé de 889 acides animés et contient une insertion de 24 résidus à côté du 

domaine nucléase [375]. Dans le système nerveux central, l’isoforme ATXγ est exprimée à des 

niveaux similaires dans toutes les régions du cerveau [375]. Toutefois, l’ATXγ est localisé 

principalement dans les oligodendrocytes [375].  
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Figure 2-12 : Structure des différentes isoformes de l’autotaxine. Les isoformes d’ATX sont 

composées de deux domaines somatomedine-B, d’un domaine catalytique contenant le site actif 

en position T210 et d’un domaine nucléase. La longueur totale de chaque isoforme et les 

principales caractéristiques structurelles sont identifiées. La région fonctionnelle putative et les 

variantes naturelles sont surlignées en rouge. Les résidus clés d'asparagine sont surlignés en 

vert. L'exon 12 code pour un insert clivable polybasique de 52 acides aminés qui permet le 

recrutement d'ATX sur la membrane plasmique via l’interaction avec des protéoglycanes 

héparane sulfate. Tiré de Tiré de : [357].   

 

Deux autres isoformes d’ATX ont été récemment décrites par le groupe Aoki et ses collaborateurs :  

ATXδ et ATXε [362]. Ces derniers sont identiques à l’isoforme β à l'exception de l'excision de 

quatre acides aminés dans la région « L2 linker» de ces deux isoformes et l'insertion de 52 acides 

aminés au niveau dans le domaine PDE de l’ATXε [362] (figure 2-12).  

Les différences structurelles majeures entre les isoformes ATXδ et ATXε résultent d'une délétion 

de quatre acides aminés (VEPK) dans l'exon 19 et l'insertion de 52 acides aminés dans l'exon 12 

[357,375,362]. De même, l'épissage alternatif au niveau des exons 12 et 21 et/ou la présence 

d'introns (> 20) pourrait générer soit l’isoformes α, β ou γ. La délétion des exons 12 et 21, de 
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l’exon 12 ou de l’exon 21 génère respectivement l’isoforme β, α et γ [362]. L'identité et la 

signification fonctionnelle des facteurs régulant l'épissage alternatif des exons 12 et 21, ainsi que 

la délétion du peptide VEPK dans la boucle lasso (lasso loop), restent à déterminer. Il est à noter 

que les cinq isoformes d'ATX présentent des différences au niveau des paramètres enzymatiques, 

des niveaux d'expression tissulaire et dans la stabilité [375]. Les isoformes α, β, et γ de l'ATX sont 

exprimées d’une manière différentielle dans de nombreux types cellulaires et tissus [358]. Par 

exemple, l’ATX β est l'isoforme la plus abondante trouvée dans le plasma, alors que l'ATX α est  

la moins exprimée dans les tissus périphériques [357].   

 

 Profil d'expression de l'ATX   

Le profil d’expression de l’ATX est assez vaste. Chez l’adulte, une forte expression d’ATX 

a été observée dans le placenta, les ovaires, les intestins [375], les reins et le cerveau [378]. Aussi, 

l’ATX a été détectée dans le tractus intestinal [379], dans les milieux conditionnés de mélanomes 

[354], de mastocystes [379] ou d'adipocytes [380]. En effet, lorsqu’ils sont différenciés, les cellules 

cancéreuses (les cellules du mélanome ou du glioblastome, les lignées adipocytaires 3T3-F442A 

et 3T3L1) présentent un niveau d’expression élevé d’ATX [354, 380].  De plus, l’ATX a été 

signalée dans la plupart des fluides biologiques, notamment les liquides péritonéaux [381], le 

liquide céphalo-rachidien [382], le plasma et le sérum de diverses espèces [356], ainsi que dans 

l'urine et les sérosités provenant de vésicules cutanées [351, 383-384]. 

Par ailleurs, la transcription du gène ENPP2 dépend de plusieurs facteurs de transcription tels que 

NFATC1 (Nuclear Factor of Activated T-cells 1), NF-kB, HOXA13 et l'oncogène v-Jun [385-

387]. D’une part, l’expression de l'ATX est stimulée par certains facteurs de croissance comme le 

facteur de croissance des fibroblastes (FGF), le EGF (Epidermal Growth Factor), BMP2, Wnt-1 et 

TNFα. D’autre part, son expression est inhibée par le TGF-β et certaines cytokines telles que IL-

1, IL-4 et IFN-γ [388]. Il est important de noter que la régulation de l’expression d’ATX dépend 

du type et du contexte cellulaire.   

En dernier lieu, l’ATX est dysrégulée dans certains cancers. Par exemple, dans le cas du cancer du 

sein, Chen et ses collaborateurs ont révélé que l’intégrine α6ß4 régulait l’expression de 

l’autotaxine en agissant sur NFATC1 [389]. Aussi, une surexpression de l’ATX a été observée lors 

de la transformation des fibroblastes de poulets par l’oncoprotéine v-Jun [387]. L'ensemble de ces 

données suggère que l'ATX est impliquée dans les processus inflammatoires et le cancer. 
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2.2.1.4 Activité enzymatique de l’ATX 

 Caractéristique de l’activité enzymatique de l’ATX 

La spécificité du substrat au niveau du noyau catalytique d’ATX est large. De ce fait, l’ATX 

peut avoir deux types d’activité enzymatique : une activité lysoPLD (lysophospholipase D) et une 

activité PDE (phosphodiestérase/pyrophosphatase).  

Premièrement, l’activité PDE de l’ATX consiste en l’hydrolyse de nucléotides triphosphates 

(ATP ou GTP) et à la libération de pyrophosphate (PPi) et de phosphate inorganique (Pi) [390]. 

En effet, l’ATX hydrolyse les liaisons 5’-phosphodiester des oligonucléotides, et agit comme une 

ATPase/GTPase qui catalyse la conversion des ATP en AMP. L’ATX fonctionne donc comme 

une ATP pyrophosphatase en éliminant tout le groupe pyrophosphate des molécules de nucléoside 

phosphate [376]. Le résidu de thréonine (T210) au milieu du domaine catalytique PDE sert de 

point de liaison transitoire des réactions intermédiaires [390]. Il est à noter que l’activité PDE de 

l’ATX est faible voir marginale. 

Dix ans après sa découverte initiale, l’ATX a été purifiée. Une activité lysoPLD de l’ATX avait 

été décrite dans le plasma humain et chez le rat [351, 354, 355, 356, 357]. Cette activité 

enzymatique catalyse l'hydrolyse de la liaison phosphoester distale qui relie le monoacylglycérol-

phosphate au groupement choline de lysophospholipide [351, 356]. Grâce à cette activité lysoPLD, 

l’ATX hydrolyse la LPC pour produire de l’acide lysophosphatidique (LPA), un lipide bioactif 

impliqué dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques clés [351-352, 357]. En 

dernier lieu, l’abondance des substrats et la disponibilité de co-facteurs sont des facteurs qui 

influencent la vitesse de l’activité ATX [391]. De plus, le LPC, présent en grande quantité dans le 

plasma et le sérum (>100μM) [392], est connu comme le substrat majoritaire de l’ATX. Par 

conséquent, l’ATX présente une affinité plus forte pour le LPC qu’aux nucléotides [351]. 

 L’activité d’ATX : une source majeure du LPA  

La production de LPA par l’ATX a été prouvée par de nombreuses études in vitro et in vivo. 

En effet, des études effectuées chez la souris ont démontré que l'hydrolyse du LPC par l’ATX est 

la source majeure du LPA dans le sérum. Par ailleurs, les souris invalidées pour le gène de 

l'autotaxine (Enpp2 -/-) ne sont pas viables [393]. Les études ont démontré que ces souris meurent 

au stade embryonnaire à cause de graves défauts au niveau du tube neural, et l’incapacité à former 

leur propre réseau vasculaire [393, 394]. Cependant, les souris hétérozygotes déficientes en ATX 

(Enpp2 +/-) survivent. Ces souris ont une réduction d’environ 50% de l’ATX et des concentrations 

en LPA circulant deux fois moins élevée que la normale [394]. Par conséquent, l’ATX est la source 
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majeure de LPA dans le sérum [394, 395]. De plus, l’ATX peut catalyser aussi la synthèse de 

sphingosine-1phosphate (S1P), un autre lysophospholipide médiateur de diverses activités 

biologiques, à partir de sphingophosphorylcholine (SPC) [396]. En revanche, la production 

plasmatique du S1P par ATX a été décrite seulement in vitro ; mais sa synthèse in vivo est un sujet 

controversé [396].  Finalement, des évidences démontrent que l’autotaxine pourrait avoir une 

activité de transphosphatidylation. Cette activité catalyse la synthèse d’acide phosphatidique 

cyclique (cPA), un analogue du LPA, à partir du LPC en utilisant le résidu hydroxy en position 

sn-2 [395]. Il est évident que cette activité de transphosphatidylation est très faible 

comparativement à l’activité lysoPLD car l’ATX produisait quatre fois plus du LPA que de cPA 

[395]. 

 Régulation de l’activité enzymatique de l’ATX  

 

Étant donné que les taux de LPC sont très abondants dans le plasma (>100 uM) et malgré que 

l’ATX est constitutivement active, les taux plasmatiques de LPA sont relativement faibles (environ 

0.1-0.5 μM). Deux possibilités peuvent expliquer ce paradoxe. Premièrement, l'élimination du 

LPA par le foie est l’un des mécanismes potentiels impliqués dans la dégradation de ce lipide dans 

le plasma [318]. Deuxièmement, le LPA néosynthétisé pourrait être dégradé très rapidement par 

les lipides phosphate phosphatases (LPPs) associées aux membranes cellulaires [397]. Ces 

enzymes peuvent ainsi limiter l'accumulation de LPA dans le plasma [398]. Aussi, les lipides 

bioactifs générés (LPA et S1P) peuvent exercer un rétrocontrôle négatif sur l’activité enzymatique 

d’ATX [399]. De plus, le LPA peut réguler sa propre synthèse et empêcher toute accumulation 

excessive dans le plasma. En effet, l'ATX se lie plus fortement au LPA (à longues chaines 

18:1ou16:0) ou la S1P qu’au LPC. Ces évidences peuvent expliquer en grande partie les faibles 

taux plasmatiques de LPA par rapport aux taux de LPC. Par ailleurs, des travaux ont montré que 

l'ATX peut s’associer également aux intégrines des cellules vasculaires et au plaquettes via son 

domaine SMB [398]. Cette interaction ATX-intégrine facilite l’accès de l’enzyme aux substrats 

lysophospholipides de surface cellulaire, et permet de délivrer le LPA au voisinage de ses 

récepteurs [398, 363]. L’albumine (Bovine Serum Albumin ou BSA) joue également le rôle d’un 

transporteur plasmatique du LPA et la S1P [399]. À cet égard, l'activité de l'ATX est fortement 

inhibée par la BSA à des concentrations supérieures à 50 μg/ml (0,75 μ M) [399]. Par contre, 

l’étude a constaté que la forme sans lipide de l’albumine (delipidated BSA) n’avait pas d’effet sur 

l’activité de l’ATX [399]. Cela peut limiter le taux de LPA dans le plasma. 
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2.2.1.5 Les inhibiteurs de l’ATX 

 Les inhibiteurs chimiques   

L’ATX a été impliquée dans plusieurs pathologies graves, notamment le cancer, 

l'inflammation chronique, ainsi que les maladies fibrotiques et l'arthrite [352, 358, 400-403]. Au 

cours des dernières années, de nombreuses recherches ont été effectuées afin de découvrir des 

inhibiteurs pharmacologiques puissants et sélectifs pour cette enzyme [404]. À cet égard, une 

variété de composés synthétiques ayant des structures chimiques diverses, dont BrP-LPA, 

FTY720, S32826, HA130 et PF-8380 ont été développés comme inhibiteurs d’ATX [405].  

Premièrement, plusieurs classes d'analogues du LPA ont été développées puis utilisées comme des 

molécules capables d’inhiber l'ATX sans avoir un impact sur les récepteurs du LPA. Par exemple, 

le cPA (1-acyl-sn-glycerol-2,3-cyclic phosphate) est un analogue naturel du LPA présent dans le 

sang et le cerveau des mammifères [406]. Le cPA et ses analogues synthétiques, 3ccPA, inhibent 

l’activité lysoPLD de l’ATX d’environ 70%. Ainsi, d’autres analogues du LPA tels que le « Alpha-

substituted phosphonate » et le « Fatty alcohol phosphates » ont été identifiés comme des 

inhibiteurs compétitifs qui bloque de manière sélective l’activité lysoPLD de l’ATX [407, 408].  

Deuxièmement, l'un des premiers composés déclarés comme un inhibiteur puissant de l'activité 

ATX était le FTY720 [405]. C’est un immuno-modélateur qui permet la dégradation des 

récepteurs de S1P1. En effet, des études chez la souris ont démontré que lorsqu’il est phosphorylé, 

le FTY720 bloque l'action de l'ATX diminuant ainsi les taux plasmatiques de LPA [409]. En outre, 

certains dérivés de pipéridine et de pipérazine ont été réclamés comme inhibiteurs de l'ATX [405]. 

En effet, le PF-838053 est reconnu par son efficacité in vivo [410]. Cet inhibiteur agit avec une 

faible IC50 de 2,8 nM sur l’ATX purifiée, et une IC50 de 101 nM lorsqu’il est utilisé dans du plasma 

humain. De ce fait, il a été démontré que l'administration per os de PF-838053 (dose de 30 mg/kg) 

chez le rat provoque une réduction de LPA jusqu’à 95% ainsi qu’une diminution de l'hyperalgésie 

inflammatoire après trois heures [405, 410].  

En 2008, Ferry M et al. ont mis en évidence un phosphonate aromatique, le S32826.  C’était le 

premier composé capable de réduire significativement l’activité lysoPLD de l’ATX in vitro avec 

une IC50 de 1 nM [411]. Bien que le S32826 a montré une efficacité sur la prolifération de cellules 

tumorales en culture, il n’est pas utilisable in vivo. En effet, ce composé possède une structure 

fortement hydrophobe qui diminue sa solubilité et stabilité dans les milieux aqueux [411]. 

Cependant, des dérivés du S32826 modifiés ont été synthétisés afin d’améliorer sa solubilité et de 

réduire son hydrophobicité. Ces derniers ont permis une meilleure inhibition de l’ATX [412]. 
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En dernier lieu, des molécules à base d'acide boronique, tel que le HA130, ont aussi été 

développées puis testées à la fois in vitro et in vivo [413]. En effet, l'injection de HA130, une 

thiazolidinedione contenant un acide boronique, chez la souris a entrainé une chute rapide des taux 

circulants de LPA [413]. En outre, l’administration intraveineuse de l’inhibiteur HA130 chez la 

souris (IC50 de 30 nM) bloque l’activité de l’ATX et réduit de façon sélective les taux plasmatiques 

de LPA [414]. Néamoins, l’utilisation de HA130 est limitée in vivo par le fait que cet inhibiteur 

possède une courte durée demi-vie dans le sang (à peu près 3 min) [413, 414]. 

Enfin, malgré les grands intérêts pour l’axe LPA-ATX, un seul inhibiteur de l'ATX, le GLPG1690, 

a progressé jusqu'à des essais cliniques [415, 416]. Cet inhibiteur, développé par Galapagos, est 

considéré comme un inhibiteur efficace de l'ATX chez la souris et chez l’humain.  En effet, le 

GLPG1690 agit avec une IC50 de 224 nM et 131 nM chez la souris et l’humain respectivement 

[415, 416]. L'administration per os de GLPG1690 chez un modèle murin de tabagisme a entraîné 

une baisse de l'inflammation [417]. Il est important de mentionner que cet inhibiteur est 

actuellement en essais cliniques (phase II) contre la fibrose pulmonaire idiopathique (IPF) [415].  

Dans l’ensemble ces études suggèrent que l'utilisation d'inhibiteurs d'ATX semble être une 

stratégie intéressante pour créer de nouvelles thérapies et des agents médicinaux anti-cancéreux, 

anti-inflammatoires et anti-fibrotiques. 

2.2.2 L’acide lysophosphatidique (LPA)  

Le LPA est un glycérophospholipide naturel simple. Pendant longtemps ce dernier a été 

considéré comme un intermédiaire métabolique transitoire de la synthèse des glycérolipides et de 

phospholipides telle que la phosphatidylcholine. En 1963, W. Vog et al. ont démontré que le LPA 

est un lysophospholipide bioactif impliqué dans la prolifération cellulaire et la contraction de 

CMLs de lapin (agent vasoconstricteur) [418]. Ainsi, ce phospholipide a été impliqué dans un large 

spectre d'activités biologiques, notamment la survie, la migration et l’apoptose cellulaire ainsi que 

l’agrégation plaquettaire [419-421]. 

 2.2.2.1 Structure biochimique du LPA  

Le LPA est composé d’un squelette glycérol-phosphate possédant un groupement 

hydroxyle en position sn-2 ou sn-1, un acide gras (AG) et un groupement phosphate libre en 

position sn-3 (Figure 2-13) [420]. L’AG est attachée en position 1 ou 2 sur le glycérol par 

l’intermédiaire d’une liaison acyl, alkyl ou alkényl.  
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Il existe différentes forme de LPA qui diffèrent par la longueur de la chaine carbonée et dépendent 

de la nature de l’AG, saturé (C18 :0 ;16:0) ou insaturée (C18:1;C20:4) [420, 421]. En effet, ces 

espèces sont retrouvées de façon très abondante dans les liquides biologiques chez les 

mammifères. [352]. 

Figure 2-13 : Schéma représentant l’acide lysophosphatidique (LPA). Le LPA est un 

lysophospholipide composé d'un squelette de glycérol (1), d'un groupement phosphate (2) et 

d'une chaine d'acide gras (3). Il peut être saturé ou insaturé et greffé en position 1 ou 2 sur le 

glycérol. Adapté de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lysophosphatidic_acid.PNG . 

2.2.2.2 Le LPA dans les liquides biologiques   

Tout d’abord, la concentration plasmatique de LPA est de l’ordre du nanomolaires (100nM) 

mais elle peut atteindre quelque micromolaires dans le sérum (1-5 μM) [422]. Étant donné que les 

niveaux de LPA sérique sont plus élevés que les niveaux de LPA plasmatique, le sérum produit 

lors de l’activation plaquettaire est la source majeure de LPA [423]. Ce lysophospholipide a été 

également détecté dans plusieurs fluides biologiques tels que la salive [424], l’urine [383], les 

fluides péritonéaux [381], le liquide lacrymal [425], le liquide folliculaire, et associé aux 

lipoprotéines [426]. En plus des plaquettes activées, le LPA peut être libéré par d’autres cellules 

telles que les fibroblastes, les cellules épithéliales, les adipocytes [426], les érythrocytes. De plus, 

certaines cellules cancéreuses sont aussi à l’origine de la production de LPA [427]. En second lieu, 

plusieurs études ont démontré que le taux sérique ou plasmatique de LPA augmente dans certaines 

pathologies, notamment le myélome [428], l’hépatite C [401], l’insuffisance rénale [429], et le 

cancer ovarien [430]. Par ailleurs, le LPA a été identifié dans de nombreux fluides pathologiques 

comme les ascites ovariennes [430], les fluides d’arthrite [431, 432] ou d’atteintes cutanées [432]. 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lysophosphatidic_acid.PNG
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Il est important de noter que le LPA est maintenu en solution grâce à sa liaison avec l’albumine 

qui lui sert de véhicule. Il peut être associé à d’autres protéines cytosoliques et/ou des lipoprotéines 

de faibles densités [433]. 

2.2.2.3 La synthèse de LPA  

Le LPA est produit au niveau intracellulaire, mais il peut être également synthétisé dans le 

compartiment extracellulaire. En raison de sa nature polaire, sa diffusion transmembranaire semble 

peu probable.  Sachant qu’au aucun transporteur de LPA n’a été décrit jusqu’à ce jour, la présence 

de LPA à l’intérieur et à l’extérieur de la cellule doit donc résulter de productions intracellulaires 

et extracellulaires distinctes.  

 Synthèse intracellulaire de LPA    

En intracellulaire, la synthèse de LPA constitue l’étape primaire et commune de la biosynthèse 

des triglycérides et de certains phospholipides. Deux voies majeures de synthèse intracellulaire de 

LPA sont distinguées. Premièrement, le LPA intracellulaire peut être produit à partir de l'acide 

phosphatidique (PA) présent dans les microvésicules membranaires. Ce dernier est généré à partir 

de phospholipides ou de diaglycérol (DAG), par la phospholipase D (PLD) ou la diacylglycérol 

kinase (DGK) respectivement. En effet, l’enzyme DGK catalyse la formation du PA à partir du 

DAG, lui-meme issus d’une enzyme, la phospholipase C (PLC). Le PA peut également provenir 

de l’hydrolyse de la phosphatidilcholine (PC) membranaire sous l’action de PLD. Les PAs 

générés seront ensuite convertis en LPA sous l’action d’une phospholipase A2 sécrétée (sPLA2) 

[438, 435,436] (Figure 2-14). Par ailleurs, une enzyme, la mono-acyl glycérol kinase (MAGK) 

peut également catalyser la phosphorylation du mono-acyl glycérol (MAG) et conduit ainsi à la 

production de LPA [437]. De plus, la synthése de LPA peut s’effectuer à partir du glycérol-3P 

(G3P) via une activité glycérol-3P acyl transferase (GP3AT) [434]. 

Deuxièmement, le LPA peut provenir de l’hydrolyse de la LPC sous l’action d’une activité 

lysoPLD de l’ATX [436,439,440] (Figure 2-14). La LPC est générée également par hydrolyse de 

la phosphatidylcholine (PC) membranaire sous l’action de sPLA2. Cette voie, qui se déroule 

essentiellement dans le sang, serait la principale voie responsable de près de la totalité du LPA 

circulant [50-352]. 
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 Synthèse extracellulaire de LPA 

Au niveau extracellulaire, la production du LPA se fait principalement sous l’action de 

phospholipase A1 sécrétée (sPLA1) ou la cholesterol acyltransferase (LCAT) suivie de l’action 

de l’ATX. En effet, lors de l’agrégation plaquettaire, une grande quantité de PA est relargué puis 

prise en charge par des sPLA1 conduisant à la synthèse de LPA. En oute, les plaquettes agrégées 

génèrent également de nombreux lysophospholipides (LPC ou LPE) qui seront transformés en 

LPA sous l’action de l’ATX [436, 439]. 

Figure 2-14 : Les voies de synthèse du LPA : Le LPA intracellulaire peut etre géneré soit à partir 

de l'acide phosphatidique (PA) via l'action d’une phophoplipase A2 sécrétée (sPLA2) ou la 

phospholipase A1 (sPLA1). Le PA peut être formé à partir des lysophospholipides (LPLs), tels 

que la lysophosphatidylcholine (LPC), lyso-PE (LPE) ou LPS, suivi de l'action de l'ATX (activité 

lysoPLD). Le LPA intracellulaire est également produit à partir du PA qui est généré à partir de 

phospholipides ou diaglycérol (DAG) par la phospholipase D (PLD) ou la diacylglycérol kinase 

(DGK) respectivement. Le LPA extracellulaire peut être généré par l'action séquentielle de la 

lécithine: cholestérol acyltransférase (LCAT) (ou PLA1) puis par l’activité de l’ATX. Adapté de : 

[529]. 
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2.2.2.4 Dégradation du LPA 

Chez la souris la demi-vie du LPA plasmatique est courte (environ 3 minutes). Cela est 

expliqué par la présence de mécanismes de dégradation importants qui agissent parallèlement à la 

synthèse du LPA [441]. Premièrement, le foie joue un rôle important dans le catabolisme de LPA. 

En effet, l'élimination du LPA par le foie est l’un des mécanismes principaux responsables de sa 

courte demi-vie dans le plasma [318]. Deuxièmement, la dégradation du LPA est due 

principalement à sa déphosphorylation en monoacylglycérol (MAG). Cette voie est catalysée par 

des enzymes de la famille des lipides-phosphates phosphatase (LPPs) [441] (Figure 2-15). Ces 

enzymes déphosphorylent les phospholipides ayant un phosphate libre tels que le LPA, le PA et la 

S1P [397-399]. Elles sont responsables de la dégradation de plus de 90 % des molécules LPA en 

circulation. Ces enzymes transmembranaires possèdent un site catalytique situé à la face externe 

de la membrane cellulaire [442].  

Figure 2-15 : Les voies de dégradation de l’acide lysophosphatidique. LPP : Lipide-phosphate 

phosphatase; LPAAT : LPA-acyltransférase. Tiré de : [447]. 

 

Par ailleurs, l’invalidation du gène Lpp1a chez la souris a provoqué une hausse des taux 

plasmatiques de LPA [441]. Ces études suggèrent que les LPPs sont les principales enzymes 

impliquées dans la régulation et le contrôle du LPA.  Enfin, certaines études indiquent que d’autres 

enzymes de la famille des sEH (Epoxyde Hydrolases solubles) sont aussi capables de dégrader le 
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LPA [443]. En effet, des travaux in vitro ont démontré que le sEH permet la déphosphorylation de 

LPA via son activité phosphatase. Son activité était supérieure aux LPPs [443]. 

2.2.2.5 Les récepteurs de LPA et leurs voies de signalisation  

Au début, la fonction du LPA était considérée comme un précurseur ou un métabolite impliqué 

dans la biosynthèse des phospholipides membranaires. Ce n'est qu'en 1960 que plusieurs groupes 

ont découvert qu’il ne s’agit pas seulement d’un intermédiaire de synthèse des lipides, mais plutôt 

une molécule de signalisation ayant diverses actions biologiques [419, 426, 438]. Les effets 

cellulaires du LPA sont médiés par des récepteurs couplés à des protéines G hétérotrimériques 

présentes à la surface cellulaire nommés GPCRs (G-protein coupled receptors). En effet, en se 

fixant sur ces récepteurs, le LPA extracellulaire est capable d’activer de nombreuses voies de 

signalisations intracellulaires. À ce jour, il existe six récepteurs à sept domaines 

transmembranaires qui sont spécifiques aux LPA (LPA receptors 1-6 ou LPAR1-6) [352, 402]. 

Ces derniers peuvent être classés en deux sous-groupes selon leur structure primaire : 

Premièrement, les récepteurs classiques les mieux caractérisés sont LPAR1, 2 et 3. Ces récepteurs 

qui appartiennent à la famille EDG (Endothelial Differentiation Gene) sont des récepteurs de la 

même famille que ceux de S1P, un autre médiateur lipidique. Deuxièmement, il y a les récepteurs 

LPAR4, 5 et 6 qui font partie de la famille des récepteurs purinergiques [352, 444] (Tableaux 2-

2) 
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Table 2-2 : Rôles des différents récepteurs au LPA. Tiré de : [427]. 

 

Enfin, d’autres GPCRs ont également été mis en évidence telle que P2y10 [445], GPR87 et CPR35 

[446]. Il est à noter que l’expression et l’activation de la signalisation intracellulaire de chacun de 

ces récepteurs dépendent considérablement du contexte cellulaire. Ainsi, le développement des 

modèles de souris déficientes pour ces récepteurs et/ou l’utilisation d’antagonistes a permis 

d’étudier leurs rôles et leurs fonctions biologiques.   

 LPAR1   

Identifié comme le premier récepteur du LPA, le LPAR1 est largement exprimé dans plusieurs 

organes tels que le cerveau, le cœur, le placenta, l’intestin grêle, la rate, les reins, le côlon, les 

testicules, la prostate, les ovaires, le pancréas et les muscles squelettiques [447]. Son gène est 

localisé sur le chromosome 9 chez l’homme et le chromosome 4 chez la souris, et il code pour une 

protéine de 41 kDa à 7 domaines transmembranaires. La transduction du signal activé par le 

récepteur LPAR1 est effectuée par l’intermédiaire de 3 voies de signalisation couplée aux protéines 

G hétérotrimériques: Gαq, Gαi, et Gα12/13. D’abord, la protéine Gαq active la phospholipase C 

(PLC) qui hydrolyse le phosphatidylinositol-biphosphate (PIP2) libérant du diaglycérol (DAG) et 
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l’inositol-triphosphate (IP3) qui vont agir comme seconds messagers en induisant la mobilisation 

du Ca2+ intracellulaire et l’activation de la protéine Kinase C (PKC). Ensuite, la signalisation par 

la Gα12/13 entraîne la contraction et la mobilité cellulaire via l’activation de la petite protéine G 

RhoA. De plus, l’interaction de LPAR1 avec la protéine Gαi induit l’inhibition de l’adénylate 

cyclase (AC). LPAR1 agit également sur la protéine de survie Akt, des GTPases de type Rho et la 

voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase) [448, 352] (Figure 2-16). À cet égard, la 

signalisation LPAR1 entraine une large gamme de réponses cellulaires principalement la 

prolifération, la survie et la migration cellulaire, ainsi que le remodelage du cytosquelette [449]. 

Par ailleurs, l’invalidation du gène Lpar1 chez la souris a permis d’explorer sa fonction biologique 

in vivo. En effet, les souris Lpar1-/- présentent 50% de létalité périnatale. En revanche, les souris 

survivantes ont une taille corporelle réduite, un dimorphisme crânio-facial et un retard dans le 

développement cérébral [447]. Des études ont remarqué que les souris Lpar1-/- développent moins 

de fibrose rénale et pulmonaire [450]. De plus, l’invalidation du Lpar- chez la souris induit des 

troubles neurologiques similaires à la schizophrénie [451]. Ceci suggère l’importance de ce 

récepteur dans ces pathologies. Chez l’homme, l’expression de LPAR1 est à la baisse lors de 

l'évolution du mélanome alors qu'elle augmente dans le cancer colorectal et la leucémie [452]. 

 LPAR2    

D’abord, l'expression tissulaire du récepteur LPAR2 est plus limitée comparativement au 

LPAR1. En effet, chez la souris au stade embryonnaire, ce récepteur est très abondant dans le 

cerveau, mais son expression est fortement atténuée une semaine après la naissance. Ainsi, il est 

détecté au niveau des testicules, les reins, les poumons, le cœur, la rate, l’estomac, le thymus et le 

cerveau adulte. De même, chez l’homme, LPAR2 est exprimé dans les leucocytes, la prostate, les 

testicules, la rate, le thymus, les reins et le pancréas [447, 453]. Par ailleurs, plusieurs études 

démontrent que les voies de signalisations induites par le récepteur LPAR2 sont similaires à celles 

de LPAR1 [448, 449] (Figure 2-16). En second lieu, les souris Lpar2-/- naissent de façon normale 

et elles ne montrent aucun phénotype majeur. En effet, contrairement aux souris Lpar1-/-, ces 

animaux ne semblent pas avoir d’anomalie comportementale, anatomique ou histologique évidente 

[447, 453]. Par ailleurs, l’invalidation Lpar1-/- et Lpar2-/- ne montre aucune anormalité 

phénotypique différente de celle observée chez les animaux Lpar1-/- hormis une augmentation des 

hématomes frontaux [454, 455]. Ces données suggèrent que le récepteur LPAR1 est essentiel au 

développment, ce qui n’est pas le cas pour LPAR2. 
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 LPAR3     

Le gène LPAR3 code pour un GPCR de 40 kDa et il est largement exprimé dans les testicules, 

les reins, les poumons et la prostate [456]. À la différence de LPAR1 et LPAR2, le LPAR3 est 

couplé avec les protéines Gαq et Gαi/o mais pas à Gα12/13. En effet, l’interaction de LPAR3 avec 

les protéines Gαq et Gαi/o entraîne, respectivement l’élévation du calcium intracellulaire (via 

l’activation du PLC) et l'inhibition de l’adénylate-cyclase [455, 457] (Figure 2-16). Il est 

intéressant de noter que le LPAR3 présente une affinité plus élevée pour le LPA avec des AGs 

insaturés. En outre, les souris Lpar3-/- sont viables, cependant les femelles possèdent des faibles 

niveaux d’ARNm Cox-2 (cyclooxygénase-2). Cela peut causer des altérations dans leur système 

reproducteur, notamment un retard d’implantation embryonnaire et une hypertrophie placentaire 

[455]. De plus, malgré l’expression de Lpar3 dans le cortex frontal, l’hippocampe et les amygdales, 

aucun phénotype lié à la perte de ce récepteur dans le système nerveux n’a été signalé à ce jour 

[453]. 

 Les récepteurs LPAR4, 5 et 6  

Ces trois récepteurs, connus aussi sous les noms de p2y9/GPR23, GPR92 et p2y5 

respectivement, appartiennent à la famille des récepteurs purinergiques P2Y.  

D’abord, le récepteur LPAR4 (GPR23) est exprimé de façon ubiquitaire chez l’espèce humaine 

et chez la souris, mais il présente une expression particulièrement plus abondante dans les ovaires 

[458]. Chez la souris, le Lpar4 a été détecté essentiellement dans l’utérus et le placenta. Par 

conséquent, ce récepteur joue un rôle important dans la reproduction et serait impliqué dans le 

développement du cerveau [457]. Ensuite, le LPAR5 (GPR92) est un récepteur qui partage 35% 

d'homologie de séquence d’acide aminé avec le LPAR4. Il est largement exprimé par l’intestin 

grêle et l’estomac chez l’Homme et la souris [453]. Les récepteurs LPAR4 et LPAR5 qui sont 

couplés avec les protéines Gq/11 et G12/13 et activent les voies PLC et RhoA, respectivement [457, 

459-460]. Enfin, le LPAR6, connu aussi comme un récepteur orphelin p2y5, partage une grande 

homologie avec le récepteur LPAR4 [447]. L’activation du LPAR6 passerait par les protéines 

Gα12/13, Gαq et Gαs et entrainerait l’activation de CRE (cyclic AMP response element). LPAR6 est 

le seul récepteur du LPA impliqué directement dans une pathologie humaine régulant la croissance 

des cheveux [504]. En effet, il a été montré qu’une mutation dans le gène qui code pour LPAR6 

est associée avec l’hypotrichose [504].  
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Figure 2-16 : Représentation schématique des principales voies de signalisation intracellulaires 

activées par les récepteurs LPA1-6. Les protéines G hétérotrimériques sont définies par leurs 

sous-unités α en orange ; les cercles vert et violet représentent les sous-unités β et Ɣ. Adapté 

de : [447]. 

 

 Autres types de récepteurs LPA  

Plus récemment, d'autres récepteurs à faible affinité pour le LPA, le GPR87 et P2Y10, ont été 

décrits. Ces derniers appartiennent à la famille des récepteurs purinergique P2Y et présentent des 

similitudes avec LPAR4 et LPAR5 [445, 447, 453]. Ce sont des GPCR orphelins qui peuvent lier 

soit le LPA soit la S1P [445]. Fait intéressant, le LPA peut également induire des effets biologiques 

en activant le récepteur nucléaire PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptors) [461]. En 

effet, l’activation de PPARγ par le LPA (18 :1) joue un rôle dans le remodelage vasculaire et la 

diminution de l’endotoxémie induite par le LPS [462]. Étant donné la difficulté de passage du LPA 

extracellulaire dans le compartiment intra-cellulaire, le mécanisme par lequel le LPA pourrait 

activer ce récepteur nucléaire reste à déterminer.  
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2.2.2.6 Antagonistes des récepteurs LPA   

Plusieurs études ont été menées pour obtenir des agonistes et antagonistes sélectifs des 

récepteurs au LPA [447, 463]. En premier lieu, le Ki16425, un dérivé des isoxazoles, est un 

antagoniste des récepteurs LPAR1 et LPAR3. De nombreuses études in vitro et in vivo ont 

démontré que cet antagoniste bloque certains effets biologiques du LPA [460, 463, 464]. En effet, 

l'administration sous-cutanée de Ki16425 (20 mg/kg/jour) chez la souris diminue la formation de 

métastases osseuses dans le cas de cancer du sein [464]. Cet inhibiteur réduit également la fibrose 

rénale induite par une obstruction urétérale unilatérale. Par ailleurs, d’autres études chez la souris 

ont montré que le traitement avec Ki16425 en intra-péritonéal réduit l'inflammation chez des 

modèles expérimentaux d’obésité, de la polyarthrite rhumatoïde et la fibrose pulmonaire [465]. 

Deux études, dont une récente, ont montré que le blocage des Lpar1 et Lpar3 avec le Ki16425 

inhibe le développement de l'athérosclérose chez des souris déficientes en récepteurs LDL et chez 

les souris apoe-/- [465, 475]. En second lieu, le VPC12249, un analogue du LPA, a également été 

décrit comme antagoniste des récepteurs LPAR1 et LPAR3 [466]. Malgré son utilisation limitée, 

cet inhibiteur présente certains effets bénéfiques tels que l’inhibition de la motilité de cellules 

cancéreuses, la diminution d’ischémie rénale et la réduction de la fibrose pulmonaire chez la souris 

[467]. Enfin, l’AM095, un autre antagoniste spécifique du récepteur LPAR1, a été utilisé pour 

bloquer plusieurs effets du LPA tels que l’inflammation et la fibrose pulmonaires induites par la 

bléomycine chez la souris [468]. 

2.2.3 Effets physiologiques et physiopathologiques de l’axe ATX/LPA 

Le LPA intervient dans plusieurs phénomènes cellulaires, notamment la prolifération, la survie et 

la migration cellulaire. Étant donné la large distribution de ses récepteurs, le LPA est impliqué 

dans plusieurs processus physiologiques et physiopathologiques, tels que le développement du 

réseau vasculaire et du système nerveux [419,444,453], l’inflammation et la réponse immunitaire 

[378, 402], la polyarthrite rhumatoïde [403], les désordres reproductifs, la fibrose tissulaire, la 

cicatrisation, et le développement des maladies cardiovasculaires [378,421,444]. En outre, 

plusieurs études ont démontré que le LPA joue un rôle important dans la mise en place de 

nombreux processus cancéreux [427, 44] (Tableau 2-3). 
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       Tableau 2-3 :  Principales rôles pathophysiologiques du LPA. Tiré de : [444]. 

2.2.3.1 Rôle dans la prolifération, la survie et la migration cellulaire 

Le LPA et l’ATX sont connus comme des inducteurs de la prolifération chez une grande 

variété de types cellulaires, notamment les cellules tumorales [351,353]. D’ailleurs, les cellules de 

mélanome A2058 se caractérisent par une forte expression de LPARs [453]. Particulièrement, 

LPAR1 est impliqué dans la prolifération des cellules cancéreuses mammaires et de la prostate 

[447]. Des études in vitro ont montré que l’ATX peut entrainer la migration tumorale via un 

mécanisme impliquant l’activation de LPAR1, et le recrutement des petites protéines G RhoA et 
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Rac1 [469]. De plus, l’axe ATX/LPA favorise la réendothélialisation et le maintien de l’intégrité 

vasculaire [402, 470]. L’ATX joue également un rôle anti-apoptotique via la voie de signalisation 

PI3K et AKT [471]. En outre, le LPA peut induire la survie cellulaire soit en bloquant l’activité 

des caspases 3/7 et la protéine proapoptotique Bad, soit en inhibant la protéine suppresseur de 

tumeur p53 [472]. Par ailleurs, le LPA est impliqué aussi dans la migration cellulaire. Ce 

phénomène est nécessaire dans le recrutement de cellules immunitaires ainsi que dans le processus 

d’invasion des cellules cancéreuses [378]. D’autres travaux ont démontré que le LPA peut 

favoriser l’invasion cellulaire via la stimulation des protéases MMPs [473]. Ces dernières jouent 

un rôle important dans le processus métastatique car ils permettent aux cellules tumorales de 

dégrader la membrane basale et d’envahir la matrice extracellulaire. 

2.2.3.2 Rôle dans le système cardiovasculaire 

D’abord, de nombreuses études ont établi que les souris Lpar1-/- et Lpar2-/- présentent des 

hémorragies au niveau du cortex frontal [444,453]. Aussi, il a été décrit que les souris Enpp2 -/- 

montreraient des dommages vasculaires au cours de leur stade embryonnaire [394]. Ceci suggère 

que l’axe ATX-LPA participe de façon importante à la formation de nouveaux vaisseaux et le 

maintien de la vascularisation [470]. 

L’agrégation plaquettaire est l’une des premières fonctions biologiques du LPA qui a été bien 

décrit [363,378]. En effet, suite à un défaut vasculaire ou une thrombose, les plaquettes libèrent 

une quantité accrue du LPA dans le sérum [378]. À son tour, le LPA relargué par les plaquettes 

augmente la contraction de CML des vaisseaux en modulant le calcium intracellulaire [426,470]. 

Par ailleurs, le LPA permet la contraction et la migration de CEs et des fibroblastes via la régulation 

du cytosquelette d’actine et la MEC [378]. En outre, le LPA favorise également la formation 

néointimal en recrutant des progéniteurs de CMLs via la chimiokine CXCL12 [474]. Il a été 

démontré que le LPA intervient également dans le processus d’angiogenèse. En effet, le LPA 

induit l’expression des gènes pro-angiogénique, notamment le VEGF (vascular endothelium 

growth factor) et l’IL-8 [378, 470]. En dernier lieu, le LPA joue un rôle dans les processus 

pathologiques du système cardiovasculaire, notamment l’athérosclérose. D’intérêt, les études 

précédentes ont révélé la présence du LPA dans la fraction des Ox-LDLs ainsi qu’au niveau des 

lésions athérosclérotiques [465]. À cet égard, l’activation les CEs par le LPA favorise l’expression 

des molécules d’adhérence telles que E-sélectine, V-CAM et la chimiokine CXCL1[475]. Ces 

molécules favorisent l’adhésion des monocytes et participent aux processus inflammatoires et à la 

formation de la plaque d’athérome [426]. Aussi, le LPA est impliquée dans la différenciation de 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chimiokine
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monocyte en macrophage [426]. Par ailleurs, le LPA induit la dédifférenciation des CMLs et 

favorise leur migration dans l’intima des vaisseaux [462]. Ce processus entraine l’épaississement 

de la néo-intima de la paroi vasculaire et la progression de l’athérosclérose. De plus, le LPA peut 

induire la COX-2, ce qui induit la production de prostaglandines et permet d’augmenter la 

perméabilité vasculaire. [426, 444]. De même, le LPA contribue aussi à la rupture de la plaque 

d’athérome [426, 470]. D’où, l’intérêt de développer des inhibiteurs de LPARs afin de traiter 

certaines maladies cardiovasculaires. 

2.2.3.3 Rôle dans l’obésité 

Tout d’abord, le LPA est secrété in vitro par des adipocytes isolés et est retrouvé aussi dans 

les extraits de tissu adipeux sous-cutané [476]. Ainsi, une forte activité d’ATX a été identifiée dans 

les adipocytes [380]. En effet, l’ATX-α est l’isoforme le plus exprimée dans le tissu adipeux chez 

l’homme et chez la souris [375]. En outre, LPAR1 est le récepteur plus exprimé dans le tissu 

adipeux humain et murin. À cet égard, il a été démontré que LPAR1 induit fortement la 

prolifération préadipocytaire et inhibe ainsi leur maturation [426]. Par ailleurs, des études faites 

sur un modèle de souris obèse, souris ob/ob déficientes en récepteurs de la leptine, ont démontré 

que l’ATX était fortement augmentée dans le tissu adipeux [380, 477]. Il est donc clair que l’ATX 

pourrait moduler la différenciation de nouvelles cellules graisseuses au sein de tissu adipeux dans 

le cas d’obésité. 

En second lieu, la régulation de l’ATX a été bien étudiée dans le tissu adipeux. En effet, chez des 

modèles murins il a été constaté que l’ATX est surexprimé chez les souris db/db obèses et 

diabétiques, alors que cette expression n’est pas augmentée chez des souris rendues obèses mais 

non diabétiques par un régime gras de huit semaines [380, 521]. De même, chez l’homme, 

l’expression de l’ATX dans le tissu adipeux est significativement augmentée chez des patientes 

présentant une obésité morbide associée à une intolérance au glucose [521]. Ces résultats suggèrent 

que l’expression de l’ATX est liée directement à la résistance à l’insuline des adipocytes et/ou à 

leur statut inflammatoire. 

2.2.3.4 LPA et les maladies neurologiques  

L’ATX est très exprimée par les plexus choroïdiens et il est retrouvé dans le cerveau. En 

effet, l’augmentation de la quantité du LPA dans le liquide céphalorachidien résulte d’une forte 

activité d’ATX. Cette activité est induite lors d’une lésion ou en cas d’un stress inflammatoire 
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[350]. En outre, grâce aux LPARs fortement exprimés dans le cerveau, le LPA joue un rôle 

important dans la neurogenèse, la survie et la migration neuronale ainsi que la myélinisation [453]. 

Par ailleurs, les souris déficientes en Lpar1 présentent une démyélinisation axonale, un 

dysmorphisme cranio-facial et une anomalie de la succion due à des modifications de leur cortex 

cérébral [453-454, 470]. De plus, le LPAR1 joue un rôle majeur dans la prolifération et la 

différenciation des cellules progénitrices neuronales [447, 453]. Aussi, l’axe ATX/LPA est 

impliqué dans le développement de certaines maladies neurologiques telles que les douleurs 

neuropathiques [451]. Ces dernières sont le résultat d’une sur-activation de LPAR1 et sa 

signalisation en aval, la voie RhoA. Par conséquent, LPAR1 pourrait être une cible thérapeutique 

dans le traitement de ces douleurs. Certaines études ont démontré que les souris Lpar1-/- peuvent 

présenter également un comportement anormal qui ressemble à la schizophrénie [451]. L’axe 

ATX-LPA influence aussi le comportement. En effet, des études exploratoires ont démontré les 

souris Lpar1-/- présentent de lésions de grattage ‘itching’ [451]. Ces souris Lpar1-/- souffrent 

également d’une forte anxiété avec une mémoire réduite [478]. 

2.2.3.5 Rôle dans le processus de la cicatrisation et la fibrose  

Premièrement, le LPA est connu comme un facteur clé impliqué dans la cicatrisation de 

nombreux tissus tels que l’épithélium intestinal, la cornée et le derme [479, 480]. En effet, il a été 

démontré que le LPA favorise la cicatrisation de blessures cutanées et l’épithélialisation intestinale 

[378]. Ainsi, chez le rat, une application topique de LPA augmentait l’épaisseur de la couche 

épithéliale néoformée et accélérait la fermeture de la plaie [426]. 

Deuxièmement, le LPA a été décrit comme un acteur majeur impliqué dans le processus de fibrose. 

De ce fait, plusieurs évidences démontrent que le LPA favorise la transdifférenciation de plusieurs 

types de cellules en myofibroblastes. Ces derniers sont des marqueurs déterminants du processus 

fibrotique. Le LPA augmente l’expression des protéines de MEC, telles que le CTGF (connective 

tissue growth factor). Elle peut peut stimuler l’assemblage de la fibronectine et l’induction des 

récepteurs au TGF-β [481]. Par ailleurs, le rôle du LPA et ses récepteurs a été étudié dans un 

modèle murin de fibrose rénale: le modèle animal UUO (unilateral ureteral obstruction) [556, 482]. 

Ce modèle imite de manière accélérée le développement de la fibrose rénale, y compris 

l'inflammation rénale et l'activation des fibroblastes [556,557,482]. Fait intéressant, le 

développement de la fibrose rénale est significativement atténué chez les souris « knockout » pour 

le récepteur Lpar1 (Lpar1-/-) [557]. Ainsi, l’effet observé chez ces souris (Lpar1-/-) a été confirmée 



  

83 

par l'utilisation de Ki16425 [464]. Ces observations démontrent clairement l'implication du LPA 

et de son récepteur LPA1 dans l'étiologie de la fibrose rénale. 

En dernier lieu, le LPA a été retrouvé dans le liquide broncho-alvéolaire et participe de façon 

importante à la fibrose pulmonaire chez la souris [450]. De même, l’expression de LPAR1 est 

fortement augmentée chez les patients atteints de fibrose pulmonaire [483]. En outre, l’induction 

de la fibrose pulmonaire par la bléomycine a été inhibée chez souris « knockout » pour le recepteur 

Lpar1 (Lpar1-/-) [450] ainsi que par l’utilisation des antagonistes pour LPA1-3 [450,468,484]. 

Enfin, l’axe ATX-LPA semblent aussi impliqué dans d’autres formes de fibrose telles que la 

fibrose artérielle, hépatique, dermique et rénale [481, 484-485]. Étant donné que la fibrose est un 

processus menant à l’altération fonctionnelle de plusieurs organes cibles, la signalisation du Lpar1 

apparait comme une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de diverses pathologies [485, 

486]. 

2.2.3.6 Rôle dans le cancer  

Plusieurs études ont décrit le rôle de l’axe ATX/LPA dans l’induction et la progression de 

nombreux cancers [357]. En effet, l’ATX et le LPA agissent à tous les stades du processus 

cancéreux : l’initiation, la croissance tumorale, la formation et l’invasion de métastases.  

Le LPA a été détecté dans les biopsies de tumeurs du côlon [472] puis dans le cas du cancer ovarien 

où il stimule la croissance et les métastases des tumeurs [431]. Par la suite, il a été impliqué dans 

le développement d’autres cancers, notamment le cancer de la prostate, du sein, de la thyroïde ou 

le mélanome [427]. D’autres études effectuées chez la souris ont également mis en évidence une 

association entre la signalisation intracellulaire induite par le LPA et la progression tumorale 

[357,427,484]. Par ailleurs, l’ATX est surexprimée dans de nombreuses tumeurs humaines, dont 

la thyroïde [387], la prostate [437], le côlon [472], le pancréas [353], le poumon, le rein, le sein, 

les carcinomes hépatiques ainsi que dans le lymphome d’Hodgkin [357, 419,427,484-486]. En 

outre, plusieurs travaux ont supporté l’idée que la surexpression du récepteur LPAR1 dans des 

cellules cancéreuses mammaires provoque une augmentation de la croissance tumorale et la 

formation de métastases osseuses. [485] 

De plus, un niveau élevé de LPAR1 a également été observé dans différentes cellules de tumeurs 

humaines incluant les ovaires [431], la prostate [437], le poumon, le sein, l’os, l’estomac et le rein 

[357, 427, 484]. Ainsi, l’expression des récepteurs LPAR2 et LPAR3 est augmentée dans plusieurs 

formes de cancer tel que le cancer de la thyroïde, du côlon et du sein [427]. Par ailleurs, certains 
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travaux ont montré que le traitement des souris avec le Ki16425 réduit la formation des métastases 

osseuses et inhibe l’invasion des cellules tumorales pancréatiques [464, 481, 485-486]. Ces études 

suggèrent que l’axe ATX/LPA pourrait être considéré comme une cible pharmaceutique 

importante dans le développement de thérapies anti-tumorales et anti-cancéreuses.  

2.2.3.7 Rôle dans l’inflammation et la réponse immunitaire   

Plusieurs données émergentes indiquent que le LPA est un médiateur puissant de la réponse 

immunitaire [352]. Tout d’abord, les LPARs sont exprimés par plusieurs cellules immunitaires, 

tels que les lymphocytes T et B, les cellules NK, les mastocytes et les éosinophiles. De ce fait, 

plusieurs effets du LPA sur ces cellules immunitaires ont été décrits [402]. Le LPA participe à la 

migration, l’adhésion et l’activation des monocytes/mastocytes [378, 402].  En effet, des travaux 

in vitro ont démontré que le LPA augmente la motilité des cellules T humaines et murines [487]. 

Il peut également améliorer leur invasion dans des substrats tissulaires. Ainsi, des travaux 

indiquent que le LPA peut induire la chimiotaxie des cellules dendritiques immature et influencer 

leurs fonctions [402]. De plus, un niveau élevé de LPA peut entrainer une activation immunitaire 

inappropriée, ce qui augmente la production de cytokines inflammatoires telles que l'IL-2 et l'IL-

6 [352, 444]. De même, l'ATX est constitutivement exprimé par les organes lymphoïdes, et joue 

un rôle primordial dans le processus de « homing » des cellules T [402].  

Le LPA est également associée à plusieurs troubles inflammatoires et auto-immuns, y compris la 

sclérose systémique, l'asthme, l’allergie et l'arthrite [352,403,488]. En effet, dans un modèle murin 

d'asthme allergique, le blocage de l'activité ATX et/ou la déficience en Lpar2 réduit la production 

des cytokines de type Th2 et l'inflammation pulmonaire [352]. Par ailleurs, des taux élevés d’ATX 

ont été détectés dans les synoviocytes chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde [403, 

489]. De même, le LPA agit comme un stimulateur de cytokines inflammatoires et favorise la 

migration les fibroblastes synoviaux [489]. Ainsi, chez un modèle de souris présentant une maladie 

articulaire inflammatoire, l’administration du Ki16425 réduit l'inflammation synoviale, ainsi que 

l’expression des médiateurs inflammatoires dans le tissu articulaire [402]. Enfin, des études ont 

révélé que l’activation de Lpar1 et Lpar3 chez la souris entraine la sécrétion de plusieurs 

chimiokines (CXCL1) et cytokines (IL-6 et IL-10). Ces médiateurs favorisent le recrutement de 

leucocytes sur un site inflammatoire [490]. 
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2.3 LPA et la voie inflammatoire NF-κB   

   2.3.1 La voie inflammatoire NF-κB   

     2.3.1.1 Généralité sur NF-κB   

NF-κB (Nuclear-Factor κB) est un facteur de transcription inductible et ubiquitaire. Il joue 

un rôle crucial dans les réponses immunitaires et inflammatoires [491-493]. De nombreuses études 

ont démontré que le facteur NF-κB régule un large spectre de gènes impliqués dans le processus 

antiapoptotique, la différenciation et la prolifération cellulaire [492]. Ainsi, NF-κB est impliqué 

dans la progression tumorale et la réponse à divers stress [494]. Par ailleurs, la signalisation NF-

κB est induite par une multitude d’activateurs qui agissent via différents récepteurs. En effet, les 

principaux ligands et/ou les inducteurs de NF-κB sont : les cytokines pro-inflammatoires telles que 

TNF-α, IL-1α/β et TRAIL, les produits bactériens et viraux tels que le LPS, la Flagelline, l’ADN 

ou l’ARN doubles brin [491, 494-496]. Les agents qui causent des dommages à l'ADN (radiation 

ou stress oxydatif) sont également connus comme des inducteurs puissants de la voie NF-κB. 

Cependant, une activation aberrante de cette voie peut conduire au développement de nombreux 

processus pathologiques, notamment les maladies inflammatoires et le cancer [493]. Par 

conséquent, il sera important d’étudier les voies d’activation et la régulation de NF-κB dans 

différents contextes cellulaires. Cela pourrait nous permettre d’identifier et de développer de 

nouvelles approches préventives et thérapeutiques pour plusieurs affections, tels que 

l'athérosclérose, l'asthme, l'arthrite et le cancer [491, 492]. 

   2.3.1.2 Structure des protéines NF-κB   

La famille de NF-κB se constitue de cinq sous-unités protéiques homologues: p65 (RelA), 

RelB, c-Rel, p50 (NF-κB1) et p52 (NF-κB2). Ces protéines interagissent ensemble pour former 

des homodimères et/ou des hétérodimères; puis se lient au site kappa B de la région promotrice 

des gènes cibles [492, 496]. L'extrémité N-terminale de ces protéines contient un domaine 

d’homologie Rel appelé région RHD responsable de la liaison à l’ADN ainsi que de 

l’homodimérisation et hétérodimérisation. La région RHD est un domaine protéique 

structurellement conservé entre les espèces. Elle possède un domaine N-terminale (NTD), un 

domaine de dimérisation (DD), un signal de localisation nucléaire (NLS) (Figure 2-17). La partie 
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C-terminale permet l’interaction de l’ADN avec les protéines inhibitrices I-κBs qui sont 

essentielles à la régulation de la signalisation NF-κB [497, 498].  

De plus, les trois membres de la sous-famille des Rels, RelA, c-Rel et RelB, ont un domaine de 

transactivation TAD (C-terminal transactivation domain) qui régule l'expression des gènes [496, 

497]. En revanche, NF-κB1/p105 et NF-κB2/p100 sont les précurseurs inactifs des protéines p50 

et p52, respectivement [496, 497]. À l'exception de RelB, les autres monomères de la famille 

Rel/NF-κB sont capables de former 14 types d'homodimères ou d'hétérodimères au sein de la 

cellule. Ces dernières déterminent la spécificité intrinsèque de protéine NF-Κb ainsi que sa 

régulation [491, 492]. 

En outre, l’activité NF-κB est contrôlée par une famille de protéines régulatrice nommée 

inhibiteurs κB (IκBs; IκB-α, IκB-β, IκB-ε, IκB- γ, Bcl-3) [492, 498] (Figure 2-17). Ces derniers 

sont composés de plusieurs répétitions d’un domaine ankyrine (ANK) qui leur permet d’exercer 

leur fonction inhibitrice. En effet, les trois membres de la famille IκB (IκB-α, IκB-β et IκB-ε) sont 

les seules protéines capables de se lier aux protéines Rel/NF-κB grâce à leurs motifs ANK. 

Conséquemment, ces protéines inhibitrices IκB masquent le domaine NLS de Rel/NF-κB et 

contribuent à leur séquestration dans le cytoplasme. Les IκB régulent également l'exportation des 

protéines NF-kB du noyau et ils peuvent donc entrainer une activité inhibitrice selon diverses 

façons [492, 497]. Par ailleurs, la dégradation d’IκB-α, qui est indispensable à l’activation du NF-

kB, est régulée par la phosphorylation de deux sérines (32 et 36) via un complexe multiprotéique 

appelé IKK (IκB kinases). En effet, une fois phosphorylé par IKK, les inhibiteurs IκB-α sont 

ubiquitinylées puis dégradées par une protéolyse protéasomale.  Quant au complexe IKK, il est 

formé par trois sous-unités différentes: deux sous-unités catalytiques IKKα (IKK1 ou CHUK), 

IKKβ (IKK2) et la sous-unité régulatrice IKKγ. Cette dernière, encore nommée NEMO (NF-kB 

Essential Modulator), est une protéine régulatrice qui permet l'activité du complexe IKK [136, 

496-498]. Enfin, l’ensemble des complexes protéiques de la signalisation NF-κB contrôle 

l’expression de différents gènes impliqués dans plusieurs réponses cellulaires [136,491]. Fait 

intéressant, la régulation de la voie NF-κB est différente selon le type et/ou le contexte cellulaire 

[493]. 
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Figure 2-17 : Structure des familles NF-κBs, IκBs et IKK. Les domaines caractérisant chaque 

famille sont illustrés : RHD pour les protéines NF-κB, ANK pour les IκB et kinase/LZ/HLH pour les 

IKK (noter que la structure de NEMO est atypique). RHD: Rel homology domain; ANK: motif de 

répétition ankyrine; CC : coiled-coil; DD : death domain; HLH: helix-loop-helix; LZ: motif leucine 

zipper ; NBD : NEMO binding domain; PEST: domaine enrichi en proline (P), glutamate (E), sérine 

(S) et thréonine (T) ; TAD : transactivation domain ; ZF : Zinc-finger. Tiré de : [492]. 
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2.3.1.3 Mécanisme d’activation de la voie NF-κB 

La voie NF-κB est divisée en deux cascades selon l’inducteur de cellules cibles: (1) la voie 

canonique (ou voie classique) qui est activée principalement par le TNFα, l’IL-1β et le LPS; (2) la 

voie non canonique (ou voie alternative) induite par la LTβ, BAFF/CD40 (Figure 2-18).  

 La voie canonique  

À l’état normal et en absence de stimulation, l’hétérodimère RelA (p65) /p50 est maintenu 

inactif dans le cytoplasme grâce à ses interactions avec les protéines inhibitrices IκB. cependant, 

suite à la réception d’un signal d’activation extracellulaire, le complexe IKK sera activé par la 

phosphorylation des serines 117 et 181 dans les domaines catalytiques d’IKKβ [493]. À son tour, 

le complexe IKK phosphoryle IκBα sur les résidus Ser 32 et 36. Conséquemment, IκB est 

ubiquitinylée puis dégradée par le protéasome. Cela conduit à la libération puis la migration de 

RelA(p65) /p50 vers le noyau où il contrôle l’expression d’un large spectre de gènes cibles [136, 

491, 498] (Figure 2-18). D’intérêt, dans le noyau les dimères NF-κB se lient au site consensus κB 

(10bp) de la région promotrice des gènes cibles de manière spécifique à un stimulus [499]. Il est 

important de noter que l’expression des IkBs (sauf IkBβ) est aussi régulée par NF-kB. À cet égard, 

lorsque ce dernier est activé, les IkBs sont néosynthétisés. La protéine IkBα peut migrer dans le 

noyau puis compétitionner avec la sous-unité RelA/p65 pour les sites κB (séquences d’ADN 

spécifiques). En effet, une fois dans le noyau, la protéine IkBα peut décrocher le p65 fixé sur 

l’ADN, et dans le cas d’IκBα, retourner dans vers le cytoplasme en l’entraînant avec elle [497-

498].    

 La voie alternative (voie non-canonique) 

La voie non canonique est basée sur la phosphorylation du complexe multiprotéique IKK par 

une kinase en amont, nommée NIK (NF-κB inductible kinase) [136]. Lors de l’activation de la 

voie non canonique, la protéine NIK entraîne la phosphorylation de IKKα sur les sérines 176 et 

180 [493]. Cet homodimère ainsi activé phosphoryle la sous-unité inhibitrice p100. En réponse à 

son ubiquitinylation préalable, la protéine p100 subit une dégradation partielle. Ceci permet la 

transformation de p100 en p52 qui, désassocieé de l’action inhibitrice de RelB, peut migrer dans 

le noyau où elle régulera la transcription de gènes cibles [136, 500] (Figure 2-18). 
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Figure 2-18: La voie de transduction du signal NF-κB canonique et non canonique. La voie 

NF-κB canonique (à gauche) induite par des signaux comprenant des antigènes, des ligands 

TLR et des cytokines, telles que le TNF, utilise une grande variété d'adaptateurs de 

signalisation pour activer la sous-unité IKKβ du complexe IKK. La phosphorylation de IKKβ et 

des protéines IκBs classiques liées à des dimères de NF-κB tels que p50-p65 entraine une 

ubiquitination (Ub) de IκB et une dégradation induite par le protéasome. Ceci permet à NF-KB 

d'entrer dans le noyau où il se lie à des séquences d'ADN spécifiques (sites κB) impliquées 

dans le contrôle de la transcription de gènes codant pour des diverses fonctions telles que 

l'inflammation, la survie cellulaire et la division cellulaire. La voie non canonique (à droite) est 

stimulée par les récepteurs de la superfamille des TNF-R qui induisent l’activation de NIK qui, 

elle, active l’homodimère IKKα. Ce dernier phosphoryle p100 qui est alors ubiquitinylé (Ub) 

puis converti en p52 via le protéasome. RelB/p52 ainsi générés se relocalisent au noyau où 

ils régulent l’expression de gènes-cibles, notamment les gènes impliqués dans l'organogenèse 

lymphoïde. Adapté de : [493]. 
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2.3.1.4 Modifications post-transcriptionnelles du NF-κB 

L'activité transcriptionnelle NF-κB peut être contrôlée par des interactions différentielles 

avec des co-activateurs, tels que CBP et p300 ou des protéines co-répresseurs, notamment les 

histones deacétylases (HDAC) [501]. Ainsi, les modifications post-traductionnelles de NF-kB 

jouent un rôle important dans le contrôle de la translocation nucléaire et la régulation de l’activité 

transcriptionnelle [502]. En effet, ces phénomènes modulent l’intensité, la durée d'induction et la 

réponse NF-κB. La sous-unité p65 est la protéine majeure pour laquelle ces modifications ont été 

bien décrites [494, 499, 503]. Cette dernière peut être modifiée directement par la phosphorylation, 

l’acétylation, l’ubiquitination, la sumoylation, la nitration de tyrosine ou la nitrosylation de 

cystéine [494] (Figure 2-19). 

La phosphorylation et l’acétylation de p65 sont les mieux caractérisées. Jusqu’à ce jour, 13 sites 

de phosphorylation de p65 ciblés par des kinases ont été décrits [136,499,503]. En effet, la 

phosphorylation de p65 induit un changement conformationnel qui affecte l'ubiquitination, la 

stabilité de p65, ainsi que l’interaction protéine-protéine [503]. En outre, la phosphorylation peut 

améliorer ou diminuer l'activité de la transcription d'une manière spécifique d'un gène et/ou selon 

le contexte cellulaire. Jusqu'à présent la majorité des informations qui ont été publiées sont axées 

sur deux types de phosphorylations : ser536 (S536) et ser276 (S276).   

 Signature NF-κB : hypothèse du code-barres 

L'activation de NF-κB est soumise à une régulation très complexe qui résulte de plusieurs 

interférences « cross-talks » entre les réseaux de signalisation cellulaires. Par conséquent, selon 

les stimuli et les contextes physiologiques, l'activation de NF-κB peut contrôler la transcription 

d’un large spectre de gènes différents. D’interêt, les modifications post-traductionnelles de 

RelA/p65 peuvent altérer son accessibilité soit à un promoteur, à son inhibiteur IκB ou d'autres 

facteurs cellulaires. Ainsi, ces modifications peuvent moduler la stabilité et la localisation 

cellulaire de p65, influençant ainsi son activité transcriptionnelle au niveau des gènes cibles [524].  

La théorie des codes à barres NF-κB émet l'hypothèse que les différents stimuli, par l’intermédiaire 

des réseaux de signalisation cellulaire spécifique, génèrent un type de modification post-

traductionnelle unique « code à barres » sur NF-κB/p65.  Cette signature « code - barres » permet 

de contrôler la transcription d'un groupe de gènes spécifique [496, 524, 543, 545]. Un exemple qui 

appuie cette hypothèse est la co-stimulation entre l'agent pathogène humain, Haemophilus 
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influenzae (NTHi) et le TGF-β qui induit l'acétylation de RelA sur K221 et la phosphorylation 

S276/S536 [544]. Ces modifications activent des réponses inflammatoires dirigées contre 

l'infection NTHi [544].  Un autre exemple est celui de TNF-α qui induit la phosphorylation de 

RelA sur S468 et S536 qui favorisent l'expression d’un sous-ensemble de gènes spécifique [543]. 

Une étude récente a montré que les produits de glycation avancé ou AGE (Advanced glycation 

end products) augmentent l'expression du collagène I via leur recepteurs RAGE [545]. Plus 

précisement, cette étude démontre que la signalisation AGE-RAGE entraîne l'activation de NF-κB 

qui favorise à son tour l'expression du COL1A1 et du COL1A2. De façon intéressante, ils ont 

constaté que le signal AGE-RAGE induit la phosphorylation de RelA sur trois résidus spécifiques, 

T254, S311 et S536 [545].  Aussi, il a été demontré que l’IκBα endogène avait des effets différents 

sur l’expression des gènes inflammatoires régulés par p65, et que la phosphorylation Ser 536 n’est 

pas renversée par la surexpression d’IκB [499]. À ce propos, une étude chez des macrophages 

U937 stimulés avec le LPS a montré que la phosphorylation Ser 536 de p65 est recrutée 

spécifiquement sur le promoteur du gène IL-8 et non sur celui d’IL-6 et TNF- α [136, 499]. Ces 

constatations suggèrent que la régulation de la voie NF-κB dépend du type de stimulus et du 

contexte cellulaire. Enfin, le décodage de « codes à barres » NF-kB/p65 peut contribuer à 

développer des médicaments ciblant de façon spécifique la modification post-traductionnelle sur 

la sous-unité p65 sans affecter la réponse inflammatoire en générale. L’avantage de cette stratégie 

est de réduire la cytotoxicité du traitement et/ou d’éviter l’inhibition globale du facteur de 

transcription NF-κB.  
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Figure 2-19 : Les sites de modification dans la sous-unité p65 (RelA) de NF-kB. Les 

emplacements de divers sites de modification dans le domaine d'homologie Rel et les domaines 

de transactivation (TAD1 et 2) de p65 sont montrés. Les effets possibles sont indiqués dans les 

encadrés. Ac, l'actylation; K, les résidus de lysine; M, méthylation; P, phosphorylation; S, résidus 

de sérine; Ub, ubiquitination. Tiré de : [494]. 

 La phosphorylation de la ser536 

 

La phosphorylation de la sous-unité p65 en ser536 (S536) représente le site de 

phosphorylation le plus inductible et le plus puissant en réponse à des stimulus inflammatoires, 

tels que l’IL-1β, le LPS, et le TNFα, [502, 503]. Elle est fortement conservée parmi différentes 

espèces et joue un rôle potentiel dans la régulation de l'activité transcriptionnelle et la stabilité de 

NF-κB [503]. En effet, les études faites sur des cellules dans lesquelles la S536 de p65 a été 

substituée par l'alanine (S536A), ont démontré que S536 joue un rôle crucial dans la transcription 

de gènes cibles dépendante de NF-kB [501-503]. En outre, de nombreux travaux ont suggéré que 

la sous-unité p65 phosphorylée en ser536 n’interagit pas avec l’inhibiteur IκBα et donc ne réagit 
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pas à la régulation négative de ce dernier [502]. De ce fait, p65-ser536 peut se déplacer et 

s’accumuler dans le noyau indépendamment du contrôle négatif exercé par IκBα [499]. D’intérêt, 

la S536 joue également un rôle crucial dans la régulation de l’acétylation de p65 et son activité 

transcriptionnelle [499].  

Le Ser 536 est situé dans le domaine C-terminal TAD1 et elle peut être phosphorylée par plusieurs 

kinases telles que, IKKα, IKKβ, IKKε, TBK1 {TRAF family member-associated (TANK)-binding 

kinase 1} et RSK1 (Ribosomal Subunit 6 Kinase 1) (Table 2-4) [546-555]. La phosphorylation de 

ce résidu est indispensable au potentiel transactivateur de p65. D’abord, en réponse à 

lymphotoxine-ß, IKKα permet la phosphorylation de p65 sur la Ser 536 d'une manière dépendante 

de la kinase NIK [546]. La phosphorylation de Ser 536 se produit également en réponse à la 

costimulation des cellules T et peut contrôler l'importation nucléaire de p65 [547]. En plus de 

l'IKKα et de l'IKKβ, la phosphorylation Ser 536 induite par l'IL-1 peut être médiée par d’autres 

kinases, IKKε et TBK1 [548]. Ser 536 peut également être phosphorylé par IKKε dans des cellules 

T costimulées [549] ou dans des lignées cellulaires cancéreuses [550]. En outre, la phosphorylation 

de Ser 536 pourrait être déclenchée par des agents endommageant l'ADN via la kinase RSK1 [551]. 

De plus, la phosphorylation Ser 536 peut favoriser la déstabilisation de p65 induite par le LPS 

[552], ce qui suggère que la phosphorylation de p65 est utile pour de nombreuses fonctions. Par 

ailleurs, il a été constaté que la phosphorylation Ser 536 peut favoriser la liaison de p65 au facteur 

TAFII31 (TATA-binding-protein-associated factor TAFII31), un coactivateur transcriptionnel 

impliqué dans la régulation de certains gènes cibles [548]. 

 Autres phosphorylations de p65  

 

Outre la phosphorylation Ser536, la Ser276 a été également caractérisée en tant qu’un site de 

phosphorylation important dans le contrôle de l'activité transcriptionnelle du NF-Κb. Tout d’abord, 

Ser276 est catalysé par la protéine kinase A (PKAc) et la kinase MSK1 (mitogen- and stress-

activated protein kinase 1) [506]. Ainsi, il a été suggéré que les deux phosphorylations S536 et 

S276 déclenchent l'acétylation de p65 en lys310. Cette dernière favorise l’interaction de p65 avec 

ses cofacteurs CBP (CREB-binding proteine) et p300. Ces histones acétyltransférases augmentent, 

à leur tour, l'activité transcriptionnelle de p65 sur ces gènes cibles [503, 507]. En outre, la 

phosphorylation S276 a été impliquée de façon sélective dans l'expression d'un groupe de gènes 

régulés par NF-kB via le recrutement de complexes kinase CDK9/Cyclin T1 (cyclin-dependent 
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kinase 9) à des promoteurs cibles [508]. Finalement, il est à noter qu’en plus de S536 et S276, 

d’autres sites de phosphorylation ont été identifiés comme régulateurs transcriptionnels. Quatre de 

ces sites (S205, T254, S276 et S281) se trouvent à l’extrémité N-terminal dans le domaine RHD, 

deux sites (S311 et S316) dans le coté terminal C de la zone de liaison au RHD et cinq sites de 

phosphorylation (T435, S468, T505, S529 et S536) sont situés dans le TAD C-terminal [503] 

(Tableau 2-4). 

Table 2-4 : Les sites de phosphorylation de p65 et les kinases responsables. *Sites de 

phosphorylation découverts récemment. Adapté de : [492]. 
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2.3.2 Rôle de LPA dans l’activation de la voie NF-κB   

Il a été signalé à plusieurs reprises que le LPA est un inducteur puissant de l'inflammation 

via la voie NF-kB [509-512]. Ainsi, les molécules qui jouent un rôle clé dans l'activation de la voie 

NF-κB en réponse à la stimulation de LPA sont : la protéine PKC, β-arrestin 2, CARMA3 (CARD 

recruited membrane associated protein 3), BCL10 (B-cell lymphoma 10), MALT1 (mucosa-

associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1), TRAF6 (the tumor necrosis factor 

(TNF) receptor-associated factor 6) et MEKK3 (MAP kinase kinase kinase 3) [512].  

D’abord, suite à une induction par le LPA, les protéines d’échafaudage, β-arrestine 2 et CARMA3, 

sont recrutées aux LPARs. Conséquemment, les kinases PKCα et MEKK3 seront activées puis 

elles induisent la phosphorylation CARMA3 [509]. Cette dernière permet à son tour le recrutement 

des protéines de signalisation en aval, Bcl10 et MALT1. Il en résulte ainsi une formation d’un 

complexe multiprotéique nommé CBM (Figure 2- 20) [509]. Ce dernier entraine l’activation du 

complexe IKK de la voie NF-κB. Plus spécifiquement, la protéine TRAF6 peut s’auto-ubiquitiner 

et ubiquitine MALT1 via la formation de chaines poly-Ub en Lys63. Cela favorise le recrutement 

du complexe IKK via la sous-unité IKKγ NEMO [511]. De plus, le complexe IKK peut être 

phosphorylé d'une manière dépendante de la PKC. Ces deux modifications sont essentielles pour 

l'activité IKK kinase [509]. Ces évidences indiquent que les protéines β-arrestin2, Bcl10, MALT1 

et CARMA3 sont des transducteurs de signal impliqués dans l'activation de NF-κB induite par le 

LPA [509-512]. En deuxième lieu, certaines études ont démontré que le LPA peut activer la 

signalisation NF-κB via une protéine kinase RhoA/Rho-kinase (ROCK) [513, 514]. Cette kinase 

appartient à la famille de petite GTPase RhoA et son effecteur en aval, Rho kinase (ROCK) se 

trouve en amont des LPARs [515]. En contrôlant l'assemblage d’actine du cytosquelette et la 

contraction cellulaire, RhoA/ROCK régule plusieurs processus, notamment l'adhérence, la 

migration et la prolifération cellulaire [515]. Par ailleurs, de nombreuses études in vitro et in vivo 

qui ont utilisé des inhibiteurs de Rho kinase et LPARs ont révélé une relation entre LPAR1 et 

l'activation de ROCK [513]. Récemment, une étude a démontré que le récepteur LPAR1 agit à 

travers ROCK pour favoriser la transformation des cellules souches pluripotentes (primed PSCs) 

en cellules pluripotentes naïves [514]. Par ailleurs, il a été démontré que la voie RhoA/ROCK est 

induite par l’angiotensine II (Ang II) [522].  Ainsi, une fois activé, la protéine ROCK interagit 

ensuite avec d’autres protéines régulatrices, tels que le complexe NIK/MEKK14 (NF-κB-inducing 
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kinase) et conduit à l’activation de la voie NF-Κb [523, 524]. Cette activation se traduit par la 

phosphorylation de p65 sur la Ser536.   

 

Figure 2-20 : La voie d’activation de NF-κB par le LPA. En réponse au LPA, les protéines β-

arrestine 2 et CARMA3 sont recrutées au GPCR. Les kinases PKCα et MEKK3 sont également 

activées. La PKCα phosphoryle CARMA3 pour y induire le recrutement de BCL10 et de MALT1 

ce qui forme ainsi le complexe CBM. Les phosphatases PPM1A et PPM1B se lient à l'IKKβ 

phosphorylé et terminent l'activation de NF-κB par la déphosphorylation d'IKKβ aux résidus Ser-

177 et Ser-181. La phosphorylation d’IκBα par IKKβ induit sa dissociation de NF-κB (p50/p65). 

Ce dernier est ainsi libéré de l’emprise de son inhibiteur et transloque au noyau afin d’induire 

divers gènes. Adapté de : [509]. 
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2.3.3 Implication de la voie NF-κB dans la progression du RAC 

 2.3.3.1 Rôle des ROS et la voie NF-κB  

La voie NF-κB est connue pour jouer un rôle central dans l'inflammation. Ainsi, le stress 

oxydant est intimement lié à l’activation du NF-κB. En effet, certaines enzymes qui favorisent la 

production des ROS sont contrôlées par la signalisation NF-κB [492]. Étant donné que les ROS 

jouent un rôle important dans la progression des troubles inflammatoires, une dysrégulation ou 

une suractivation de la voie NF-κB peut générer des niveaux élevés de ROS. Ces derniers peuvent 

causer des dommages cellulaires qui aboutissent à des processus pathologiques [81, 92-93, 122]. 

Il a également été démontré que les ROS peuvent agir comme des cofacteurs qui favorisent la 

phosphorylation de NF-κB/p65 sur Ser276 via la kinase PKAc [516]. Par ailleurs, dans le contexte 

pathologique, certaines évidences indiquent que les ROS et la voie NF-κB jouent un rôle majeur 

dans le développement du RAC [81,93].  

Des études ont démontré que les ROS sont produits dans les VA calcifiées et favorisent 

l’expression de certains gènes ostéogéniques [172]. Ce processus est dû essentiellement au 

découplage du NOS1 et NOS2 (Oxyde nitrique synthase 1,2) et la surexpression de NADPH 

synthase [81, 92]. À cet égard, un niveau élevé des ROS a été signalé au voisinage de zones 

calcifiées. Ces ROS participent à la génération des lipides oxydés qui induisent à leur tour une 

inflammation chronique dans la VA [81, 93]. De plus, une forte production de ROS mitochondriale 

a été signalé chez des cellules musculaires lisses aortiques bovines traitées par le β-

glycérophosphate [517]. L’augmentation de ROS in vitro et in vivo favorise la calcification 

vasculaire via l’activation de la voie NF-κB [517]. Ainsi, il a été démontré que le stress oxydatif 

augmente l’activité NF-κB qui, à son tour, induit l’expression de TNFα [517]. Ce dernier favorise 

la calcification les cellules souches mésenchymateuses et les CMLs humains via la surexpression 

de Msx2. [116]. De surcroit, le TNF-α est connu comme inducteur de la voie canonique du NF-kB 

qui favorise la minéralisation des CIVs [116, 121-122, 136].   

Par ailleurs, notre équipe de recherche a révélé une augmentation significative de la 

phosphorylation d’IκB (Ser32) dans les VA calcifiées humaines par rapport au VA saines [125]. 

De même, dans des CIVs isolées in vitro, nous avons démontré que la signalisation de la protéine 

Akt, une kinase impliquée dans la survie cellulaire, prévient l’activation de la voie NF-κB et 

empêche la minéralisation des cellules induite par les phosphates [125]. En outre, l’IL-6, une cible 

importante du NF-kB/p65 était fortement exprimée dans les VA calcifiées comparativement aux 
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valves saines [125]. En effet, le niveau élevé de l’IL-6 agit via un effet paracrine pour stimuler 

l’expression du gène pro-ostéogénique BMP2 [125]. De plus, l’IL-6 peut stimuler les cellules 

ostéoblastiques pour exprimer le RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand), un 

facteur protéique qui joue un rôle important dans l’ostéoclastogenèse [127]. Une étude récente a 

confirmé que la voie NF-κB est activée ans les VA calcifiées et est associée à une augmentation 

de l'expression du VEGF et du collagène [518]. 

Finalement, il a été démontré que NOTCH1 régule l'expression du gène BMP2 en modulant la voie 

NF-κB chez les CIVs humaines [519]. Une autre étude a bien montré que l’axe NOTCH1-NF-κB 

est impliqué dans le contrôle de l’expression de BMP2, ainsi que la calcification des CIVs induite 

par la molécule d’adhésion ICAM-1 [520]. Pris ensemble ces études suggèrent que la voie NF-κB 

joue un rôle important dans la réponse ostéogénique et la progression du RAC. 

2.3.3.2 Rôle de système rénine-angiotensine (SRA)    

Le système rénine-angiotensine (SRA) joue un rôle clé dans le développement du RAC. 

Dans le système SRA, l’enzyme ACE (Angiotensin-converting enzyme) permet de transformer 

l’angiotensine I en angiotensine II (Ag II) qui joue plusieurs rôles, notamment sur la régulation de 

la pression artérielle. Certains travaux ont démontré que l’enzyme ACE est présente dans la VA et 

contribue à l'initiation et à la progression de la minéralisation [149, 150]. À cet égard, des analyses 

histologiques ont révélé une colocalisation entre l’Ag II, IL-6 et TNF-α dans les VA calcifiées 

[253]. En outre, l'Ang II est connu comme le principal peptide effecteur du système SRA. Ce 

peptide induit l’expression des gènes inflammatoires via la voie NF-κB [522]. En revanche, 

l’activation de cette voie par l’intermédiaire du récepteur AT1AR (Type 1 angiotensin receptor) 

est complexe et diffère de la signalisation induite par le TNF-α [522]. En effet, la signalisation 

Ang II-NF-κB fait intervenir les protéines adaptatrices CARMA3, Bcl10 et MALT1 [136, 523]. 

Ces dernières aboutissent à l’activation du complexe IKKγ, qui, à son tour, favorise la translocation 

nucléaire de p65.  

Par ailleurs, les études ont démontré que l'Ang II induit la phosphorylation de p65 sur Ser536 [523, 

524]. L’activation p65/Ser 536 pourrait avoir des effets indésirables puisqu’elle ne peut pas être 

contrôlée par la protéine inhibitrice IκBα [501]. En effet, le pool nucléaire de Ser 536 se lie à la 

chromatine des promoteurs des gènes cibles de p65 et aboutit à une activation transcriptionnelle 

maintenue [501].  
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Chapitre 3 : Problématique, Objectifs 

et Hypothèses 
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3.1 Problématique et objectif général  

Le RAC est une valvulopathie dégénérative caractérisée par une rigidité, un remodelage et une 

calcification progressive de la VA. Il s’agit donc d’une maladie complexe impliquant plusieurs 

processus pathologiques, notamment la rétention des lipides et leur oxydation, l’inflammation 

chronique, le remodelage fibrotique et la calcification de la VA. À ce jour, aucun traitement 

pharmacologique ne permet de prévenir ou de ralentir sa progression. À cet égard, il est important 

de définir le rôle de l’inflammation et des médiateurs lipidiques dans la physiopathologie du RAC. 

Par ailleurs, le processus moléculaire par lesquelles les lipides favorisent la minéralisation de la 

valve devrait être investigué pour mieux définir les facteurs impliqués dans l’initiation et le 

développement de la minéralisation de la VA. 

L’objectif général de mon projet de doctorat est donc de définir tant sur le plan clinique que 

mécanistique le rôle de l’axe lipoprotéine Lp(a)-ATX, du LPA et de son récepteur LPA1 dans le 

développement et la progression du RAC. 

3.2 Objectifs spécifiques  

1) Mon premier objectif est d’établir le lien entre l’ATX et le développement du RAC chez les 

patients humains. 

2) Mon second objectif est d’étudier les liens possibles entre l’ATX et Lp(a) dans la valve aortique. 

3) Mon troisième objectif est d’élucider le rôle de l’axe ATX-LPA dans la minéralisation des CIVs. 

4) Mon quatrième objectif est d’étudier le ou les mécanismes d’action par lesquels le LPA et son 

récepteur LPAR1 favorisent l’inflammation et la réponse ostéogénique des CIVs. 

5) Mon dernier objectif est de déterminer le rôle de l’axe ATX-LPARs dans un modèle murin de 

RAC. Plus particulièrement, dans ce modèle animal on testera l’effet de l’administration du 

Ki16425, un inhibiteur de Lpar1-3. 
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3.3 Hypothèse générale  

L’ATX est enrichi dans la fraction Lp(a)/OxPLs et transporté dans la VA. À l’intérieur de la VA, 

l’ATX génère du LPA, un facteur ayant des propriétés pro-inflammatoire et pro-ostéogénique. Ce 

dernier intervient dans la minéralisation de la VA. 

3.4 Hypothèses spécifiques  

Nous avons émis comme hypothèses spécifiques que : 

1) La masse et l'activité ATX pourraient interagir avec Lp(a)/OxPLs pour augmenter le risque de 

sténose aortique calcifiée (CAVS ou RAC) chez les patients atteints de la maladie coronarienne 

(MC). 

2) L’ATX transporté par Lp(a) et secrété par les CIVs pourrait favoriser la calcification de la VA 

via la stimulation de la voie inflammatoire NF-kB/IL-6/BMP2. 

3) Le LPA provenant de l’oxydation des LDLs entraine la minéralisation de la VA via LPAR1 et 

la voie RhoA-p65-sérine536 

4) L’inhibition de Lpar1 chez la souris réduit la progression du RAC.  
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Résumé 

L’interaction entre l’autotaxin et les phospholipides oxydés 

augmente le risque de sténose aortique calcifiée chez des patients 

atteints de maladie la coronarienne 

 

Introduction: La sténose valvulaire aortique calcifiée (CAVS) ou RAC est la maladie 

valvulaire la plus courante. Elle partage des facteurs de risque similaires à l'athérosclérose. Des 

études récentes suggèrent que la lipoprotéine(a) [Lp (a)], un transporteur majeur de phospholipides 

oxydés, est liée de façon causale au RAC. L’enzyme ATX joue un rôle important dans la 

pathogenèse du RAC. L’objectif de cette étude était d’examiner la relation entre l’activité et la 

masse de l’ATX circulante avec le risque de RAC. 

Méthodes : Nous avons effectué une étude cas-témoins chez 300 patients atteints de maladie 

coronarienne (MC). Les patients atteints de RAC et MC (Cas, n=150) sont appariés pour l'âge et 

le sexe (1:1) avec les patients atteints de coronaropathie sans RAC (Contrôles, n=150). La masse 

et l'activité enzymatique de l’ATX, les niveaux de phospholipides oxydés (OxPL-apoB) et les 

niveaux de Lp(a)ont été déterminées dans le plasma des patients à jeun.  

Résultats: Comparés aux témoins ayant seulement la MC, la masse de l’ATX (p<0,0001), 

l'activité de l’ATX (p=0,05), les niveaux de Lp(a)(p=0,03) et les niveaux de OxPL-apoB 

(p<0,0001) sont augmentés chez patients atteints du RAC. Après ajustements, nous avons montré 

que la masse (OR: 1,06, 95%CI 01.03-1.10 par 10 ng/ml, p=0,001) et l'activité ATX (OR: 1,57, 

95% CI 1,14-1,61 par 10 RFU / min-1, p = 0,005) étaient indépendamment associées au RAC. 

L’activité ATX interagit avec les niveaux de Lp(a) (p=0.004) et OxPL-apoB (p=0.001) pour 

prédire le risque du RAC. Après ajustements, comparés aux patients avec une faible activité ATX 

(dichotomisés à la valeur médiane) et un niveau faible de Lp(a) (<50 mg dL-1) ou  de  OxPL-apoB 

(<2.02 nmol L-1, médiane), les patients avec une forte activité ATX (≥84 RFU min-1 ) et des 

niveaux élevés de Lp(a) (≥50 mg dL-1 )(OR 3.46, 95% CI 1.40-8.58, p=0.007) ou OxPL-apoB 



  

104 

(≥2.02 nmol L-1, médiane) (OR 5.48, 95% CI 2.45-12.27, p < 0.0001) avaient un risque plus élevé 

du RAC. 

Conclusions: Cette étude démontre que le niveau élevé de l’ATX et son activité plasmatique 

sont associés de façon indépendante à un risque plus élevé du RAC chez les patients avec MC. 

L’axe ATX-lipoprotéines pourrait être considéré comme une nouvelle cible thérapeutique. 

Mots-clés: la sténose valvulaire aortique calcifiée, l’autotaxin, lipoprotéine(a), phospholipides 

oxydés. 
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Abstract 

Background: Calcific aortic valve stenosis (CAVS) is a common heart valve disorder. CAVS 

shares similar risk factors with atherosclerosis. Studies have shown that lipoprotein(a) [Lp(a)], an 

important carrier of oxidized phospholipids (OxPLs), is causally related to calcific aortic valve 

stenosis (CAVS). Recently, we found that autotaxin enzyme play a role in the pathogenesis of 

CAVS. The objectives of this study were to determine the predictive value of circulating ATX 

mass and activity for calcific aortic valve stenosis (CAVS).  

Methods: We performed a case-control study in 300 patients with coronary artery disease 

(CAD). Patients with CAVS plus CAD (cases, n=150) were age and gender-matched (1:1) to 

patients with CAD without aortic valve disease (controls, n=150).  Fasting plasma samples were 

assayed for ATX mass and enzymatic activity, Lp(a) and OxPL on apolipoprotein B-100 (OxPL-

apoB).  

Results: Compared to CAD alone, CAVS patients had elevated ATX mass (p<0.0001), ATX 

activity (p=0.05), Lp(a) (0.003) and OxPL-apoB (p<0.0001). After adjustment, we found that ATX 

mass (OR: 1.06, 95%CI: 1.03-1.10 per 10 ng/ml, p=0.001) and ATX activity (OR: 1.57, 95%CI: 

1.14-2.17 per 10 RFU/min, p=0.005) were independently associated with CAVS. ATX activity 

interacted with Lp(a) (p=0.004) and OxPL-apoB (p=0.001) on CAVS risk.  After adjustment, 

compared to patients with low ATX activity (dichotomized at median) and low Lp(a) (<50 mg/dL) 

or OxPL-apoB (<2.02 nM, median) levels (referent), patients with both higher ATX activity (≥84 

RFU/min) and Lp(a) (≥50 mg/dL) (OR: 3.46, 95%CI: 1.40-8.58, p=0.007)  or OxPL-apoB (≥2.02 

nM, median) (OR: 5.48, 95%CI: 2.45-12.27, p<0.0001) had an elevated risk of having CAVS.  

Conclusions: ATX is a novel and independent predictor of CAVS in patients with CAD. 

Keywords: Calcific aortic valve stenosis, calcific aortic valve disease, autotaxin, 

Lipoprotein(a), oxidized phospholipids  
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Introduction  

Calcific aortic valve stenosis (CAVS) is a common heart valve disorder, which is strongly 

associated with age [1,2]. CAVS shares some risk factors with coronary artery disease (CAD) such 

as diabetes, hypertension, metabolic syndrome, dyslipidemia and smoking [3-5]. The pathobiology 

of CAVS is akin to an athero-inflammatory process [6-8]. However, large mineral deposits in the 

lipid-rich area in the aortic valve leads to an obstruction of the aortic valve orifice, whereas micro-

calcification in atherosclerotic blood vessels may participate in plaque rupture [9]. One important 

unresolved question is why some patients develop CAVS, whereas others with similar risk factors 

are exempt from aortic valve mineralization? This conundrum is well exemplified in patients with 

CAD in whom only a small percentage have concomitant CAVS [10]. Recently, Mendelian 

randomization studies have highlighted that the LPA gene, encoding for lipoprotein(a) [Lp(a)], 

was causally related to CAVS [11-13]. In patients with familial hypercholesterolemia, Lp(a) levels 

are associated with aortic valve calcification [14]. However, the process whereby Lp(a) may 

promote the development of CAVS remains to be determined.   

We and others have previously shown that lysophosphatidylcholine (lysoPC) is present in calcified 

aortic valves [15,16]. The oxidation of LDL generates a high level of LysoPC [17,18]. Plasma 

levels of oxidized LDL are associated with the mineralization of the aortic valve [19]. On the other 

hand, autotaxin (ATX) is a lysophospholipase D enzyme that is secreted into the bloodstream and  

transforms LysoPC into lysophosphatidic acid (LysoPA) [20]. LysoPA is a bioactive lipid species 

that promotes inflammation, fibrosis and cell motility [21]. We recently reported that ATX is 

overexpressed in human explanted mineralized aortic valves and that LysoPA promoted the 

development of CAVS in a murine model [22]. Lp(a) is an important carrier of phosphocholine 

containing oxidized phospholipids (OxPL), which may serve as substrate for lipid-modifying 

enzymes. Circulating levels of Lp(a) and OxPL are associated with a faster progression of pre-

existing CAVS [23].  

In this work, we hypothesized that plasma level of ATX (mass and activity) could interact with 

Lp(a) and/or OxPL-apoB and predict the risk of CAVS. We performed a case-control study of 

patients with concomitant CAVS and coronary artery disease (CAD), which were matched with 

patients with CAD but no heart valve pathology. By using this strategy, we ensured that both 

groups had similar risk factor profiles, possibly increasing our ability to discover variable(s) 

specifically linked to CAVS [24].  
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Methods  

Study patients 

In this study, 150 patients with CAVS and CAD (at least one coronary artery stenosis ≥50% at 

angiography) and undergoing a surgery were randomly recruited. Only patients with a tricuspid 

aortic valve were selected in order to study a homogeneous population [24]. These patients were 

matched 1:1 for age (±10yr) and gender with patients scheduled for a coronary artery bypass 

grafting who had no heart valve disease at preoperative echocardiography (normal aortic valve 

function and no sign of sclerosis). Patients with moderate to severe aortic and/or mitral valve 

regurgitation (grade >2) were excluded. Patients with a history of rheumatic disease, endocarditis, 

and inflammatory diseases were excluded. The protocol was approved by the local ethical 

committee and written informed consent was obtained from all study participants. 

Clinical Data 

Previous and current medical history included history of smoking, documented diagnoses of 

hypertension [patients receiving antihypertensive medications or having known but untreated 

hypertension (blood pressure ≥ 140/90 mmHg)], diabetes (fasting glucose ≥ 7 mmol/l or treatment 

with anti-diabetic medication), and detailed information on current medication was collected. 

Body weight, height and waist circumference were measured following standardized procedures. 

Blood pressure, heart rate and NYHA class were also assessed.  

Laboratory Data 

Overnight fasting plasma was collected in EDTA prior to the procedure and immediately processed 

by the laboratory for the measurement of glucose, total cholesterol, low density-cholesterol (LDL-

C), high density-cholesterol (HDL-C), and triglyceride (TG) levels. LDL-C was corrected for the 

cholesterol content in Lp(a) using the following formula: corrected LDL-C = LDL-C – Lp(a) mass 

in mg/dL × 0.3 [25]. Fasting plasma samples were also collected, stored at -80 °C and used for 

Lp(a), OxPL-apoB and ATX measurements. Plasma Lp(a) levels were measured by turbidimetric 

assay using the Tina-quant Lipoprotein(a) Gen.2 system (Cobas integra 400/800, Roche 

Diagnostics, Laval, QC, Canada).   OxPL-apoB was measured with chemiluminescent 

immunoassays as previously described [26].  ATX mass was measured in blood plasma by ELISA 

according to manufacturer instructions (Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, USA) (intra-

assay CV was  < 2%). Plasma ATX activity was measured with the fluorescent-based LysoPC 

analogue FS3 (intra-assay CV was 2.3% ) [27]. Samples were diluted 1/6 and incubated for 15 
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minutes at 37°C. The reaction was initiated with the addition of FS-3 (Echelon Biosciences, Salt 

Lake City, UT, USA) at a final concentration of 3 μM. The reaction was allowed to proceed at 

37°C for 1h and the fluorescence was monitored at 520 nm. 

Statistical Analyses 

Results are expressed as mean ± SD. Continuous data were analyzed using mixed model. The 

statistical models were fitted to compare heterogeneous variances among conditions (CAD and 

CAD+CAVS) and were tested whether the models could be reduced to a mixed model with the 

same variance across factor levels to verify the homogeneity of variances. The univariate normality 

assumption was verified with the Shapiro-Wilk test on the error distribution from the statistical 

model after a Cholesky factorization. If these criteria were met data were analyzed with paired t-

test and otherwise data were compared with the Wilcoxon paired signed- rank test. Correlation 

analyses in which normality assumption and homogeneity of variances occurred were tested with 

Pearson coefficients and otherwise with Spearman coefficients. Categorical variables were 

expressed as a percentage and compared with the McNemar test. A conditional multiple logistic 

regression analysis was used to identify factors independently associated with CAVS. Multiple 

linear regression analyses were used to identify the factors that are independently associated with 

ATX mass and ATX activity. Variables with p values < 0.05 on univariate analysis were entered 

into the multivariate model (Model#1) [medication, ejection fraction, blood platelets count, 

coronary artery disease severity (number of diseased vessels and left main), corrected LDL-

cholesterol, Lp(a), ATX mass or ATX activity]. A second model (model#2) was constructed by 

adding diabetes, hypertension, smoking and HDL-cholesterol to model#1. For OxPL-apoB it was 

introduced in model#1 and #2 in place of Lp(a). A p value <0.05 was considered statistically 

significant. Statistical analyses except for conditional logistic regression and McNemar test were 

performed with the commercially available software package JMP 10.0 (SAS, Cary, NC, USA).  

Conditional logistic regression and McNemar test were performed with SPSS 23.0 (IBM, 

Markham, ON, Canada) and SAS 9.3 (SAS, Cary, NC, USA). 

Results 

Association between autotaxin and CAVS 

Table 4.1 shows the clinical characteristics of patients with CAD and normal aortic valve 

(thereafter referred to as control) vs. CAD and CAVS (thereafter referred as CAVS). The mean 

age of patients was 71 ± 9 years with a relatively high proportion of individuals with hypertension 
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(73%) and diabetes (33%). Patients were matched for age and gender and did not differ with regard 

to clinical risk factors. In the CAVS group, there were lower proportions of patients taking calcium 

channel blockers (CCBs), angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEi) and clopidogrel. Also, 

there was a trend (p=0.05) for a higher proportion of patients on angiotensin receptor blockers 

(ARBs) in the CAVS group. The proportion of patients treated with statins was similar in both 

groups (p=0.47). In patients with CAVS, there were lower proportions of patients with 3-vessel 

(p<0.0001) and left main CAD (p=0.01). With regard to the laboratory data, CAVS patients had a 

higher corrected LDL-cholesterol level (p=0.008), Lp(a) (p=0.003), OxPL-apoB (p<0.0001) and 

a lower platelet blood count (p=0.03). The mass (p<0.0001) and enzymatic activity of ATX 

(p=0.05) were elevated in CAVS patients compared to controls.  

In univariate analyses, we found that ATX mass (OR: 1.03, 95%CI: 1.02-1.04 per 10 ng/ml, 

p<0.0001) was associated with CAVS. A similar trend was observed for ATX activity, but this 

was not statistically significant (OR: 1.10, 95%CI: 0.99-1.21 per 10 RFU/min, p=0.05) (Table 4.2). 

In a multivariable model (model#1), corrected for medications (CCBs, ARBs, ACEi, clopidogrel), 

ejection fraction, the blood platelets count, corrected LDL-cholesterol, Lp(a) and CAD severity 

(1-2 or 3-vessel and left main disease), we found that ATX mass (OR: 1.06, 95%CI: 1.02-1.09 per 

10 ng/ml, p=0.001) was associated with an increased risk of CAVS (Table 4.2). Also, in the same 

model (model#1) ATX activity (OR: 1.45, 95%CI: 1.11-1.91 per 10 RFU/min, p=0.007) was 

associated with CAVS. In a model with further adjustment (model#2) in which diabetes, 

hypertension, smoking and HDL-cholesterol were added into the model#1 we found that ATX 

mass (OR: 1.06, 95%CI: 1.03-1.10 per 10 ng/ml, p=0.001) remained independently related with 

CAVS (Table 4.2). In model#2, we found that ATX activity (OR: 1.57, 95%CI: 1.14-2.17 per 10 

RFU/min, p=0.005) was also independently associated with the risk of CAVS (Table 4.2). Lp(a) 

≥ 50 mg/dL (OR 2.06), OxPL-apoB ≥median (OR 3.36) and corrected LDL (OR: 1.01), were 

univariate predictors of CAVS (Table 4.2). When entered with ATX in multivariate models, Lp(a) 

(p=0.07), OxPL-apoB (p=0.053) and corrected LDL (p=0.52) were not significantly associated 

with CAVS (Table 4.2). Lp(a) had a strong correlation with OxPL-apoB (r=0.74, p<0.0001) and 

thus the two variables were entered separately in multivariate models. In model #2, when ATX 

was not included among the covariables, elevated Lp(a) (≥50 mg/dL as defined by the European 

Atherosclerosis Society)[28] (OR: 4.28, 95%CI: 1.15-15.98, p=0.03) was significantly associated 

with CAVS risk. Similarly, when ATX was not entered in model#2, elevated OxPL-apoB (≥2.02 
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nM, median) was significantly associated with CAVS risk (OR: 7.65, 95%CI: 2.42-24.12, 

p=0.002). 

Interactions of autotaxin with Lp(a) and OxPL  

We next evaluated the relationship between ATX and Lp(a). There was a strong interaction term 

between ATX activity with Lp(a) (p=0.004) and OxPL-apoB (p=0.001) on CAVS. The interaction 

term between ATX activity and corrected LDL was not significant (p=0.18). The interaction terms 

between ATX mass with Lp(a) (p=0.16) and OxPL-apoB (p=0.22) on CAVS were not significant. 

We thus performed analyses with four groups based on ATX activity (≥84 RFU/min, median) and 

Lp(a) (≥50 mg/dL) or OxPL-apoB (≥2.02 nM, median). After adjustment for age and gender 

(matched pairs), we found that when compared to patients with a low ATX activity and a low 

Lp(a) (referent), patients with both elevated ATX activity (≥84 RFU/min, median) and higher 

Lp(a) level (≥50 mg/dL) had a 3.5-fold increased risk of having CAVS (OR: 3.46, 95%CI: 1.40-

8.58, p=0.007) (Figure 1A). Also, after adjustment for age and gender (matched pair) an elevated 

ATX activity (≥84 RFU/min, median) and higher OxPL-apoB (≥2.02 nM) was associated with a 

5.5-fold risk of having CAVS (OR: 5.48, 95%CI: 2.45-12.27, p<0.0001) (Figure 1B).  

Determinants of autotaxin mass and activity   

Age was neither related to ATX mass (r=0.09, p=0.12) nor to the activity (r=0.02, p=0.68) (Table 

4.3). Women had higher ATX mass (732.1 ± 263.7 ng/ml vs. 536.3 ± 180.3 ng/ml, p<0.0001) and 

ATX activity (88.5 ± 24.0 RFU/min vs. 82.7 ± 25.5 RFU/min, p=0.02). In patients with diabetes 

the ATX mass was increased (644.2 ± 278 ng/ml vs. 586.8 ± 205.4 ng/ml, p=0.03), whereas ATX 

activity was unaffected (p=0.71). Statins were neither related to the mass (p=0.22) nor to the 

activity of ATX (p=0.24). Table 4.3 presents the relationships between ATX and continuous 

variables. ATX mass was positively associated with the BMI (r=0.14, p=0.01) and OxPL-apoB 

(r=0.14, p=0.01). ATX mass was inversely related with the hemoglobin level (r=-0.21, p=0.0007). 

Obese patients (BMI≥30) had higher ATX mass (645 ± 242 ng/ml vs. 588 ± 227 ng/ml, p=0.03) 

and, although not statistically significant, a higher ATX activity (87.5 ± 25.6 RFU/min vs. 83.6 ± 

24.6 RFU/min, p=0.11).  ATX activity was modestly but significantly associated with corrected 

LDL-cholesterol blood level (r=0.12, p=0.04) (Table 4.3).  Patients with an elevated Lp(a) level 

had a nonsignificant increase in ATX mass (629±197 ng/ml vs. 599±241 ng/ml, p=0.15). In a 

multivariable model adjusted for age, gender, diabetes, hemoglobin and corrected LDL 

cholesterol, obesity (BMI≥30 kg/m2) (β=40.5 ng/ml, SE=14.9, p=0.006) and an elevated Lp(a) 

(≥50 mg/dL) (β=33.5 ng/ml, SE=16.6, p=0.04) were associated with  higher ATX mass. When 



  

111 

replacing Lp(a) by OxPL-apoB we found that an elevated level of OxPL-apoB (≥2.02 nM, median) 

(β=41.5 ng/ml, SE=13.2, p=0.002) was associated with ATX mass. Also, after adjustment, female 

gender (β=4.7 RFU/min, SE=1.4, p=0.001) and Lp(a) (≥50 mg/dL) (β=3.1, SE=1.5, p=0.04) were 

significantly associated with ATX activity. 

Discussion 

In this work, we showed that circulating ATX is associated with CAVS in patients with CAD. 

After comprehensive adjustments in well-matched groups, we found that both mass and enzyme 

activity of ATX were independently associated with CAVS. When combined, a high ATX activity 

and elevated Lp(a) (≥50 mg/dL) or elevated OxPL-apoB (≥2.02 nM, median) increased the risk of 

CAVS by 3.5-fold and 5.5-fold respectively.  

Lp(a), OxPL, autotaxin and CAVS 

We recently identified ATX as an enzyme involved in the pathobiology of CAVS [22]. First, in 

human explanted CAVS tissues, we found that the enzyme activity of ATX was increased while 

the level of LysoPA was increased by several-fold. Following a series of in-depth investigations, 

we showed that ATX and LysoPA were promoting inflammation and mineralization of the aortic 

valve through a NF-κB/bone morphogenetic 2 (BMP2) pathway. In a mouse model, administration 

of LysoPA increased the osteogenic activity in the aortic valve and accelerated the development 

of CAVS [22]. Moreover, we found in CAVS tissues a protein-protein interaction between ATX 

and apolipoprotein(a) [22]. In the present work, following a comprehensive adjustment in two 

different models, which accounted for confounding variables including the risk factors and lipid 

variables, we found that ATX mass and enzyme activity were independently associated with 

CAVS. Of note, Lp(a) and OxPL-apoB were significantly associated with CAVS only when ATX 

was not entered in the same model. We documented a statistical interaction between ATX activity 

and Lp(a)/OxPL-apoB on the CAVS risk. To this effect, we found a large effect size when 

combining elevated ATX activity with Lp(a) or OxPL-apoB levels on CAVS risk prediction. 

Taken together, these data suggest that ATX and Lp(a)/OxPL have important relationships with 

the pathophysiology of CAVS [29].  

Lp(a) is an LDL particle in which apolipoprotein(a) is co-valently linked to apolipoprotein B-100. 

Recently, genetic association studies have underlined that Lp(a) is causally related to CAVS. 

However, the process whereby Lp(a) promotes the development of CAVS remains to be fully 

investigated. Studies have underlined that Lp(a) is an important carrier of OxPL [30] and previous 
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works have demonstrated that LysoPC as well as LysoPA are generated during the oxidation of 

LDL [18,31]. Although not yet investigated, it is possible that ATX mediates the formation of 

LysoPA from the LysoPC generated during the oxidation of LDL.  Hence, it is possible that ATX 

contributes to produce LysoPA from circulating lipoproteins including Lp(a) thereby generating a 

pro-inflammatory condition that drives the mineralization of the aortic valve. 

Origin of autotaxin and role in CAVS 

ATX was first known as a motility factor involved in tumorigenesis [32,33]. ATX is a secreted 

glycoprotein that converts LysoPC into LysoPA, which promotes cell motility, inflammation, 

calcification and fibrosis. It is believed that the vast majority if not all the circulating LysoPA is 

derived from ATX [34,35]. Plasma ATX likely has multiple sites of origin, but adipose tissue 

appears to be a major source, as adipose tissue specific deletion of ATX results in a 40% reduction 

of circulating LysoPA levels [36,37]. In this regard, we found after appropriate adjustments, that 

plasma ATX mass was associated with obesity. Whether other organs/tissues than the adipose 

depot contribute significantly to produce circulating ATX is presently unknown.  Also, following 

adjustments for clinical and biochemical variables we found that an elevated Lp(a) (≥50 mg/dL) 

was positively associated with ATX mass and activity.  The promoter of ATX contains NF-κB 

responsive elements and whether inflammatory stimuli may also enhance secretion of ATX in the 

context of CAVS remains to be determined [38]. Moreover, ATX is also expressed in the liver 

[39], although the exact contribution of the liver in the metabolism of circulating ATX has not yet 

been investigated.  

Clinical implications   

The present findings may have several clinical implications. First, this study established that ATX 

is associated with CAVS in patients in association with several risk factors and with concomitant 

CAD. Most importantly, an elevated Lp(a) or OxPL-apoB level with higher ATX enzyme activity 

strongly predict CAVS risk in our population. Second, the present study also shed light on potential 

novel mechanism by which Lp(a)/OxPL and ATX may promote the development of CAVS. Third, 

considering that ATX inhibitors are being evaluated in clinical trials, the present observations may 

have important clinical implications for the treatment of CAVS [40]. New therapies are urgently 

needed as surgical replacement of the aortic valve is the only therapeutic option that can be offered 

to symptomatic CAVS patients at the moment.  

 

Limitations  
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The present work was conducted in patients with advanced CAVS plus CAD, which were referred 

for an aortic valve replacement and bypass surgery. Whether ATX mass or activity are also 

associated with mild-to-moderate aortic valve disease and the progression of CAVS remains to be 

investigated. Patients with CAVS and no CAD were not included in this study, therefore, whether 

ATX predicts CAVS and modifies the risk of Lp(a) and OxPL-apoB in these subjects remains to 

be determined. The present study included only patients with a tricuspid aortic valve anatomy. 

Patients with bicuspid aortic valves are at greatly increased risk for CAVS and whether these 

results can be generalized to a larger population of patients with a bicuspid anatomy remains to be 

established. Also, the present investigation does not necessarily support a cause-and-effect 

relationship between ATX and CAVS. However, considering that recent investigations have 

potentially found a causal relationship between Lp(a), OxPL-apoB and CAVS [11,12] and that we 

highlighted the molecular processes whereby ATX promotes calcification of the aortic valve [22]  

the present work certainly generates novel hypothesis. Taken together, these findings suggest that 

an ATX-lipoprotein pathway may play a significant role in CAVS.  

Conclusions 

The present study highlighted that plasma ATX mass and activity are independently associated 

with CAVS. Further work is necessary in order to elucidate the role of ATX in CAVS and whether 

it could be considered as a potential therapeutic target.   
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Tables 

Variables 
Total 

n=300 

CAD 

n=150 

CAD+CAVS 

n=150 
P value 

Clinical      

   Age, years 71 ±9 72 ±9 71 ±9 0.86 

   Male gender, % 65% 65% 65% 1 

   Body mass index, kg/m2 27.7 ±4.8 27.7 ±4.5 27.6 ±5.0      0.73 

   Waist circumference (cm) 101 ±12 100 ±13 101 ±12 0.81 

   Hypertension, % 73% 71% 75% 0.34 

   Diabetes, % 33% 33% 32% 0.79 

   Obesity (BMI≥30), % 70% 71% 70% 0.89 

   Active smoking, % 12% 12% 12% 0.86 

   Peripheral vascular disease 19% 17% 22% 0.25 

Medication     

   Calcium channel blockers, % 47% 55% 39% 0.006 

   ACE inhibitors, % 46% 53% 39% 0.01 

   ARBs, % 13% 9% 17% 0.05 

   Statin, %  88% 88% 89% 0.47 

   Clopidogrel, % 14% 21% 8% 0.02 

Laboratory data     

   Glucose, mmol/L 6.02 ±1.77 5.88 ±1.73 6.16 ±1.79 0.18 

   LDL-cholesterol, mg/dL 91 ±34 84 ±29 99 ±38 0.001 

   HDL-cholesterol, mg/dL 45 ±13 44 ±14 46 ±13 0.10 

   Triglycerides, mg/dL 138 ±68 141 ±73 134 ±62 0.59 

   Lp(a), mg/dL 28.1±33.2 23.7±29.5 32.5±36.2 0.003 

   Lp(a)>50 mg/dL, % 21% 15% 26% 0.03 

   OxPL-apoB, nM 2.23±0.91 1.90±0.83 2.56±0.88 <0.0001 

   Corrected LDL, mg/dL 82.9 76.9 88.9 0.008 

   Platelet count, 109/L 237 ±78 248 ±86 227 ±69 0.03 

   Hemoglobin, g/L 128 ±17 129 ±16 127 ±18 0.35 

   Creatinine, µmol/L 97.2 ±28.9 96.6 ±20.5 97.9 ±35.3 0.41 
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   ATX activity, RFU/min 84.8 ±25.0 82.1 ±25.0 87.5 ±24.7 0.05 

Doppler-echo and angiogram data     

   LVEF (%) 60±14 58±13 61±13 0.04 

   Peak transvalvular gradient, mm Hg -- -- 61 ±22 -- 

   Mean transvalvular gradient, mm Hg -- -- 37 ±14 -- 

   Aortic valve area, cm2 -- -- 0.83 ±0.27 -- 

   Indexed aortic valve area, cm2/m2 -- -- 0.47 ±0.14 -- 

   1-vessel disease, % 22% 6% 39% <0.0001 

   2-vessel disease, % 33% 35% 30% 0.33 

   3-vessel disease, % 44% 57% 31% <0.0001 

   Main left disease,% 13% 18% 9% 0.01 

     

Table 4-1: Clinical characteristics of patients. Legend: Values are mean ± SD or %; CAD, coronary artery 

disease; CAVS, calcific aortic valve stenosis; BMI, body mass index; ACE, angiotensin-converting enzyme; 

ARB, angiotensin receptor blocker; LDL, low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; Lp(a), 

lipoprotein(a); OxPL-apoB, oxidized phospholipids on apolipoprotein B-100; ATX, autotaxin; LVEF, left 

ventricular ejection fraction.
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Variable 

Univariable Analysis   Model#1   Model#2  

 OR (95%CI)   p value   OR (95%CI)   p value  OR (95%CI)   p value 

         

ATX mass  

(per 10 ng/ml) 

1.03 (1.02-1.04) <0.0001  1.06 (1.02-1.09) 0.001   1.06 (1.03-1.10) 0.001 

ATX activity  

(per 10 RFU/min) 

1.10 (0.99-1.21) 0.05  1.45 (1.11-1.91) 0.007   1.57 (1.14-2.17)  0.005 

Lp(a)≥50 mg/dL 2.06 (1.11-3.82) 0.02  2.24 (0.64-7.76)   0.20   4.19 (0.88-19.89)         0.07 

OxPL-apoB≥2.02 nM 

(median) 

3.36 (2.01-5.62) <0.0001  1.84 (0.78-4.33)       0.16   3.37 (0.98-11.54)  0.053 

Corrected LDL (per mg/dL) 1.01 (1.004-1.02) 0.004  1.01 (0.99-1.02)       0.11  1.01 (0.99-1.02)         0.52 

Corrected LDL≥78.8 mg/dL 1.50 (0.91-2.46) 0.11  1.91 (0.70-5.15)       0.20  1.84 (0.60-5.601)          0.28 

(median)        

Table 4-2: Univariable and multivariable analyses for CAVS. Legend: CAVS, calcific aortic valve stenosis; OR, odds ratio; CI, 

confidence interval; ATX, autotaxin; Lp(a), lipoprotein(a); OxPLapoB, oxidized phospholipids on apolipoprotein B-100; LDL, low-

density lipoprotein. Model #1: medications, platelet count, corrected LDL, left ventricular ejection fraction, Lp(a), number of blood 

vessel (coronary artery disease) and ATX mass or activity; model #2: model #1+ diabetes, hypertension, smoking and HDL 

cholesterol; to determine the effect of OxPL, it was introduced in model #1-2 instead of Lp(a).
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Variable 

ATX mass  

(ng/ml) 

 ATX activity 

(RFU/min)  

r p value   r p value 

    

Age, years 0.09 0.12  0.02 0.68 

Body mass index, kg/m2 0.14 0.01  0.02 0.7 

Waist circumference (cm) 0.07 0.20  -0.04 0.5 

Glucose, mmol/L-1 -0.09 0.1  -0.06 0.3 

Corrected LDL cholesterol, mg/dL-1 0.04 0.5  0.12 0.04 

HDL cholesterol, mg/dL-1 0.06 0.3  0.05 0.3 

Triglycerides, mg/dL-1 0.07 0.3  0.08 0.2 

Lp(a), mg/dL-1 0.07 0.23  0.04 0.44 

OxPL-apoB, nmol L-1 0.14 0.01  -0.01 0.80 

Platelet count, 109/L -0.05 0.4  0.07 0.3 

Hemoglobin, g/L-1 -0.21 0.0007  0.11 0.1 

      

Table 4-3: Relationships between ATX and clinical and laboratory variables. Legend: Correlation coefficients (r) 

and P values (Pearson coefficient was used when normality assumption and homogeneity of variance were verified, 

otherwise a Spearman coefficient was calculated). In bold are significant values. ATX, autotaxin; BMI, body mass 

index; LDL, low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; Lp(a), lipoprotein(a); OxPL-apoB, oxidized 

phospholipids on apolipoprotein B-100. 
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Figures legends 

Figure 4-1: Odds ratio (OR) for CAVS in patients according to ATX activity and Lp(a) 

(panel A) or OxPL-apoB levels (panel B). OR calculated after adjustment for age and 

gender (matched pair). 

Figures 
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Résumé 

L’autotaxine dérivé de la lipoprotéine(a) et des cellules 

interstitielles valvulaires entraine la minéralisation de la 

valve aortique  
Introduction : Le rétrécissement aortique calcifié (RAC) est une maladie caractérisée par 

une minéralisation progressive de la valve. Des études récentes de randomisation 

Mendélienne ont révélé la présence d’une association entre la lipoprotéine(a) [Lp(a)] et le 

RAC. Cependant le mécanisme par lequel le Lp(a) entraine la calcification des cellules 

interstitielles de la valve aortique (CIVs) reste inconnu. Le Lp(a) transporte les 

phospholipides oxydés (OxPLs) avec une teneur élevée en lysophosphatidylcholine (LPC). 

L’enzyme autotaxine (ATX) transforme les LPC en acide lysophosphatidique (LPA). 

L’objectif de cette étude était: (1) d’établir la relation entre l’ATX et Lp(a) sur le 

développement du RAC, et (2) de déterminer le rôle de ATX-LPA dans la minéralisation 

des CIVs puis dans un modèle de souris. 

Méthodes : Nous avons documenté l’expression d’ATX dans les valves contrôles et des 

VA calcifiées. En utilisant différentes approches in vitro, nous avons également investigué 

les mécanismes par lesquels l’ATX favorise l’inflammation et la minéralisation de la VA. 

Ces résultats ont ensuite été validés dans un modèle murin de RAC.  

Résultats : L’activité enzymatique de l’ATX était plus élevée dans les VA minéralisées 

provenant des patients avec RAC comparativement aux tissus contrôles. De même, l’ATX 

était hautement exprimée dans les tissus calcifiés par rapport aux tissus contrôles. Par 

ailleurs, dans les VA calcifiées, le marquage immunohistochimique a révélé une 

surexpression d’ATX par les CIVs. Ainsi, nous avons démontré une co-localisation de 

l’ATX avec les phospholipides oxydés et le Lp(a). L’interaction entre ATX et Lp(a) a été 

confirmée par l’analyse de ‘proximity ligation assay’. Nous avons détecté une forte activité 

d’ATX dans la fraction de Lp(a). Nous avons ensuite montré que l’axe ATX-LPA active 

l'inflammation et la minéralisation de la VA via la signalisation NF-κB/IL-6/BMP2. Chez 

les souris LDLR -/-/ApoB 100/100/IGFII, l’ATX est surexprimée. L’injection du LPA chez 

ces souris favorise la minéralisation de la VA et accélère le développement du RAC.  
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Conclusion : L’ATX est transporté dans la VA par le Lp(a)et est sécrétée par les CIVs. 

L’ATX et le LPA favorisent l'inflammation et la minéralisation de la VA et pourrait donc 

représenter de nouvelles cibles thérapeutiques dans le RAC. 

 

Mots-clés: Le rétrécissement aortique calcifié (RAC), la sténose valvulaire aortique 

calcifiée (CAVS), l’autotaxin, ENPP2, l’acide lysophosphatidique, 

lysophosphatidylcholine, lipoprotéine, lipoprotéine (a), les phospholipides oxydés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

127 

Abstract  

Background: Mendelian randomization studies have highlighted that lipoprotein(a) 

[Lp(a)] was associated with calcific aortic valve disease (CAVD). Lp(a) transports 

oxidized phospholipids (OxPLs) with a high content in lysophosphatidylcholine (LPC). 

Autotaxin (ATX) transforms LPC into lysophosphatidic acid. We hypothesized that ATX-

lysophosphatidic acid could promote inflammation/mineralization of the aortic valve.  

Methods and Results: We have documented the expression of ATX in control and 

mineralized aortic valves. By using different approaches, we have also investigated the role 

of ATX- lysophosphatidic acid on the mineralization of isolated valves interstitial cells 

(VICs) and in a mouse model of CAVD.  Enzyme specific ATX activity was elevated by 

60% in mineralized aortic valves compared to control valves. Immunohistochemistry 

studies showed a high level of ATX in mineralized aortic valves, which co-localized with 

OxPL and apolipoprotein(a). We detected a high level of ATX activity in the Lp(a) fraction 

in circulation. Interaction between ATX and Lp(a) was confirmed by in situ proximity 

ligation assay. Moreover, we documented that VICs also expressed ATX in CAVD. We 

showed that ATX-lysophosphatidic acid promotes the mineralization of the aortic valve 

through a NF-κB/IL-6/BMP2 pathway. In LDLR-/-/ApoB100/100/IGFII mice, ATX is 

overexpressed and lysophosphatidic acid promotes a strong deposition of hydroxyapatite 

of calcium in aortic valve leaflets and accelerates the development of CAVD.  

Conclusion: ATX is transported in the aortic valve by Lp(a) and is also secreted by VICs. 

ATX-lysophosphatidic acid promotes inflammation and mineralization of the aortic valve 

and thus could represent novel therapeutic targets in CAVD. 

 

Keywords: Calcific aortic valve disease, calcific aortic stenosis, aortic stenosis, 

lysophosphatidic acid, lysophosphatidylcholine, autotaxin, ENPP2, Lp-PLA2, oxidized-

LDL, oxidized phospholipids, Lp(a), apolipoprotein (a) 
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Introduction  

Mineralization of the aortic valve is the major culprit involved in the development of 

calcific aortic valve disease (CAVD) [1]. There is, so far, no medical treatment for CAVD 

[2]. The main process that triggers pathologic mineralization of the aortic valve remains 

elusive [3]. Recently, three successive studies with a Mendelian randomization design have 

reported a significant association between the LPA gene variant (rs10455872), which 

genetically determines the lipoprotein(a) [Lp(a)] plasma level, and CAVD [4-6]. These 

studies thus suggested a causal relationship between Lp(a) and CAVD risk. Lp(a) is a LDL-

like particle in which an apolipoprotein(a) is linked by a disulphide bridge to apolipoprotein 

B. Lp(a) is a major carrier of oxidized phospholipids (OxPLs) and has been associated with 

atherosclerosis [7]. However, the mechanism(s) by which Lp(a) could promote the 

mineralization of the aortic valve is still unresolved. Mahmut et al. showed that lipoprotein-

associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) is highly expressed in mineralized aortic valve 

and is related to several indices of tissue remodelling [8]. Lp-PLA2 uses OxPLs, which are 

incidentally transported by Lp(a), as substrate and produces lysophosphatidylcholine 

(LPC) [9]. Also, through non-enzymatic pathways, the oxidation of low-density 

lipoproteins (LDL) generates LPC [10-11], a highly reactive metabolite with pro-

osteogenic properties and present in mineralized aortic valves [8,12]. 

Autotaxin (ATX), encoded by the ENPP2 gene, is a lysophospholipase D enzyme that is 

transported in the blood plasma and secreted by different cell populations [13]. ATX uses 

LPC as a substrate and produces lysophosphatidic acid, which has potent pro-inflammatory 

properties [14].The expression and role of ATX in CAVD has never been explored. In this 

work, we hypothesized that ATX may play an important role in mediating inflammation 

and mineralization of the aortic valve.  

Methods    

Procurement of tissues for analyses  

We examined stenotic aortic valves (CAVD) that were explanted from patients at the time 

of aortic valve replacement. The protocol was approved by the local ethical committee and 

informed consent was obtained from the subjects. 
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VICs isolation 

Human VICs were isolated from control non-mineralized aortic valves obtained from 

patients undergoing heart transplantation. 

ATX activity  

Control non-mineralized and CAVD valve tissues were homogenized. The reaction was 

initiated with the addition of FS-3 (Echelon Biosciences, UT, USA) at a final concentration 

of 3 μM. The reaction was allowed to proceed at 37°C for 1h and the fluorescence was 

monitored at 520 nm. 

Western blotting 

Tissue pieces were mixed with lysis buffer. Membranes were blocked with TBS-tween 

containing 5% non-fat dry milk, incubated with ATX (Fisher ThermoScience, QC, Canada) 

and β-actin (Sigma-Aldrich, ON, Canada) antibodies overnight at 4°C. Membranes were 

then washed and incubated with HRP-labeled secondary antibodies (Cell Signaling 

Technology, MA, USA).  

Quantification of lysophosphatidylcholine and lysophosphatidic acid by thin layer 

chromatography  

Aortic valve was homogenized for 30 seconds in 3mL CHCl3:CH3OH (2:1) containing 1% 

butylated hydroxytoluene. Samples were first migrated in CHCl3:CH3OH:H2O (65:24:4) 

and then in hexane: diethyl ether:acetic acid (75:35:1). Visualization was performed using 

0.1% Amido Black 10b in 1M NaCl. 

Immunostaining analyses  

Immunostaining analyses were performed with the following antibodies: ATX (Fisher 

ThermoScience, QC, Canada), ox-LDL (Accurate chemical, ON, Canada), E06 (Avanti 

Polar Lipids, AL, USA), Lp(a) (Novus Biologicals, ON, Canada) and Lp-PLA2 (Abgent, 

CA, USA). Slides were incubated with primary antibodies overnight at 4°C in 1% BSA in 

TBS1X and then washed with TBS1X. The EnVision Dual Link System-HRP and the AEC 

substrate (Dako, CA, USA) were used to detect signal. 
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Proximity ligation assay  

Six μm slices were cut from OCT embedded human mineralized aortic valve leaflets. 

Following permeabilization, the proximity ligation assay (Olink Bioscience, Sweden) was 

performed according to the manufacturer’s instructions using monoclonal antibody 4H1 

(Fisher ThermoScience, QC, Canada) that recognizes apolipoprotein (a) (fragment 4330-

4521) and polyclonal antibody against ATX (Fisher ThermoScience, QC, Canada).  

Real-time PCR 

RNA was extracted from valves explanted from patients, mice and from cells during in 

vitro experiments. Quantitative real-time PCR (qPCR) was performed with Quantitec 

SYBR Green PCR kit from Qiagen on the Rotor-Gene 6000 system (Corbett Robotics Inc, 

CA, USA).  

In vitro analyses of calcification 

Cells were incubated for 7 days with a pro-calcifying medium containing:  DMEM + 5% 

FBS, 10-7 M insulin, 50 μg /ml ascorbic acid and NaH2PO4 at 2 mM.  

Quantification of IKKα and pIKKα 

VICs were collected in cell lysis buffer. CAVD tissues were homogenized in lysis buffer. 

Lysates were used directly in ELISA kit (PathScan®IIKα/Phospho-IKKα (Ser176/180), 

Cell Signaling Technology, Inc., USA). The quantification of IKKα and phospho-IKKα 

was determined in accordance with the manufacturer's instructions and normalized with 

protein content. 

Measurement of IL-6 and ATX in supernatants 

IL-6 was measured in supernatants of human VICs exposed to lysophosphatidylcholine, 

Ki6425 or lysophosphatidic acid for 48 hours. IL-6 was measured by ELISA (R&D 

Systems, MN, USA) according to manufacturer's instructions. 

ATX was measured in supernatants of human VICs using ELISA (Echelon Biosciences, 

UT, USA) according to manufacturer's instructions and normalized with protein content.  

Animals 

All animal protocols were conducted according to guidelines set out by the Laval 

University Animal Care and Handling Committee and are conform with the NIH guidelines 
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for the care and use of laboratory animals. LDLR-/- /ApoB100/100 /IGF2 (on C57Bl/6J 

background) were generated from an established colony at the Heart and Lung Institute. 

C57BL/6 mice were purchased from Jackson Laboratories (MA, USA). Male mice were 

fed ad libitum a high fat, high sucrose, cholesterol diet (55% calories from fat, 28% from 

sucrose, 0.2% cholesterol) for 6 months starting at 12 weeks of age.  

Echocardiography in mice  

The investigator performing echocardiography analyses was blinded to the group 

allocation. Transthoracic echocardiography was performed under 2.5%-isofluorane 

anaesthesia, with a L15-7io (5-12 Megaherz) and S12-4 (4-12 Megaherz) probes connected 

to a Philips HD11XE ultrasound system (Philips Healthcare Ultrasound, Netherlands). 

Statistical analyses 

Results were expressed as means ±SEM. Continuous data were tested for normality of 

distribution with the Shapiro-Wilk test and compared with Student t-test.  For continuous 

data with a non-normal distribution or with a n ≤ 10 the values were compared between 

groups with nonparametric Wilcoxon-Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test when two or 

more than two groups were compared respectively. Post-hoc Steel-Dwass multiple 

comparisons test were performed when the p value of the Kruskal-Wallis test was <0.05. 

Categorical data were expressed as a percentage and compared with Fisher exact test. A p 

value <0.05 was considered as statistically significant. Statistical analyses except for the 

Wilcoxon-Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were performed with commercially 

available software package JMP 10.0. Wilcoxon-Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests 

were performed with Prism 6.0. 

Results 

Expression of autotaxin in calcific aortic valve disease 

We measured the ATX enzyme specific lysophospholipase activity in 47 aortic valves from 

both control (n=12) and CAVD (n=35) (Table 5.1) by using the FS-3 substrate, a 

fluorogenic analogue of LPC. We documented that ATX activity was increased by 60% in 

mineralized aortic valves when compared to control non-mineralized aortic valves (Figure 

1a). The increase in ATX activity in mineralized aortic valves was similar in tricuspid 
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(56%) and bicuspid valves (68%) (Figure 1b). Considering the age difference between the 

groups, in subanalysis we next matched for age and gender the 12 controls with CAVD 

(n=12) (Table 5.2). In valves that were age- and gender-matched, we found that ATX 

activity was increased by 49% in stenotic aortic valves when compared to control non-

mineralized valves (Figure 1c). To further confirm these results, we documented the 

expression of ATX in 12 controls and 15 stenotic aortic valves by western blotting. We 

found that protein level of ATX was increased by 2.7-fold in mineralized aortic valves 

(Figure 1d). Considering that ATX produces lysophosphatidic acid from LPC we next 

measured by thin layer chromatography the levels of lysophospholipids in control and 

mineralized stenotic aortic valves. This analysis indicated that lysophosphatidic acid was 

increased by 1.5-fold in stenotic aortic valves when compared to control non-mineralized 

tissues (Figure 1e and f).  In stenotic aortic valves, the level of lysophosphatidic acid 

surpassed LPC by 11.9-fold (Figure 1g). Hence, these data suggest that a high level of ATX 

activity in mineralized aortic valve is associated with the production of lysophosphatidic 

acid.  

Autotaxin is transported by Lp(a) in the aortic valve  

By using immunohistochemistry studies (control n=15 and CAVD n=15) we found that 

ATX staining was weak in control non-mineralized aortic valves (Figure 2a). However, 

ATX was highly expressed in mineralized aortic valves and appears as a diffuse and a 

cellular staining, suggesting that it is secreted and also possibly transported in the aortic 

valve (Figure 2a and b). We next immunostained aortic valves for lipoproteins and 

determined on adjacent sections the co-localization with ATX. By using an antibody 

reacting with malondialdehyde-modified oxidized-LDL (ox-LDL), we documented that 

the staining in stenotic aortic valves was intense and localized in the fibrosa layer often in 

the vicinity of mineralized nodules where ATX was expressed (Figure 2b). We next used 

the EO6 antibody, which reacts against OxPLs and we documented that it co-distributed 

with ox-LDL and ATX stainings (Figure 2b). As a large fraction of OxPLs are transported 

by Lp(a) in circulation, we next stained aortic valve sections with an antibody against 

Lp(a). The immunostaining for Lp(a) co-distributed with ox-LDL, OxPL and ATX (Figure 

2b). Finally, on adjacent sections we also documented that OxPL, Lp(a) and ATX co-

localized with Lp-PLA2 (Figure 2b). In confocal immunofluorescence studies, ATX co-
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localized with Lp(a) (Figure 2c). Taken together, these data raised the hypothesis that ATX 

is transported by lipoproteins in the aortic valve. To examine this possibility, we measured 

in healthy volunteers the ATX enzyme activity in isolated Lp(a) fractions. In isolated Lp(a) 

fraction, ATX enzyme activity was increased by 4.6-fold when compared to the blood 

plasma (Figure 2d). These data further supported the hypothesis that ATX is transported in 

the bloodstream by lipids and enriched in the Lp(a) fraction. To further substantiate this 

finding, we next used in situ proximity ligation assay, which allows the detection of 

protein-protein interactions in tissue sections (Figure 2e). We used the monoclonal 

antibody 4H1 that recognizes the apolipoprotein (a) (fragment 4330-4521) and a polyclonal 

antibody against ATX. By using proximity ligation assay in mineralized aortic valves, we 

found that ATX was forming a complex with apolipoprotein(a) (each red dot represents 

apolipoprotein(a) and ATX interaction) (Figure 2f). Taken together, these findings suggest 

that ATX is possibly transported in the aortic valve by Lp(a).  

Autotaxin is expressed by VICs: relationships with remodelling and inflammation 

We next hypothesized that in addition of being transported by lipoproteins, ATX could 

also be produced and secreted by VICs. By using confocal microscopy, we documented in 

stenotic aortic valves that ATX positive cells co-expressed vimentin, a marker expressed 

by VICs (Figure 3a). Human VICs were isolated from non-mineralized aortic valves 

obtained during heart transplantation and we determined in isolated cells the expression of 

ATX by using immunofluorescence. We found that isolated VICs also widely expressed 

ATX, which is located in the cytosol and enriched in the perinuclear region (Figure 3b). 

We next measured the mRNA levels of ATX in 67 stenotic aortic valves (Table 5.3) and 

compared its expression with the remodelling score. In valves with a higher level of mRNA 

encoding for ATX (≥13.2 copies/HPRT, median) there was a higher remodelling score 

(Figure 3c).  The expression of ATX was associated with the expression of IL-6 (Figure 

3d) and indices of inflammation (Supplementary Figure 1). To confirm that the NF-κB 

pathway is activated in CAVD and related to ATX, we next measured in 10 mineralized 

aortic valves the phosphorylated IKKα (Ser 176-180)/IKKα ratio, which is upstream in the 

NF-κB pathway. In valves with an elevated ATX mRNA level the total amount of IKKα 

was not modified (Figure 3e), whereas the phosphorylated IKKα (Ser 176-180)/IKKα ratio 
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was increased by 1.7-fold (Figure 3f). These findings confirmed that ATX is related to 

tissue remodelling and the activation of the NF-κB pathway in CAVD. 

Lysophosphatidylcholine stimulates the NF-κB pathway in VICs: role for mineralization 

Lp-PLA2, which is highly expressed in mineralized aortic valves and co-localizes with 

ATX, uses ox-LDL to produce the highly reactive LPC. Moreover, the oxidation of LDL 

leads to the production of LPC, which is incidentally present in human mineralized aortic 

valves. In turn, LPC is the natural substrate of ATX. We first assessed the role of LPC on 

the activation of inflammatory pathway. Immunofluorescence studies in isolated VICs 

demonstrate a nuclear translocation of the p65 subunit of NF-κB in response to LPC, 

indicating that the inflammatory pathway is activated. In control non-treated VICs, we 

observed that p65 is mostly localized in the cytosol (Figure 4a). However, in VICs exposed 

to low concentration of LPC (100 nM) (blood plasma levels ~200μM) [15] the p65 subunit 

is progressively translocated to nucleus in 30 minutes, indicating activation of the NF-κB 

pathway (Figure 4a). We previously showed that activation of NF-κB pathway in VICs 

promotes the production of IL-6, which by a paracrine effect mediates the mineralization 

of cell cultures through the production of bone morphogenetic protein 2 (BMP2) [16]. We 

thus measured by ELISA the levels of IL-6 in supernatants of VICs. In isolated VICs, we 

found that a 24 hours exposure to LPC (100nM) increased the secretion of IL-6 by 3.5-fold 

(Figure 4b). VICs were next treated for 7 days with the mineralizing medium with or 

without LPC (100 nM) and the levels of mineralization were measured. We documented 

that BAY11-7085 (an inhibitor of IκB phosphorylation, which is upstream of NF-κB) 

prevented the mineralization of VICs induced by LPC (Figure 4c and g). IL-6 silencing 

(Figure 4d) negated LPC-induced mineralization of VICs (Figure 4e and h). Also, LPC-

induced mineralization of VICs was abrogated by a treatment of cell culture with noggin, 

an inhibitor of bone morphogenetic proteins (BMP) (Figure 4f and i).  Thus, these data 

indicate that LPC mediates the mineralization of VICs through a NF-κB/IL-6/BMP 

pathway. 

The pro-inflammatory and mineralizing effects of lysophosphatidylcholine are mediated 

by autotaxin 

We next hypothesized that LPC-mediated activation of NF-κB/IL-6/BMP pathway and 

mineralization was mediated by ATX, which is also secreted by VICs. To test this 
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hypothesis, we performed a siRNA for ATX, which reduced significantly the mRNA level 

and enzyme activity of ATX (Figure 5a and b). The siRNA also reduced by 43% the level 

of ATX secreted in the supernatant (Figure 5c). In isolated VICs, LPC (100nM) increased 

the level of mRNA encoding for IL-6 by several-fold, whereas a siRNA for ATX reduced 

this rise significantly (Figure 5d). These data suggested that LPC promotes the activation 

of the NF-κB pathway through an ATX-dependent process. To test this hypothesis, we 

measured the phosphorylation of IKKα. In this experiment, we found that LPC (100nM) 

increased the phosphorylated IKKα (Ser 176-180)/IKKα ratio, whereas a silencing of ATX 

abrogated this activation (Figure 5e). The treatment of VICs with LPC (100 nM) also 

increased the expression of BMP2 by 7.6-fold, whereas a siRNA for ATX reduced 

significantly this response (figure 5f). A siRNA for ATX negated the LPC-induced rise of 

transcript encoding for runt related transcription factor 2 (Runx2), a master transcription 

factor involved in osteogenic transition of cells (Figure 5g). Similarly, the silencing of ATX 

prevented the LPC-induced rise of osteogenic markers: osteonectin (SPARC) (Figure 5h), 

alkaline phosphatase (ALP) (Figure 5i) and collagen 1α (COL1A1) (Figure 5j).  The 

knockdown of ATX also negated the pro-mineralizing effect of LPC (Figure 5k). Hence, 

these data confirmed that ATX is promoting the inflammation and mineralization of VIC 

cultures. We next verified if, in turn, inflammation may promote the mineralization of VICs 

in an ATX dependent manner. We first treated VICs with tumor necrosis α (TNF-α), a 

known promoter of mineralization in the aortic valve. The addition of TNF-α (10 ng/ml) 

for 6 hours in VIC cultures increased the activity of ATX by 156% in cell supernatants, 

suggesting that it promoted the secretion of ATX by VICs (Figure 5l). In a mineralization 

assay over 7 days a co-treatment with LPC (100 nM) and TNF-α (10 ng/ml) increased 

significantly the calcium content of VIC cultures, whereas a silencing of ATX negated this 

effect (Figure 5m). Hence, silencing of ATX prevented TNF-α-induced mineralization of 

VICs.  

Lysophosphatidic acid generated by autotaxin promotes the mineralization of VICs  

Considering that ATX is secreted by VICs and mediates the pro-mineralizing effect of LPC 

through a NF-κB/IL-6/BMP pathway, we hypothesized that lysophosphatidic acid was the 

end-product mediating these effects. We treated VICs with Ki16425, an antagonist of 

lysophosphatidic receptors 1-3 (LPAR1) and (LPAR3), and measured the mRNA level of 
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IL-6 in response to LPC (100nM).  Of interest, Ki16425 blocked the rise of IL-6 transcript 

induced by LPC (Figure 6a). This finding was next corroborated by measuring IL-6 in 

supernatants of VIC cultures. In this assay, we found that LPC-induced secretion of IL-6 

was prevented by Ki16425 (Figure 6b). Ki16425 also prevented the mineralization of VIC 

cultures induced by LPC (100 nM) (Figure 6c). These data suggested that LPC is 

transformed by ATX into lysophosphatidic acid, which has potent pro-inflammatory and 

pro-mineralizing activities. To test this hypothesis, we treated VICs with lysophosphatidic 

acid (10μM) (the normal concentration of lysophosphatidic acid in the blood plasma and 

serum is in the low micromolar range and may surpass 10μM in atherosclerotic plaques) 

[17] and we measured the production of IL-6 and mineralization levels. In VIC cultures 

treated with lysophosphatidic acid, we observed a significant increase of IL-6 in 

supernatants (Figure 6d). We found that lysophosphatidic acid increased the mineralization 

of VIC cultures by 7.0-fold, whereas Ki16425 negated this process (Figure 6e). Moreover, 

a siRNA for IL-6 prevented lysophosphatidic acid-induced mineralization of VIC cultures 

(Figure 6f). 

Lysophosphatidic acid promotes the development of CAVD in mice 

Considering our in vitro findings, we next evaluated if lysophosphatidic acid could 

promote/accelerate the development of CAVD in a mouse model. LDLR-/-

/ApoB100/100/IGFII transgenic mice (IGFII) develop CAVD under a high-fat/high-sucrose 

(HF-HS) diet while C57BL/6 mice under HF-HS diet do not develop CAVD [18]. After 6 

months of HF-HS diet, a staining for OxPLs with E06 antibody showed an intense signal 

in leaflets of IGFII mice, whereas OxPLs were barely detectable in aortic valves of 

C57BL/6 mice (Figure 7a). In immunofluorescence studies we found that the IGFII mice 

had a higher expression of ATX in aortic leaflets compared to control C57BL/6 (Figure 

7b).  The level of mRNA encoding for ATX in the aortic root was significantly elevated in 

the IGFII mice compared to C57BL/6 mice (Figure 7c). In the blood plasma, the ATX 

activity was increased in the IGFII mice (Figure 7d) and correlated with the blood level of 

cholesterol (r=0.72, p=0.005) (Figure 7e). Similarly to our human findings, these data 

suggested that ATX-lysophosphatidic acid may play a role in the development of CAVD. 

We next treated IGFII mice under HF-HS diet with lysophosphatidic acid (2 nmol, twice 

weekly i.p.) or with the diluent (control) for 6 months. At 6 months, the blood levels of 
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cholesterol were similar between IGFII mice treated with the diluent and lysophosphatidic 

acid (Suppl. Table 1). In both groups of IGFII mice (control and lysophosphatidic acid) the 

transaortic velocities were significantly increased at 6 months when compared to baseline 

values (Suppl. Table 2). However, the delta transaortic velocity (value at 6 months – 

baseline) was increased by 91% in IGFII mice receiving lysophosphatidic acid compared 

to control IGFII mice (Figure 7f). Consistently, compared to baseline value the aortic valve 

area measured at 6 months was significantly decreased in IGFII mice receiving 

lysophosphatidic acid (0.765±0.001 mm2 vs. 1.319±0.001 mm2, p=0.03) (Suppl. Table 2). 

We next used a fluorescent imaging agent (OsteoSense 680EX) to detect hydroxyapatite 

of calcium in aortic valve leaflets. At 6 months, the signal for hydroxyapatite of calcium in 

aortic valve leaflets was increased by 1.7-fold in lysophosphatidic acid-treated mice 

compared to control IGFII mice (Figure 7g). Accordingly, alizarin red staining for minerals 

performed at 6 months showed a greater amount of staining in aortic valves of 

lysophosphatidic acid-treated mice (Figure 7h). In the aortic root, the level of mRNA 

encoding for BMP2 was increased in mice treated with lysophosphatidic acid (Figure 7i). 

Immunofluorescence studies showed a higher signal for BMP2 in aortic valve leaflets of 

IGFII mice receiving lysophosphatidic acid injections (Figure 7j).  These data suggest that 

ATX is overexpressed in a mouse model of CAVD and that lysophosphatidic acid promotes 

and accelerates the development of calcific aortic valve stenosis. 

Discussion 

In this study, we identified for the first time, that ATX and lysophosphatidic acid are 

involved in the pathobiology of CAVD (Figure 8). In this regard, we found that 

lysophosphatidic acid derived from ATX promoted a strong osteogenic response in VICs 

and accelerated the development of CAVS in a mouse model.  

Lp(a) and autotaxin: role in CAVD 

Oxidized-low density lipoprotein (ox-LDL) has been associated with inflammation and the 

remodelling process of the aortic valve [19-21]. One potent and bioactive mediator of ox-

LDL is represented by the OxPLs. The pro-inflammatory property of Lp(a) is believed to 

be derived from its high content in OxPLs. A high level of OxPLs in small 

apolipoprotein(a) isoforms is associated with elevated levels of Lp(a) [22]. The recent 
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discovery that LPA gene polymorphism (rs10455872) is causally related to CAVD has 

raised the question of how Lp(a) promotes the development of CAVD [23]? OxPLs are 

substrate of Lp-PLA2, which is highly expressed in mineralized aortic valves. [8,24]. Lp-

PLA2 produces LPC, a highly reactive lipid metabolite, which is incidentally the substrate 

for ATX. LPC is also an important component of circulating ox-LDL and present in the 

aortic valve. In this work, we established that the pro-inflammatory/mineralizing effects of 

LPC are mediated by ATX. In addition, we found that inflammatory stimuli such as TNF-

α promoted the secretion of ATX and increased the mineralization of VICs. Of interest, the 

promoter region of ATX contains NF-κB consensus site and in isolated Hep3B cells TNF-

α induced the production of ATX [25]. In the present work, a knockdown ATX prevented 

the pro-mineralizing effect of TNF-α. Hence, ATX is induced by inflammatory mediators 

and is also a potent promoter of inflammation/mineralization. We also established that 

ATX is likely transported by Lp(a) in the aortic valve. To this effect, ATX activity was 

elevated by 4.6-fold in the Lp(a) fraction. In addition, by using in situ proximity ligation 

assay, which allows the detection of protein complex interactions, we documented in 

mineralized aortic valves that ATX interacts with apolipoprotein(a). These facts strongly 

suggest that ATX is transported in the bloodstream by Lp(a), which accumulates in the 

aortic valves. Also, we found that VICs express a high level of ATX, which is secreted in 

the extracellular space where it transforms LPC into lysophosphatidic acid. In IGFII mice 

with CAVD, the expression of ATX was increased in the aortic valves and in the blood 

plasma. Although mouse do not have Lp(a), we found a significant correlation between 

circulating ATX activity and the plasma cholesterol level, suggesting that similarly to our 

human findings ATX is possibly enriched in lipid fractions. Hence, during CAVD there is 

a considerable build-up of lysophosphatidic acid, which mediates inflammation and 

mineralization of the aortic valve.  

Autotaxin: role in inflammation and mineralization of the aortic valve 

Human mineralized aortic valves with an elevated level of ATX had a higher remodelling 

score and a higher level of inflammation. In this regard, the level of transcript encoding IL-

6 was higher in valves with an elevated amount of ATX. Isolated cell experiments 

confirmed that ATX plays a pivotal role in mediating the pro-inflammatory effect of LPC, 

an important lipid component derived from OxPL/ox-LDL. We found in isolated VICs that 
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LPC-induced phosphorylation of IKKα, which is upstream in the NF-κB cascade, was 

inhibited by silencing ATX. Moreover, in mineralized aortic valves a higher level of ATX 

mRNA was associated with an elevated level of phosphorylated IKKα. We also found that 

LPC-induced secretion of IL-6 by VICs was negated by a siRNA targeting ATX. El 

Husseini et al. previously documented in VICs that secretion of IL-6, a downstream target 

of NF-κB, promoted the osteogenic transition of cells through the production of BMP2 

[16]. We found that LPC induced the rise of osteogenic transcripts including BMP2, Runx2 

and osteonectin, whereas a silencing of ATX prevented this effect. Moreover, a knockdown 

of ATX prevented LPC-induced mineralization of VIC cultures. Hence, these findings 

indicate that ATX plays a central role in mediating inflammation/mineralization of the 

aortic valve induced by LPC.   

Lysophosphatidic acid and CAVD 

ATX is the major source of lysophosphatidic acid both in circulation and at the tissue level 

[26]. The present study showed that when compared to LPC the level of lysophosphatidic 

acid was higher by several-fold in mineralized aortic valves. Hence, it strongly suggests 

that ATX, which is highly expressed and enzymatically active in mineralized aortic valves, 

promotes a sustained conversion of LPC into lysophosphatidic acid with osteogenic 

properties. In VIC cultures, lysophosphatidic acid induced the mineralization of cells which 

was negated by a silencing of IL-6, suggesting that lysophosphatidic acid promoted the 

osteogenic transition of VICs through an inflammatory pathway. Zhou et al. showed that 

administration of lysophosphatidic acid (at the same dose used in the present study) for 4 

weeks accelerated inflammation and atherosclerosis development in apoE-/- mice [27]. In 

the present study, we found that administration of lysophosphatidic acid for 6 months in 

IGFII mice elevated the expression of BMP2 and greatly increased the deposition of 

hydroxyapatite of calcium in aortic valve leaflets and accelerated the development of aortic 

stenosis.  Taken together, these findings indicate that lysophosphatidic acid promotes the 

mineralization of the aortic valve through a NF-κB/IL-6/BMP pathway.  

Clinical implications 

This work has potentially important translational impact. We demonstrated that a high level 

of ATX, which is transported by Lp(a) and also secreted by VICs, is an important driver 

of the mineralization of the aortic valve. In a mouse model, lysophosphatidic acid, a 
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downstream product of ATX, increased the deposition of calcium in aortic valve leaflets 

and increased the rise of transaortic velocities by 91%.  Mineralization of the aortic valve 

is regarded as a major culprit in the development/progression of CAVD. Hence, a 

pharmacological treatment that could stop or prevent ectopic mineralization of the aortic 

valve could lead to novel form of therapy for CAVD. In this regard, inhibition of ATX or 

blocking LPAR1-3 could represent novel avenues that warrant further research [28]. 

Limitations 

The expression of ATX was documented in human aortic valves with an advanced 

pathologic process. Hence, correlation between ATX and the remodelling score was 

limited to tissues with an advanced disease, thus limiting the range of variation.  

Conclusion 

In this work, we highlighted that ATX-lysophosphatidic acid promotes the mineralization 

of the aortic valve through a NF-κB/IL-6/BMP pathway. ATX and lysophosphatidic acid 

could represent novel potential targets in the treatment of CAVD.  
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Tables 

 

Table 5-1. Clinical characteristics of patients for ATX activity. Legend: Values are 

mean±SEM or %; P values: Student t test or Fisher exact test. ATX indicates autotaxin; 

BMI, body mass index; CAVD, calcific aortic valve disease; HDL, high-density 

lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; and SEM, standard error of the mean. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variables 
Control valves 

(n=12) 

CAVD 

(n=35) 

p-value 

Age 60  1 68  2 0.0001 

Male (%) 67 57 0.73 

Smoking (%) 0 20 0.17 

Hypertension (%) 33 69 0.044 

Diabetes mellitus (%) 42 31 0.72 

Coronary heart disease (%) 67 46 0.31 

Bicuspid aortic valves (%) 0 34 0.021 

BMI (kg/m
2
) 28.2  1.7 27.6  0.8 0.56 

Statins (%) 100 94 1 

Aortic valve area (cm
2
) -- 0.79  0.03 -- 

Aortic mean gradient(mmHg) -- 40.6  1.9 -- 

Triglycerides (mmol/L) 1.44  0.08 1.44  0.12 0.50 

LDL (mmol/L) 2.33  0.46 2.20  0.16 0.59 

HDL (mmol/L) 1.03  0.07 1.27  0.06 0.017 

Creatinine (μmol/L) 135.4  17.8 90.7  4.4 0.015 

Creatinine clearance(ml/min)  55.6  6.4 74.2  3.5 0.011 
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Table 5-2. Clinical Characteristics of Age and Sex-Matched patients. Legend: Values 

are mean±SEM or %; P values: Student t test or Fisher exact test. BMI indicates body 

mass index; CAVD, calcific aortic valve disease; HDL, highdensity lipoprotein; LDL, 

low-density lipoprotein; and SEM, standard error of the mean. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variables 
Control valves 

(n=12) 

CAVD 

(n=12) 

p-value 

Age 60  1 61  1 0.70 

Male (%) 67 67 1 

Smoking (%) 0 25 0.21 

Hypertension (%) 33 83 0.036 

Diabetes mellitus (%) 42 42 1 

Coronary heart disease (%) 67 42 0.41 

Bicuspid aortic valves (%) 0 67 0.001 

BMI (kg/m
2
) 28.2  1.7 28.3  1.4 0.47 

Statins (%) 100 83 0.47 

Aortic valve area (cm
2
) -- 0.81  0.07 -- 

Aortic mean gradient(mmHg) -- 40.2  5.7 -- 

Triglycerides (mmol/L) 1.44  0.08 1.52  0.22 0.38 

LDL (mmol/L) 2.33  0.46 1.99  0.21 0.74 

HDL (mmol/L) 1.03  0.07 1.20  0.09 0.097 

Creatinine (μmol/L) 135.4  17 91.0  8.4 0.019 

Creatinine clearance(ml/min)  55.6  6 78.2  6 0.013 
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Table 5-3. Clinical Characteristics of Patients. Legend: Values are mean±SEM or %. 

BMI indicates body mass index; CAVD, calcific aortic valve disease; HDL, high-density 

lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; and SEM, standard error of the mean. 

 

 

 

 

Variables 
CAVD 

(n=67 

Age 70  1 

Male (%) 57 

Smoking (%) 9 

Hypertension (%) 60 

Diabetes (%) 25 

Coronary heart disease (%) 45 

Bicuspid aortic valves (%) 25 

BMI (kg/m
2
) 27.7  1 

Statins (%) 57 

Aortic valve area (cm
2
) 0.77  0.02 

Aortic mean gradient(mmHg) 40.6  1.7 

Triglycerides (mmol/L) 1.41  0.07 

LDL (mmol/L) 2.31  0.11 

HDL (mmol/L) 1.35  0.04 

Creatinine (μmol/L) 88.6  3 

Creatinine clearance(ml/min)  73.2  2.3 
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Figures legends 

Figure 5-1: Autotaxin, its substrate (LPC) and product (lysophosphatidic acid) in 

calcific aortic valve disease 

a-c) Measurements of ATX lysophospholipase D activity in human tissues; control (CTL) 

(n=12) versus calcified (CAVD) valves (n=35) (a), calcified tricuspid (n=23) and bicuspid 

valves (n=12) (b), and in age- and gender-matched control (n=12) versus calcified valves 

(n=12) (c). d) Representative western blot analysis showing levels of ATX for 6 control 

and 6 CAVD valves; Western blot were performed in control (n=12) versus calcified 

tissues (n=15) and quantified. e-f) Representative thin layer chromatography analysis of 

lysophosphatidic acid (LPA) and lysophosphatidylcholine (LPC) in control and 

mineralized aortic valves (e); quantification of the amount of lysophosphatidic acid (LPA) 

in control (CTL) (n=5) vs. CAVD (n=7) (f). g) Level of LPA vs. LPC in CAVD tissues. * 

p < 0.05 compared with control valves. RFU: relative fluorescent unit. In panels d, f and g 

values are mean ± SEM. In panels a-c distributions are shown with box-plot graphs 

showing interquartile range (box) and 95% confidence interval (bars). p values: Wilcoxon-

Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test; * p < 0.05 for intergroup comparison with Steel-

Dwass test.  ATX indicates autotaxin; CAVD, calcific aortic valve disease; RFU, relative 

fluorescent unit; and SEM, standard error of the mean 

Figure 5-2: Autotaxin co-localized with Lp(a) in the aortic valve 

a) Immunohistochemistry studies of ATX in control non-mineralized and CAVD tissues 

(representative of 15 controls and 15 CAVD); b) Immunostainings for ATX, oxidized-LDL 

(ox-LDL), oxidized phospholipids (OxPLs), Lp(a), Lp-PLA2 and control with secondary 

antibody alone in mineralized aortic valves. Scale bar 150µM. c) Confocal images showing 

the co-localization (appears in yellow) of Lp(a) and ATX. The DIC image shows the region 

where images were acquired on the tissue. Scale bar 40µM. d) Measurements of ATX 

activity in blood plasma and Lp(a) fraction from healthy donors (n=5). e) Cartoon of the 

proximity ligation assay. f) Confocal analysis of proximity ligation assay displaying 

interactions between ATX and apolipoprotein(a) (red dots) (representative of n=3). Scale 

bar 40µM. Values are mean ± SEM. RFU: relative fluorescent unit. p value: Wilcoxon-
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Mann-Whitney test. AB indicates antibody; ATX, autotaxin; CAVD, calcific aortic valve 

disease; CTL, control; Dapi, 4′,6-diamidino-2 phenylindole; DIC, differential interference 

contrast; Lp(a), lipoprotein(a); Lp-PLA2, lipoprotein-associated phospholipase A2; RFU, 

relative fluorescent unit; and SEM, standard error of the mean. 

Figure 5-3: Autotaxin is expressed by VICs and correlates with indices of tissue 

remodelling and inflammation of the valve 

a and b) Confocal images showing co-expression of vimentin (a marker expressed by VICs) 

and ATX in stenotic aortic valves (a) and peri-nuclear localization of ATX in isolated VICs 

(b). Scale bars 20µM. c-d) mRNA levels of ATX (dichotomized at median value) and 

relationships with the remodelling score (n=67) (c) and IL-6 mRNA (d). e-f) IKKα and 

ratio of phosphorylated IKKα over total IKKα according to ATX mRNA levels 

(dichotomized at the median value) (n=10). Values are mean ± SEM. p values: Wilcoxon-

Mann-Whitney test. ATX indicates autotaxin; Dapi, 4′,6-diamidino-2 phenylindole; IKKα, 

IκB kinase α; HPRT, hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase; IL-6, interleukin 

6; pIKKα, phosphorylated IKKα; SEM, standard error of the mean; and VIC, valve 

interstitial cell. 

Figure 5-4: Lysophosphatidylcholine mediates mineralization by stimulating the NF-

κB/IL-6/BMP pathway in VICs 

a) Epifluroscence images showing translocation of p65 subunit of NF-κB from the cytosol 

to the nucleus in response to LPC (100 nM) treatment. Scale bar 40µM. b) ELISA 

measurement of secreted IL-6 in isolated VIC cultures treated with LPC (100nM) for 24 

hours (n=6). c) LPC-induced mineralization of VICs with or without IκB phosphorylation 

inhibitor, BAY11-7085 (n=6). d) Quantification of IL-6 silencing by real time PCR (n=5). 

e and f) LPC-induced mineralization with or without siIL-6 treatment (e) or the BMP 

inhibitor noggin (f) (n=6). Experiments in panels c, e and f were independently 

corroborated by using alizarin red staining shown below the graphs showing biochemical 

determination of calcium (g-i) (n=3). Values are mean ± SEM. LPC 

(lysophosphatidylcholine): 100 nM; Noggin: 2.5µM. p values: Wilcoxon-Mann-Whitney 

or Kruskal-Wallis test; * p < 0.05 for intergroup comparison with Steel-Dwass test.  BMP 
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indicates bone morphogenetic protein; CTL, control; Dapi, 4′,6-diamidino-2- 

phenylindole; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; HPRT, hypoxanthine guanine 

phosphoribosyltransferase; IL-6, interleukin 6; LPC, lysophosphatidylcholine; NF-κB, 

nuclear factor κB; PCR, polymerase chain reaction; SEM, standard error of the mean; 

siCTL, scramble small interfering RNA for negative control; siIL-6, small interfering RNA 

for IL-6; and VIC, valve interstitial cell. 

Figure 5-5: Knockdown of autotaxin blocked LPC-induced inflammatory and 

mineralizing effects in VICs 

a-c) Reduced ATX mRNA (a) (n=6), ATX activity (b) (n=5), and secreted ATX level (c) 

(n=7),  by siRNA silencing. d-h) Effect of silencing ATX on LPC-induced rise of IL-6 

mRNA (d) (n=5), phospho-IKKα/IKKα ratio (e) (n=5), BMP2 mRNA (f) (n=5), Runx2 

mRNA (g) (n=5), osteonectin (h) (n=5), ALP (i) (n=5) and COL1A1 mRNA levels (j) 

(n=5).  k) Effect of silencing ATX on LPC-induced mineralization of VICs (n=6). l) ATX 

activity in VIC supernatants in control and after TNF-α treatment for 24 hours (n=6). m) 

Mineralization of VICs after 7 days (n=6) following treatment with LPC with or without 

TNF-α and silencing of ATX.  Values are mean ± SEM. LPC: 100 nM; TNF-α:10 ng/ml; 

p values: Wilcoxon-Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test; * p < 0.05 for intergroup 

comparison with Steel-Dwass test.  ALP indicates alkaline phosphatase; ATX, autotaxin; 

BMP2, bone morphogenetic protein 2; IKKα, IκB kinase α; HPRT, hypoxanthine guanine 

phosphoribosyltransferase; IL-6, interleukin 6; LPC, lysophosphatidylcholine; Runx2, 

runt-related transcription factor 2; SEM, standard error of the mean; siATX, small 

interfering RNA for autotaxin; siCTL, scramble small interfering RNA for negative 

control; TNF-α, tumor necrosis factor α; and VIC, valve interstitial cell. 

Figure 5-6: Lysophosphatidic acid promotes VICs mineralization 

a-c) Effect of LPAR1-3 inhibitor, Ki16425, on LPC-induced IL-6 mRNA expression (a) 

(n=6), secretion of IL-6 (b) (n=6) and LPC-mediated mineralization (c) (n=6). d) LPA 

(10μM) treatment increased IL-6 production (n=5). e) Effect of Ki16425 on LPA-induced 

mineralization (n=6). f) Effect of silencing IL-6 on LPA-mediated mineralization (n=6). a, 

b) * p < 0.05 compared with control (CTL); # p < 0.05 compared with LPC. Values are 
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mean ± SEM. LPC:100 nM; LPA (lysophosphatidic acid): 10μM; Ki16425:10µM; p 

values: Wilcoxon-Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test; * p < 0.05 for intergroup 

comparison with Steel-Dwass test.  CTL indicates control; HPRT, hypoxanthine guanine 

phosphoribosyltransferase; IL-6, interleukin 6; LPA, lysophosphatidic acid; LPAR1–3, 

lysophosphatidic receptors 1 to 3; LPC, lysophosphatidylcholine; SEM, standard error of 

the mean; siCTL, scramble small interfering RNA for negative control; and siIL-6, small 

interfering RNA for IL-6. 

Figure 5-7: ATX and lysophosphatidic acid in a mouse model of CAVD 

a) Immunohistochemistry analyses of oxidized phospholipids (OxPLs) in aortic valve 

leaflets of C57/BL7 mice (C57) and LDLR-/-/ApoB100/100/IGFII transgenic mice (IGFII). 

Scale bar 100µM. b) Epifluorescence images of ATX and fluorescent signal quantification 

of aortic valve leaflets (n=12). Scale bars; 4X: 500µM, 10X: 100µM and 40X: 20µM. c) 

Level of ATX mRNA in aortic root (n=12). d) ATX activity in blood plasma (n=10). e) 

Correlation between plasma ATX activity and blood cholesterol level (n=10). f) Delta (6 

months-baseline) for transaortic velocity measurements in control (IGFII) and 

lysophosphatidic acid-treated IGFII mice (LPA) (n=12). g) Spectral images showing signal 

intensities of calcified areas (hydroxyapatite) in mice aortic valve leaflets labeled with 

Osteosense 680EX. Scale bars; 10X: 100µM and 40X: 20µM. h) Alizarin red staining (for 

calcium) seen in polarized light and quantification of mineralized areas in control IGFII 

and LPA-treated IGFII mice (n=12). Scale bar 100µM.  i) BMP2 mRNA levels in aortic 

root in control IGFII and LPA-treated IGFII mice (n=12). j) Epifluorescence images 

showing the expression of BMP2 in aortic valve leaflets of control IGFII and LPA-treated 

IGFII mice (n=11). Scale bar:100µM. Values are mean ± SEM; p values: Wilcoxon-Mann-

Whitney test. ATX indicates autotaxin; BMP2, bone morphogenetic protein 2; CAVD, 

calcific aortic valve disease; and SEM, standard error of the mean. 

Figure 5-8: Working model for ATX in CAVD 

Schematic representation of the pathway involved in autotaxin-mediated inflammation, 

mineralization and osteogenic transition. ATX indicates autotaxin; BMP2, bone 

morphogenetic protein 2; CAVD, calcific aortic valve disease; IL-6, interleukin 6; Lp(a), 
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lipoprotein(a); LPAR, lysophosphatidic receptor; NF-κB, nuclear factor κB; TNF-α, tumor 

necrosis factor α; and VIC, valve interstitial cell. 
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Figures  
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Supplementary tables 
 

IGFII  

 

  IGFII LPA 

 

          P-value 

Cholesterol (mmol/l) 16.2±2.0  16.0±2.8 0.89 

Triglycerides (mmol/l) 1.2±0.3  1.4±0.4 0.25 

 

Glucose (mmol/l) 8.5±0.8  8.8±1.2 0.60 

 

Supplementary tables 1: Assessment of biological parameters in IGFII mice. Legend: Values 

are mean±SEM or %; SEM, standard error of the mean. 

 

 

 

Supplementary tables 2: Echocardiographic parameters in IGFII mice. Legend: Values are 

mean±SEM or %; P values: Student t test or Fisher exact test; LV: left ventricle, FS: fractional 

shortening, EF: ejection fraction, SV: stroke volume, CO: cardiac output, E/E’: mitral inflow, 

LVOT: left ventricular outflow tract, AVA: aortic valve area, and SEM, standard error of the mean. 
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Supplementary Figures 

Supplementary figure 1: Relationships between ATX level (dichotomized at the median 

value) and (a) ox-LDL score (b) CD45 positive cells (c) Lp-PLA2 mRNA levels (d) TNF-

α mRNA levels and (e) weight of aortic valve. p values: Wilcoxon-Mann-Whitney 
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Résumé  

L'acide lysophosphatidique provenant de l’oxydation 

des LDL entraine la progression de la maladie 

valvulaire aortique calcifiée via LPAR-1 et l’activation 

de la voie RhoA-NF-kB 
 

Introduction: Le rétrécissement aortique calcifié (RAC), la maladie valvulaire la plus 

fréquente, est caractérisé par une minéralisation progressive de la valve. Des études 

récentes de randomisation Mendélienne ont révélé une relation causale entre les 

lipoprotéines de basse densité (LDL) et la lipoprotéine(a) avec le RAC. Cependant, le 

mécanisme par lequel les LDL oxydées (OxLDLs) entrainent la calcification des CIVs 

reste inconnu. Les OxLDL transportent les phospholipides oxydés (OxPLs) avec une 

teneur élevée en lysophosphatidylcholine (LPC). Récemment, nous avons démontré que 

l’enzyme autotaxine (ATX) sécrété par les CIVs transforme la LPC en LPA, lequel 

intervient dans la minéralisation de la VA. L’objectif de ce travail était : (1) d’étudier les 

voies de signalisations par lesquelles OxLDL-LPA favorisent la minéralisation des CIVs, 

et (2) d’évaluer si l'administration in vivo de Ki16425, un inhibiteur pharmacologique de 

Lpar 1-3, peut ralentir la progression du RAC chez les souris transgéniques LDLR-/-

/ApoB100/100/IGFII (IGFII). 

Méthodes : Nous avons documenté l’expression de LPAR-1 dans les VA saines et les VA 

calcifiées. Par l'analyse de l'activité de promoteur et la mesure des transcrits cibles par q-

PCR nous avons examiné in vitro les mécanismes par lesquels le LPA favorise 

l’inflammation et la minéralisation de la VA. Nos études in vitro ont ensuite été validées 

dans un modèle murin de RAC.  

Résultats : Nos résultats ont montré que les OxLDLs-LPA favorisent la minéralisation des 

CIVs. Cette réponse ostéogénique est médiée par le LPAR-1 qui stimule la voie 

inflammatoire RhoA-NF-kB. Ainsi, nous avons démontré que RhoA-NF-KB active la 

kinase IKKα, qui, à son tour, induit une phosphorylation de NF-kB-p65 sur Ser536. Cette 

dernière est recrutée au niveau du promoteur BMP2 et induit une signature ostéogénique 

qui ne réagit pas au rétrocontrôle négatif exercé par l'inhibiteur IκBα. Chez les souris 
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transgéniques IGFII qui développent le RAC sous une diète riche en graisse et en 

saccharose (HFS), l'administration de Ki16425, un bloqueur de Lpar1-3, réduit le taux de 

progression du RAC de 3 fois. Le Ki16425 diminue également l'activité ostéogénique 

mesurée avec une sonde fluorescente qui reconnait l'hydroxyapatite de calcium.   

Conclusions: Ces données ouvrent potentiellement de nouvelles perspectives 

thérapeutiques et suggèrent que les OxLDLs-LPA favorisent un phénotype ostéogénique 

dans la VA via le récepteur LPAR-1 et la signalisation RhoA-NF-κB/p65-pS536. Par 

conséquent, LPAR1 peut représenter une cible thérapeutique appropriée pour empêcher la 

progression du RAC. 

Mots-clés: Le rétrécissement aortique calcifié; l’acide lysophosphatidique; OxLDL, 

LPAR1; RhoA; NF-κB; p65 serine 536; BMP2; minéralisation; CIVs; phénotype 

ostéogénique.  
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Abstract  

Background: Oxidatively modified lipoproteins may promote the 

development/progression of calcific aortic valve stenosis (CAVS).  Oxidative 

transformation of low-density lipoprotein (OxLDL) generates lysophosphatidic acid 

(LPA), a lipid mediator that accumulates in mineralized aortic valves. LPA activates at 

least 6 different G protein-coupled receptors, which may play a role in the pathophysiology 

of CAVS. We hypothesized that LPA derived from OxLDL may promote a NF-κB 

signature that drives osteogenesis in the aortic valve.   

Methods and Results: The role of OxLDL-LPA was examined in isolated valve interstitial 

cells (VICs) and the molecular pathway was validated in human explanted aortic valves 

and in a mouse model of CAVS. We found that OxLDL-LPA promoted the mineralization 

and osteogenic transition of VICs through LPAR1 and the activation of a RhoA-NF-κB 

pathway. Specifically, we identified that RhoA/ROCK activated IκB kinase alpha (IKKα), 

which promoted the phosphorylation of p65 on serine 536 (p65 pS536).  p65 pS536 was 

recruited to the BMP2 promoter and directed an osteogenic program not responsive to the 

control exerted by the inhibitor of kappa B (IκBα). In LDLR-/-/ApoB100/100/IGFII transgenic 

mice (IGFII), which develop CAVS under a high-fat and high-sucrose (HF-HS) diet the 

administration of Ki16425, a Lpar1 blocker, reduced by 3-fold the progression rate of 

CAVS and also decreased the osteogenic activity as measured with a near-infrared 

fluorescent probe that recognizes hydroxyapatite of calcium.  

Conclusions: OxLDL-LPA promotes an osteogenic program in the aortic valve through a 

LPAR1-RhoA/ROCK- p65 pS536 pathway. LPAR1 may represent a suitable target to 

prevent the progression of CAVS.  

 

Keywords: Calcific aortic valve stenosis; calcific aortic valve disease; lysophosphatidic 

acid; OxLDL, LPAR1; RhoA; NF-κB; p65 serine 536; BMP2; bone morphogenetic protein 

2; valve interstitial cells; mineralization; calcification; osteogenic program 

 

 



  

167 

Introduction 

Calcific aortic valve stenosis (CAVS) is a chronic disorder characterized by a progressive 

mineralization of the aortic valve [1]. Despite the presence of rare osteoclast-like cells in 

surgically explanted mineralized aortic valves, there is a net balance towards deposition of 

mineral through an osteogenic process [2]. Though the disease can be diagnosed early in 

its course by echocardiography there is no medical treatment that can prevent or reduce the 

progression of CAVS. Chronic low-grade inflammation is an important feature of CAVS 

[3]. The nuclear factor kappa B (NF-κB) pathway orchestrates the inflammatory response 

by regulating gene expression pattern, which is cell and context dependent. Site-specific 

post-translation modifications of p65, the prototypical NF-κB subunit, define selective 

gene expression patterns [4-5], which may play a role during the pathogenesis of CAVS. 

The activity of NF-κB is controlled by the inhibitor of kappa B (IκBα), which in response 

to p65 is expressed and is recruited to the nucleus where it complexes with p65 and 

negatively regulates the expression of genes [4]. The phosphorylation of p65 on serine 536 

(p65 pS536) directs the expression of selected genes that are not responsive to the negative 

regulation exerted by IκBα [6]. Therefore, p65 pS536-target genes escape IκBα-mediated 

negative feedback control mechanism, which may result in sustained activation of 

detrimental pathways.  Evidence suggests that inflammatory stimuli promote the 

mineralization of valve interstitial cell (VIC) cultures, but the molecular process whereby 

inflammation promotes an osteogenic response in the aortic valve is still ill-defined [3]. 

Whether key osteogenic genes such as BMP2, a potent morphogen that induces an 

osteogenic program by up-regulating RUNX2 [7], is under the control of a p65 pS536 

signature in VICs is unknown.  

Oxidized lipid derivatives are potent triggers of inflammation and may thus participate to 

the development/progression of CAVS through a specific NF-κB signature. Studies using 

a Mendelian randomization approach have underlined that the apolipoprotein B (apoB)-

containing lipoproteins, low-density lipoprotein (LDL) and Lp(a), are possibly causally 

related to CAVS [8-10]. The circulating level of oxidized phospholipid (OxPL), a 

component of oxidized LDL (OxLDL), is independently related to the progression rate of 

CAVS [11]. We reported that the enzymes lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-
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PLA2) and autotaxin (ATX), a lysophospholipase D, are overexpressed in surgically 

explanted stenotic aortic valves [12-13] During the oxidation of LDL, OxPLs are converted 

into lysophosphatidylcholine (LysoPC) by Lp-PLA2 [14]. On the other hand, oxidation of 

LDL also generates significant amount of lysophosphatidic acid (LPA)[15], a bioactive 

lipid that accumulates in mineralized, stenotic aortic valves [13]. ATX transforms LysoPC 

into LPA and its activity is enriched in isolated Lp(a) fraction [13].  In this work, we 

hypothesized that OxLDL-derived LPA promotes the progression of CAVS through a NF-

κB-induced osteogenic program unresponsive to the negative regulation of IκBα.  

Methods 

Procurement of tissues for analyses 

We examined stenotic aortic valves (CAVS) that were explanted from patients at the time 

of aortic valve replacement. Control non- calcified aortic valves with normal 

echocardiographic analyses were obtained during heart transplant procedures. The protocol 

and experiments detailed in the method section were approved by the IUCPQ ethical 

committee and informed consent was obtained from the subjects. The study conforms with 

the declaration of Helsinki. 

Isolation of LDL 

Low-density lipoproteins (LDL) were freshly isolated from healthy human donors (lipid 

profile in Table 6.2) by sequential ultracentrifugation. 

VIC isolation and culture 

VICs were isolated and purity of the cell preparation was confirmed as previously 

described [16]. Cells were used between passage 4-7 and were incubated for 7 days with a 

mineralizing medium (NaH2PO4, 2mM) as previously described [17]. 

Real-time polymerase chain reaction 

Total RNA was isolated with RNeasy micro kit from Qiagen (ON, Canada). One μg of 

RNA was reverse transcribed using the Quantitec Reverse Transcription Kit from Qiagen. 

Quantitative real-time PCR (qPCR) was performed with Quantitec SYBR Green PCR kit 

from Qiagen on the Rotor-Gene 6000 system (Corbett Robotics Inc, CA, USA). 
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Luciferase reporter assay 

COS7 cells were transfected with the PathDetect NF-kB cis Reporting System (Agilent, 

CA, USA) or BMP2 promoter (Addgene, MA, USA) fused to firefly luciferase gene along 

with a vector encoding for the renilla luciferase (Promega, WI, USA) as a reporter for 

transfection efficiency.  

Immunofluorescence on cells 

Incubation with antibodies against LPAR1 (Novus Biologicals, ON, Canada) was 

performed in PBS1X containing 1% milk overnight at 4°C. Cells were incubated one hour 

with alexa568-conjugated secondary antibodies and with alexa488-conjugated phalloidin 

(Molecular Probes/ThermoFisher Scientific, ON, Canada). Confocal images were acquired 

using a Zeiss microscope Axio Observer Z1, LSM800 driven by the Zen software 

(Objective 40X oil, 1.4 NA, Zeiss, ON, Canada).  

Quantitative chromatin immunoprecipitation 

Cells were treated for 6 hours with LPA and were then cross-linked in 1% formaldehyde 

solution (Sigma, ON, Canada) for 15 minutes at room temperature. Cells were washed 

twice with PBS1X and harvested in 1 ml of PBS1X containing protease inhibitor cocktail 

(PIC) (Sigma, ON, Canada). Following centrifugation, pellets were resuspended and 

sonicated to shear the DNA to an average length of 200 to 800 base pairs. Antibodies 

against p65 (BioVision, CA, USA) or p65 phosphoS536 or non-relevant rabbit IgG (Cell 

Signaling Technology, MA, USA) antibodies were incubated with proteins G dynabeads 

(Life technologies, ON, Canada). Samples were washed first with low salt wash buffer, 

then with high salt wash buffer, followed with LiCl wash buffer and finally with TE buffer 

at 4°C. The complex was then eluted from dynabeads by adding 210 µl of elution buffer at 

65 °C for one hour. The eluted samples were reverse cross-linked by adding 8 μL of 5M 

NaCl and incubated at 65°C overnight. DNA fragments were purified by using phenol-

chloroform and samples were analyzed by qPCR. 

Animals 

All animal protocols were conducted according to guidelines set out by the Laval 

University Animal Care and Handling Committee and are conform with the NIH guidelines 

for the care and use of laboratory animals. Male LDLR-/- /ApoB100/100 /IGF2 (on C57Bl/6J 

background) (established colony) were housed in a pathogen-free, temperature-controlled 
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environment under a 12:12 hour light-dark cycle and fed ad libitum of a high fat, high 

sucrose, cholesterol diet (55% calories from fat, 28% from sucrose, 0.2% cholesterol) for 

9 months starting at 12 weeks of age. At the end of protocol, mice were sacrificed by 

anesthesia under isoflurane (2-3% inhalation) and cardiac puncture, which was performed 

by a qualified technician. 

Echocardiography in mice  

Transthoracic echocardiography was performed under 2.5% isofluorane anaesthesia, with 

a L15-7io (5-12 Megaherz) and S12-4 (4-12 Megaherz) probes connected to a Philips 

HD11XE ultrasound system (Philips Healthcare Ultrasound, Netherlands). 

Statistical analyses 

Continuous data were expressed as mean ± SEM. Continuous data were tested for 

normality of distribution with the Shapiro-Wilk test and compared with Student t-test.  For 

continuous data with a non-normal distribution or with a n ≤ 10 the values were compared 

between groups with nonparametric Wilcoxon-Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test when 

two or more than two groups were compared respectively. Post-hoc Steel-Dwass multiple 

comparisons test were performed when the p value of the Kruskal-Wallis test was <0.05. 

Categorical data were expressed as percentage and compared with Fischer’s exact test. For 

in vitro experiments with VICs, n represents the number of experiment performed with 

different donors. A p-value < 0.05 was considered significant. Statistical analysis was 

performed with a commercially available software package JMP 12.0 or Prism 6.0. 

Results 

OxLDL-induced osteogenic program in VICs is mediated by lysophosphatidic acid 

Human valve interstitial cells (VICs) were obtained from non-mineralized aortic valves 

(heart transplantation) (Table 6-2) and treated with a mineralizing medium for 7 days [18]. 

VIC cultures treated with OxLDL increased the deposition of calcium, which was 

determined by the Arsenazo III method, by 2.7-fold (Figure 1A). However, the addition of 

Ki16425, an inhibitor of LPA receptor 1 (LPAR1/Edg-2) and LPAR3/Edg-7, to the growth 

medium of VIC cultures prevented OxLDL-induced mineralization (Figure 1A). These 

data suggested that LPA produced by OxLDL promoted the mineralization of VICs.  We 

next assessed the effect of LPA (10μM) with different acyl chain length and saturation on 
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the mineralization of VICs.  We found that the level of mineralization increased with the 

acyl chain length and with non-saturated species (Figure 1B). For the next series of 

experiments, we used LPA18:1 as it is present in different bodily fluids.  Different doses 

of LPA were used in mineralization assay with VICs. We observed that mineralization of 

VIC cultures increased and plateaued between 1μM and 5 μM of LPA, whereas a dose of 

10μM was more potent (Figure 1C). Since the level of LPA in different tissues is in the 

low micromolar range, we next used 10μM of LPA18:1 for follow-up experiments [19]. 

To examine whether LPA promoted the mineralization of VIC cultures through an 

osteogenic process we measured the levels of bone-related markers in cells treated for 7 

days with LPA. VICs treated with LPA had higher level of transcripts encoding osteogenic 

markers RUNX2, BGLAP, COL1A1 and BMP2 (Figures 1D-G). Also, the activity of 

alkaline phosphatase (ALP), an osteogenic marker, increased by 1.8-fold following a 

treatment with LPA for 7 days (Figure 1H). Bone morphogenetic protein 2 (BMP2) is a 

potent morphogen involved in osteogenic differentiation. By using noggin, a natural 

inhibitor of BMPs, we observed that LPA-induced mineralization of VIC cultures was 

abrogated (Figure 1I). Small interfering RNA for BMP2 reduced significantly the mRNA 

and protein levels of the target (Suppl. Figure 1A-B) and prevented LPA-induced 

mineralization of VICs (Figure 1J).  

Lysophosphatidic acid induces an osteogenic program in VICs through LPAR1  

Considering that OxLDL-mediated mineralization was abrogated by Ki16425, an inhibitor 

of LPAR1 and LPAR3, we next assessed the gene expression profile of LPAR1 and LPAR3 

in VICs. We documented that mRNA encoding for LPAR1 was robustly expressed by 

VICs, whereas LPAR3 was not detected (Figure 2A). Examination by immunofluorescence 

and confocal microscopy showed in isolated VICs that LPAR3 was not expressed (Suppl. 

Figure 2), whereas LPAR1 was expressed in both the cytosol and at the cell membrane, 

which was delimited by membrane-associated cortical F-actin shown with phalloidin 

(Figure 2B). Small interfering RNA for LPAR1 decreased significantly the gene and protein 

levels of the target (Suppl. Figure 1C) and prevented OxLDL- and LPA-induced 

mineralization of VIC cultures (Figure 2C). A knockdown LPAR1 in VICs prevented the 

rise of BMP2 mRNA measured 24 hours after a treatment with LPA (Figure 2D). Similarly, 

LPA-induced rise of RUNX2, BGLAP and COL1A1 (measured at 24 hours) was abrogated 
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by a knockdown of LPAR1 in VICs (Figure 3E-G). We assessed the expression level of 

LPAR1 in human surgically explanted CAVS and control non-mineralized aortic valves 

obtained from heart transplantations (Table 6-3). The level of LPAR1 mRNA was increased 

by 1.5-fold in human CAVS tissues when compared to control non-mineralized aortic 

valves (Figure 2H). Both mineralized tricuspid and bicuspid aortic valves had higher level 

of LPAR1 mRNA compared to control valves (Suppl. Figure 3). By using western blotting 

we documented that LPAR1 was increased by 5.2-fold in human mineralized aortic valves 

(Figure 2I). With immunofluorescence and confocal microscope imaging, we found in 

mineralized, stenotic aortic valves that LPAR1 was co-expressed with vimentin, a marker 

of VICs (Figure 2J and Suppl. Figure 4), whereas LPAR3 was not expressed (Suppl. Figure 

4). LPAR1 has been shown to potently stimulate RhoA/Rho kinase (ROCK) pathway in 

different cell populations [20], but whether VICs respond in a similar manner has not been 

explored. In isolated VICs, we found that LPA rapidly induced the activity of ROCK, 

which was already detected after 15 minutes of treatment (Figure 2K). The silencing of 

LPAR1 in VICs abrogated the activation of ROCK induced by LPA (measurements 

performed at 30 minutes) (Figure 2L). The inhibition of ROCK with Y27632 (Figure 2M) 

prevented LPA-induced mineralization of VIC cultures (Figure 2N). These data thus 

suggest that LPAR1 is coupled to RhoA/ROCK in promoting the mineralization of cell 

cultures and the osteogenic differentiation of VICs.  

Lysophosphatidic acid-mediated activation of RhoA/ROCK promotes NF-κB activity 

RhoA/ROCK may activate NF-κB to induce mineralization of VIC. To verify this 

hypothesis, we transfected the fibroblast cell line COS7 with a luciferase vector containing 

κB responsive elements and we treated cell cultures with LPA. LPA activated the κB 

responsive element at 1hour with a maximal response at 6 hours (Figure 3A).  This 

experiment was replicated in human VICs and showed that LPA increased after 6 hours 

the activity of a reporter vector containing κB responsive elements (Suppl. Figure 5). In 

the next series of experiments, the reporter assay was thus conducted at 6 hours after 

stimulation with LPA. Increased κB activity in reporter assay following a treatment with 

LPA was prevented when BAY11-7085, an inhibitor of IκB kinase (IKK), was added to 

the growth medium (Figure 3B). Also, in mineralization assay over 7 days, BAY11-7085 

prevented the mineralization of VIC cultures induced by LPA (Figure 3C), indicating that 
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the process possibly relied on the NF-κB pathway. Following an inhibition of RhoA/ROCK 

with Y27632 we noted that LPA-induced κB reporter activity was abrogated (Figure 3D). 

To confirm the role of RhoA in the activation of the NF-κB pathway we next used a vector 

encoding for a dominant negative RhoA mutant N19 (RhoAN19). COS7 were co-

transfected with RhoAN19 and the κB reporter coupled to luciferase. A co-transfection of 

the dominant negative RhoAN19 mutant prevented the LPA-induced activation of κB 

reporter (Figure 3E). Also, the co-transfection of a constitutively active RhoA mutant 

(RhoAL63) in COS7 induced the activation of the κB luciferase reporter (Figure 3F). To 

buttress these findings, we measured the level of IL6 mRNA, a NF-κB responsive gene, 

following stimulation with LPA in presence or absence of Y27632, an inhibitor of 

RhoA/ROCK. A treatment during 24 hours with LPA in VICs resulted in a significant 

increase of IL6 mRNA level (Figure 3G). The addition of Y27632 to the growth medium 

of VIC cultures prevented the rise of IL6 mRNA induced by LPA (Figure 3G). LPA-

induced rise of IL6 mRNA in VICs was abrogated by a knockdown of LPAR1 (Figure 3H).  

Lysophosphatidic acid-induced expression of BMP2 is mediated by RhoA and NF-κB 

Given that BMP2 plays an important role in LPA-induced osteogenic reprogramming of 

VICs, we next evaluated whether BMP2 is activated through a RhoA-NF-κB pathway. A 

vector encoding for the promoter region of BMP2 and coupled with the luciferase gene was 

transfected in COS7 cells to assess its activity in response to LPA. We observed that LPA 

activated the promoter region of BMP2 with a maximal response after 6 hours (Figure 4A). 

This experiment was also replicated in human VICs and showed that after 6 hours LPA 

activated a reporter vector containing the BMP2 promoter region (Suppl. Figure 6). After 

24 hours of treatment with LPA, the level of BMP2 protein, assessed with an ELISA, was 

significantly increased in VIC cultures (Figure 4B). In reporter assay, LPA-induced activity 

of BMP2 promoter was prevented by a co-transfection with the dominant negative RhoA 

mutant vector (RhoAN19) (Figure 4C). In VICs, Y27632 (inhibitor of ROCK) significantly 

reduced LPA-induced rise of BMP2 transcripts measured at 24 hours (Figure 4D). The 

inhibition of NF-κB pathway with BAY11-7085 also prevented LPA-induced rise of BMP2 

mRNA at 24 hours (Figure 4E). To further show an involvement of NF-κB in the activation 

of BMP2 we next silenced p65 with small interfering RNA. A knockdown of p65 (Suppl. 

Figure 7A-B) significantly reduced the level of BMP2 transcripts measured at 24 hours 
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after a treatment with LPA (Figure 4F). Also, a silencing of p65 prevented the 

mineralization of VIC cultures induced by LPA over 7 days (Figure 4G). These data thus 

suggested that RhoA and p65 subunit of NF-κB positively regulates the expression of 

BMP2 and promotes the mineralization of VIC cultures. 

Phosphorylation of serine 536 of p65 promotes an osteogenic program not responsive to 

the negative feedback exerted by IκBα 

The human BMP2 promoter contains two putative κB consensus sites [NRE1 (-354/-344 

bp) and NRE2 (-2548/-2538 bp)] (Figure 5A).  To substantiate that BMP2 is a target of 

NF-κB we performed quantitative chromatin immunoprecipitation assay (qChIP) in VICs 

using an antibody directed against p65.  Treatment with LPA for 6 hours induced p65 

recruitment to the NRE1 site of BMP2 and also to the promoter region (-136/-126 bp) of 

IL6, which was used as a positive control (Figure 5B-C). Attempt to perform qChIP for the 

distal (-2548/-2538 bp) κB site (NRE2) in BMP2 promoter region was unsuccessful owing 

to its high CG content. IκBα negatively regulates the expression of genes following 

activation of NF-κB.  IκBα is induced by p65 and shuttles between the cytosol and the 

nucleus where it exerts a negative control over the binding of p65 to gene promoters. 

However, some gene promoters (e.g. IL8) that bind to p65 when phosphorylated on serine 

536 (p65 pS536) are not sensitive to the negative regulation induced by IκBα [4]. In order 

to examine whether BMP2 is not sensitive to the negative regulation of IκBα we used the 

fungal-derived toxin leptomycin B, which inhibits the nuclear export and increases the 

level of IκBα in the nucleus of cells [4]. To verify the efficacy of leptomycine B we 

performed western blotting for IκBα following cell fractionation. Nuclear fraction of VICs 

was positive for the nuclear histone H3 and negative for the cytosolic marker Golgin-97, 

indicating an adequate cell fractionation (Figure 5D).  The treatment with leptomycine B 

increased nuclear level of IκBα, whereas it decreased the cytosolic content of IκBα (Figure 

5D and E). VICs were next treated with LPA with or without leptomycin B for 24 hours 

and IL6, IL8 and BMP2 mRNAs were measured. Leptomycine B prevented LPA-induced 

rise of IL6 (Figure 5F), a gene known to be sensitive to IκBα [4]. However, leptomycin B 

did not affect LPA-induced expression of IL8 and BMP2 (Figure 5G-H).  To further 

corroborate this finding we treated VICs with a mutant IκBα SS32-36AA vector, which 

cannot be phosphorylated and is thus acting as a super repressor. Similarly to leptomycine 
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B the mutant IκB super repressor did not impact on LPA-induced expression of BMP2 and 

IL8, whereas it prevented the rise of IL6 mRNA (Figures 5I-K). In addition, transfection 

of VICs with IκB super repressor did not prevent LPA-induced mineralization of cell 

cultures (Figure 5L). Taken together, these data suggested that LPA-induced activation of 

BMP2 expression relies possibly on p65 pS536. In reporter assay for the BMP2 promoter, 

a transfection of COS7 cells with a vector encoding for a dominant negative p65 S536A, 

which cannot be phosphorylated on serine 536, abrogated LPA-induced BMP2 promoter 

activity (Figure 6A). Also, we found that the transfection of a dominant negative p65 

S536A vector in VICs reduced significantly the mineralization of cell cultures induced by 

LPA after 7 days (Figure 6B). Conversely, the transfection of a vector encoding for a 

phosphomimetic of serine 536 p65 (p65 S536E) increased the mineralization of VIC 

cultures by 1.9-fold, whereas the transfection of vector encoding for wild-type p65 did not 

modify the level of mineral in cell cultures (Figure 6C). In qChIP assay, we found that 

following a treatment of VICs with LPA for 6 hours, p65 pS536 is recruited to the BMP2 

promoter whereas it is not recruited to the promoter region of IL6 (Figure 6D-E). These 

data suggested that LPAR1 is coupled to RhoA in activating p65 pS536, which is recruited 

to the BMP2 promoter. To verify this hypothesis, we measured by western blotting the 

level of p65 pS536 in response to LPA. Time-course experiments using VICs revealed that 

LPA rapidly activated the phosphorylation of serine 536 on p65 with a sustained response, 

which gradually increased from 15 to 60 minutes (Figure 6F). Inhibition of ROCK with 

Y27632 negated LPA-induced phosphorylation of p65 S536 (Figure 6G). In human aortic 

valves, we found by western blotting that the p65 pS536/p65 ratio was increased by 4.6-

fold in CAVS compared to control non-mineralized aortic valves (Figure 6H). IKKα and 

IKKβ are known to act downstream of RhoA/ROCK in phosphorylating p65 [21]. We thus 

silenced IKKα or IKKβ (Suppl. Figure 8A-D) and we documented the level of p65 pS536 

in response to LPA in VICs. The knockdown of IKKα but not of IKKβ negated LPA-

induced phosphorylation of p65 on S536 (Figure 6I). In the same line, phosphorylation of 

IKKα on S176-180 was increased after LPA treatment of VICs, whereas the inhibition of 

ROCK with Y27632 prevented this effect (Figure 6J). These data thus indicate that LPA-

mediated activation of RhoA/ROCK entrains the activity of IKKα whereby p65 is 
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phosphorylated on S536 and promotes the expression of BMP2, which directs an 

osteogenic response in VICs.  

Inhibition of Lpar1 slows the progression of CAVS in a mouse model 

LDLR-/-/ApoB100/100/IGFII transgenic mice (IGFII) under a high-fat and high-sucrose (HF-

HS) diet develop CAVS [22]. Compared to C57BL/6 mice (same background of IGFII 

mice) the serum level of LPA was increased significantly in IGFII mice under HF-HS diet 

for 6 months and correlated with ATX activity (r2=0.79, p=0.005) and cholesterol levels 

(r2=0.50, p=0.02) (Figure 7A-C). Similarly to human CAVS, we documented a significant 

rise of Lpar1 mRNA in the aortic root (aortic valve plus aortic wall of the root) of IFGII 

mice when compared to control C57BL/6 mice (Figure 7D). Noteworthy, isolated mouse 

VICs expressed Lpar1 but not Lpar3 mRNAs (Suppl. Figure 9). The level of Lpar1 mRNA 

was positively correlated with Bmp2 mRNA level (r2=0.97, p<0.0001) (Figure 7E). To 

mimic the clinical setting where patients are treated with an ongoing disease process, we 

next assessed whether the administration of Ki16425 (Lpar 1-3 blocker) may decrease the 

progression rate of CAVS in IGFII mice with an established and ongoing disease. 

Treatments were thus started after 6 months of HF-HS diet when the transaortic velocities 

were significantly increased compared to the baseline values (165.9±2.6 cm/s vs. 

102.9±2.4 cm/s, p<0.0001) (Table 6-4). Mice were treated with Ki16425 (5 mg/kg/d i.p.) 

[23] or vehicle for the next 3 months while the HF-HS diet was maintained (Figure 7F). 

Transaortic velocities at 6 months were similar between the vehicle- and Ki16425-treated 

IGFII mice (163.1±3.0 cm/s vs. 168.0±4.2 cm/s, p=0.35). In the next three months (from 6 

to 9 months), the transaortic velocities increased significantly in control IGFII mice 

receiving the vehicle (163.1±3.0 cm/s vs. 186.4±5.9 cm/s, p=0.0007 respectively at 6 and 

9 months) (Figure 7G) (Table 6.4 and 6.5). In the IGFII mice receiving Ki16425, there was 

a non-significant rise in transaortic velocity between 6 and 9 months (168.0±4.2 cm/s vs. 

175.9±5.7 cm/s, p=0.18 respectively at 6 and 9 months) and 5/11 (45%) mice showed a 

decrease or no progression of transaortic velocities during this period (Figure 7H) (Table 

6.4). The delta transaortic velocity (transaortic velocity at 9 months – transaortic velocity 

at 6 months) was decreased by ~3-fold in IGFII mice treated with Ki16425 compared to 

control mice receiving the vehicle (+7.9±5.6 cm/s vs. +23.3±5.1, p=0.02 respectively for 

Ki16425 and control) (Figure 7I). Also, Ki16425-treated mice showed a significant 
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improvement in the left ventricular fractional shortening (LVFS), whereas it was not 

significantly modified in the control IGFII mice receiving the vehicle (delta LVFS 9-6 

months: +7.9±2.2 vs. +2.3±1.5, p=0.02 respectively for Ki16425 and control) (Figure 7J). 

We next performed post-mortem examination of aortic valves to document the osteogenic 

activity by measuring the intensity of a near-infrared fluorescent probe that recognizes 

hydroxyapatite of calcium (OsteoSense 680EX). Compared to control IGFII mice 

receiving the vehicle, the administration of Ki16425 reduced significantly the deposition 

of hydroxyapatite of calcium in aortic valve leaflets (Figure 7K). The cholesterol and 

triglyceride levels were not affected by a treatment with Ki16425 (Table 6.6). 

Discussion 

In this work, we identified LPAR1 as being involved in the osteogenic effect of OxLDL-

LPA. Signalling through p65 pS536 defined an osteogenic signature in the aortic valve by 

promoting the expression of BMP2 (Figure 7L). Inhibition of this pathway by the blockade 

of Lpar1 in mice decreased the progression rate of CAVS by ~3-fold.  

OxLDL, LPA and CAVS 

Previous work suggested that oxidative transformation of lipoproteins may play a role in 

CAVS [24]. Circulating level of OxLDL has been associated with the fibrocalcific 

remodelling score of surgically explanted stenotic aortic valves.25 In explanted stenotic, 

mineralized aortic valves, immunohistological studies have highlighted that apoB, Lp(a), 

OxLDL and OxPL were present in the vicinity of mineralized nodules [13,26]. Moreover, 

the intensity of OxLDL staining in explanted mineralized aortic valves is associated with 

the density of inflammatory cells and the expression of cytokines [27]. Genome-wide 

transcriptomic analysis has shown an enrichment of inflammatory and osteogenic genes in 

mineralized, stenotic aortic valves [28]. Also, the presence of dense leukocyte infiltrates, a 

crude marker of inflammation, in surgically explanted mineralized aortic valves is 

associated with the fibrocalcific remodelling score [29]. Hence, these data suggest that 

oxidative transformation of lipoproteins may be involved in inflammation-mediated 

mineralization of the aortic valve.  Recently, a weighted genetic risk score for LDL was 

found to predict the presence of mineralized aortic valves and CAVS [8]. Also, at the 

genome-wide level the LPA gene variant rs10455872, which strongly predicts the 
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circulating level of Lp(a), was associated with CAVS [9]. These findings raised the 

possibility that apoB-containing lipoproteins are causally related to CAVS. Previous 

studies had highlighted that LPA was produced during the oxidation of LDL [15]. In the 

present work, we highlighted a novel process whereby OxLDL-derived LPA promoted the 

mineralization of the aortic valve through LPAR1, which was increased in mineralized 

aortic valves. 

Inflammation and osteogenic transformation of VICs   

 We found that LPAR1 signalled through RhoA-p65 pS536 and BMP2. The NF-κB 

pathway exerts a complex and crucial control over inflammation. The NF-κB barcode 

hypothesis posits that in order to control the expression of large number of genes, which is 

cell and context dependent, the post-translational modification of NF-κB subunits, namely 

p65, determines specific programs of gene expression [30-31]. We documented that 

LPAR1 promoted in VICs the phosphorylation of p65 on serine 536, which triggered the 

expression of BMP2, a key osteogenic morphogen. We found that p65 pS536, which is not 

inhibited by IκBα, was increased in explanted mineralized aortic valves. In isolated VICs, 

p65 pS536 was recruited to the BMP2 promoter. As p65 pS536 is not responsive to IκBα 

it is possible that it induces a long-lasting osteogenic effect in the aortic valve. In this 

regard, the mineralization of VIC cultures induced by LPA was not inhibited by the 

transfection of a mutant super IκBα repressor. Taken together, these data suggest that LPA 

derived from OxLDL promotes a NF-κB signature, which is defined by p65 pS536, and 

promotes an osteogenic program in VICs.      

Progression of CAVS and translational implications 

Presently, the treatment of CAVS relies on the replacement of the aortic valve, which can 

be performed by surgical or catheter-based therapy, in patients with severe, symptomatic 

aortic stenosis. However, these interventions, often performed in elderly patients with 

multiple risk factors, carry a substantial morbidity/mortality risk [32]. Hence, the 

development of a medical therapy would likely result in lesser utilization of resources and 

better outcomes.  From a clinical standpoint, a pharmacotherapy could be started in patients 

with mild and/or moderate aortic stenosis [33]. However, so far attempts to reduce the 

progression rate of aortic stenosis have been unsuccessful. Three successive randomized 

controlled trials have shown that administration of statins, which lowered efficiently LDL 
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cholesterol, failed to show any efficacy on the progression of aortic stenosis [34]. The 

failure of statins to prevent the progression of CAVS is likely multifactorial and may be 

linked, at least in part, to the pro-osteogenic effect of this class of drug [35-36]. Also, statins 

do not appreciably modify the Lp(a) level, a LDL-like particle that contains an apoB linked 

to apolipoprotein(a) [37]. In a murine model of CAVS, we found that circulating levels of 

LPA were elevated and correlated with ATX activity and cholesterol levels. Similarly to 

our findings in human mineralized aortic valves the level of Lpar1 in IGFII mice aortic 

root (aortic valve and aortic wall) was elevated. The study in mice was carried out as to 

mimic the clinical setting and the Lpar1-3 blocker Ki16425 was started after 6 months of 

HF-HS diet when the transaortic velocities were significantly elevated. The inhibition of 

Lpar1 in IGFII mice reduced the progression rate of aortic stenosis by 3-fold as evaluated 

with echocardiography. Consistently, the deposition of mineral in the aortic valve was 

decreased significantly in mice receiving the Lpar1-3 blocker. These data thus suggest that 

LPAR1 could represent a novel target in order to slow the progression of CAVS. 

Considering that novel pharmacological compounds are in development to inhibit LPAR1, 

the present findings may have significant translational impact and clinical relevance.  

Limitations 

There are others LPARs (e.g. LPAR4-6) whose expression and role in CAVS are unknown 

and warrant further investigations. The mechanistic role for Lpar1 in mice could be further 

buttressed by the use of knockout mice. However, the Lpar1 knockout mouse has a high 

perinatal mortality rate with cranial dysmorphism and intracranial haemorrhage.38 This 

could be circumvented by developing conditional Lpar1 knockout mice, which, however, 

would need to be crossed with genetically-modified mice that develop CAVS. Nonetheless, 

the present translational work contributed to highlight that a process dependent on LPAR1-

p65 pS536, which is amenable to a pharmacotherapy, contributes to the progression of 

CAVS.     

Conclusions  

This work underscored that OxLDL-LPA promote the progression of CAVS by activating 

a p65 pS536 pathway downstream of LPAR1. Pharmacological inhibition of this pathway 
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may hold promise for the development of novel therapeutic strategies to slow the 

progression of CAVS.  
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Tables 

 Control valves  (n = 24)  

Age    50 ± 2   

Male (%) 82   

Smoking (%) 3   

Hypertension (%) 45   

Diabetes (%) 4   

Coronary heart disease (%) 5   

Bicuspid aortic valves (%) 0   

BMI (kg/m2) 26 ± 1   

Waist circumference (cm) 104 ± 5   

Statins (%) 60   

Beta blockers (%) 86   

Calcium channel blockers (%) 5   

Diuretics (%) 72   

Triglycerides (mmol/L) 1.70 ± 0.21   

LDL (mmol/L) 2.05 ± 0.24   

HDL (mmol/L) 1 ± 0.3   

Creatinine (μmol/L) 119 ± 8.5   

Creatinine clearance (ml/min)  70.03 ± 5.2   

Table 6-1: Clinical characteristics of patients for cell cultures. Legend: Values are 

mean±SEM or %; BMI: body mass index; LDL: low-density lipoprotein cholesterol; 

HDL: high-density lipoprotein cholesterol; and SEM, standard error of the mean. 
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 Human donors  (n = 4)  

    

Triglycerides (mmol/L) 1.22 ± 0.2   

Total cholesterol (mmol/L) 4.94 ± 0.1   

HDL (mmol/L) 1.94 ± 0.4   

LDL (mmol/L) 2.7 ± 0.4   

Table 6-2: Clinical characteristics of patients for LDL donors. Legend: Values are 

mean±SEM or %; LDL: low-density lipoprotein cholesterol; HDL: high-density 

lipoprotein cholesterol; SEM: standard error of the mean. 
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 Control valves 

(n = 31)                            

CAVD(n=40)  p-value 

Age 51 ± 2 70 ± 2 <0.0001 

Male (%) 69  48 0.095 

Smoking (%) 7 5  1.00 

Hypertension (%) 42 75  0.007 

Diabetes (%) 13 30  0.15 

Coronary heart disease (%) 50 38 0.41 

Bicuspid aortic valves (%) 0 40 <0.0001 

BMI (kg/m2) 27 ± 1 29± 1 0.11 

Waist circumference (cm) 96 ± 5 102 ± 2 0.38 

Statins (%) 100 97 1.00 

Beta blockers (%) 74 50 0.06 

Calcium channel blockers (%) 4 21 0.06 

Diuretics (%) 85 40 0.005 

Aortic valve area (cm2) -- 0.73 ± 0.04   -- 

Aortic peak gradient (mmHg) 

Aortic mean gradient (mmHg)   

-- 

-- 

74 ± 5 

46                         

  -- 

  -- 

Triglycerides (mmol/L) 1.40 ± 0.10 1.50 ± 0.10 0.55 

LDL (mmol/L) 2.25 ± 0.15 2.07 ± 0.15 0.40 

HDL (mmol/L) 1.27 ± 0.13 1.35 ± 0.06 0.57 

Creatinine (μmol/L) 104.60 ± 6.70 88.40 ± 3.80 0.04 

Creatinine clearance (ml/min)  71.40 ± 5.10 73.60 ± 3.70 0.72 

Table 6-3: Clinical characteristics of patients for qPCR analysis. Legend: Values are 

mean±SEM or %; P values: Student t test or Fisher exact test; BMI: body mass index; LDL: 

low-density lipoprotein cholesterol; HDL: high-density lipoprotein cholesterol; and SEM, 

standard error of the mean. 
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Baseline                       6 months 

(n=23)                           ( n=23)                                p-value  
   

  Mice weight (g) 35±1 51±2 <0.0001 

  LV systolic function 
   

  FS (%) 45±2 30±1 <0.0001 

  EF (%) 82±2 63±2 <0.0001 

  SV (ml) 0.06±0.01 0.05±0.03 0.006 

  Heart rate (bpm) 394±18 485±7 <0.0001 

  CO (ml/min) 25±1 25±2 0.60 

 LV diastolic function 
   

 E/E’ 28.6±1.5 35.2±1.3 0.0003 

 Aortic Valve Hemodynamics 
   

 Peak aortic jet velocity (cm/s)  

 

 Peak LVOT velocity (cm/s) 

 

 LVOT area (mm2)                             

 

 AVA (mm2)                                                                            

102.9±2.4 

 

83.5±2.4 

 

1.35±0.01 

 

1.18±0.04 

 

165.9±2.6 

 

123.6±3.1 

 

1.17±0.02 

 

0.86±0.03 

<0.0001 

 

<0.0001 

 

<0.0001 

 

<0.0001 

 

Table 6-4: Echocardiographic parameters in baseline and IGFII mice. Legend: Values are mean±SEM 

or %; P values: Student t test or Fisher exact test; LV: left ventricle, FS: fractional shortening, EF: 

ejection fraction, SV: stroke volume, CO: cardiac output, E/E’: mitral inflow, LVOT: left ventricular 

outflow tract, AVA: aortic valve area, and SEM, standard error of the mean. 
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                IGFII Diluent (n=12)                   IGFII Ki16425 (n=11) 

 
6 months 9 months P 6 months 9 months P 

Mice weight (g) 51±2 43±5 0.45 53±2 44±6 0.48 

LV systolic function 
      

FS (%) 31.3±1.3 34±1.3 0.16 28±1.7 36±1.4 0.006 

EF (%) 66±2 69±2 0.15 62±3 72±2 0.006 

SV (ml) 0.06±0.04 0.05±0.03 0.32 0.05±0.01    0.05±0.01 0.97 

Heart rate (bpm) 492±10 460±36 0.31 478 ±10 504±14   0.13 

CO (ml/min) 28±2 25±1 0.31 21±3 25±1 0.31 

LV diastolic function 
      

E/E’ 34.7±1.4 39.6±2.5 0.15 35.8±2.2 36.8±2.6 0.64 

Aortic Valve Hemodynamics 
      

Peak aortic jet velocity (cm/s)  

 

Peak LVOT velocity (cm/s) 

 

LVOT area (mm2)                             

 

AVA  (mm2)                                                                            

   163.1±3.0 

  

     119.0±3.5 

 

      1.22±0.02 

 

     0.90±0.03              

  

186.4±5.9 

 

139.5±2.5 

 

    1.10±0.03 

 

    0. 75±0.05                 

0.0007 

 

0.0006      

 

0.014 

 

0.02 

 

 

168.0±4.2 

 

128.1±4.5 

 

1.14±0.02 

 

0.83±0.05 

175.9±5.7 

 

134.3±5.2 

 

1.13±0.04 

 

0.81±0.06 

0.18 

 

0.13 

 

0.92 

 

0.85 

Table 6-5: Echocardiographic parameters in IGFII mice. Legend: Values are mean±SEM or %; P values: 

Student t test or Fisher exact test; LV: left ventricle, FS: fractional shortening, EF: ejection fraction, SV: 

stroke volume, CO: cardiac output, E/E’: mitral inflow, LVOT: left ventricular outflow tract, AVA: aortic 

valve area, and SEM, standard error of the mean. 
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   IGFII Diluent (9 months) 

                  (n=12) 

IGFII Ki16425 (9 months) 

       (n=11)                                        p- value  
 

 
  

  

Mice weight (g)  43±5   44±6 0.42 

LV systolic function  
 

  
  

FS (%)  34±1   36±1 0.18 

ΔLVFS   1.06±1.6   6.43±2 0.02 

EF (%)  69±2   72±2 0.18 

SV (ml)  0.05±0.03   0.05±0.01 0.81 

Heart rate (bpm)  460±36   504±14 0.25 

CO (ml/min)  25±1   25±1 0.98 

LV diastolic function  
 

  
  

E/E’  39.6±2.5   36.8±2.6 0.44 

Aortic Valve Hemodynamics  
 

  
  

Peak aortic jet velocity (cm/s) 

 

ΔV2(cm/sec)                                

  

LVOT area (mm2)                             

 

AVA (mm2)                                                                            

 

 

 

186.4±5.9 

 

23.33±5                         

  

1.10±0.03 

 

 0. 75±0.05                 

  175.9±5.7 

 

7.9±5.5 

 

1.13±0.04 

 

0.81±0.06 

0.36 

 

0.02 

 

0.53 

 

0.38 

Table 6-6: Echocardiographic parameters in IGFII mice 9 months. Legend: Values are mean±SEM or %; 

P values: Student t test or Fisher exact test; LV: left ventricle, FS:   fractional   shortening, EF: ejection 

fraction, SV: stroke volume, CO: cardiac output, E/E’: mitral inflow, LVOT: left ventricular outflow tract, 

AVA: aortic valve area, ΔLVFS: Delta LV fractional shortening, ΔV2: Delta Peak aortic jet velocity, and 

SEM, standard error of the mean.  

 
 

IGFII Diluent 

(9 months)  

  IGFII Ki16425 

   (9 months) 

           p-value 

Cholesterol (mmol/l) 20±2     20±1 0.85 

Triglycerides (mmol/l) 5.3±0.4      6.0±0.5 0.25 

 

Table 6-7: Assessment of biological parameters in IGFII mice. Legend: Values are mean±SEM 

or %; SEM, standard error of the mean. 
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Figures legends 

Figure 6-1: LPA-mediated VIC mineralization depends on BMP2 

A) Treatment with Ki16425 prevents OxLDL-induced mineralization of VICs (n=6) 

(calcium measured after 7 days). B) VICs were treated with mineralizing medium in 

presence of different LPA species (n=6). C) VICs were treated with mineralizing medium 

in presence of increasing LPA 18:1 concentration (n=6). D-H) RUNX2, BGLAP, 

COL1A1, BMP2 genes (n=6) and ALP activity (n=6) were increased in VICs following 

LPA treatment (7 days). I) Treatment with Noggin inhibits LPA-induced mineralization 

(n=6). J) BMP2 siRNA abrogates LPA-induced mineralization of VICs (n=6). Values are 

mean ± SEM. OxLDL: 100ng/ml, Ki16425: 10µM, LPA: 10µM, Noggin: 2.5µM. * p<0.05. 

Figure 6-2: LPAR1 mediates LPA response in VICs  

A) LPAR1 expression in VICs (n=6). B) Confocal images of LPAR1 in VICs. Scale bar 

20µM, (n=5). C) LPAR1 is required for OxLDL and LPA induced mineralization of VICs 

(n=6). D-G) siLPAR1 prevented LPA-mediated rise of BMP2 (D), RUNX2 (E), BGLAP 

(F) and COL1A1 (G) (n=6) (measurements at 24 hours). H) LPAR1 mRNA measurement 

in control non-mineralized (CTL) (n=31) versus calcified aortic valves (CAVS) (n=40). I) 

Representative western blot and quantification of LPAR1 in CTL (n=8) versus CAVS 

(n=8). J) Epifluorescence image of a calcified aortic valve showing the organisation of the 

tissue in DAPI, scale bar 1000µM and confocal images showing LPAR1 and vimentin co-

expression in the same tissue, scale bar 10µM, (n=6). K-M) ROCK activity measurements; 

kinetics following LPA treatment (n=6) (K), siLPAR1 negated LPA response (n=6) (L) 

and Y27632 abrogated LPA effect (n=5) (M). N) Treatment with Y27632 reduces LPA-

mediated mineralization in VICs (n=6). Values are mean ± SEM. LPA: 10µM, OxLDL: 

100 ng/ml, Y27632: 5µM; * p<0.05. 

Figure 6-3: LPA-induced VICs mineralization relies on the NF-κB pathway 

A-B) NF-κB reporter assay showing increased NF-κB activity in response to LPA (n=4) 

(A) and its inhibition by BAY11-7085 (n=6) (B). C) BAY11-7085 prevents LPA-induced 

mineralization (n=6). D-F) NF-κB reporter assay; Y27632 (n=6) (D) and RhoA N19 (n=6) 

(E) inhibits and RhoA L63 (n=6) (F) mimics LPA effect on NF-κB activity. G-H) IL-6 

mRNA measurements in response to LPA, Y27632 (n=6) (G) and siLPAR1 (n=6) (H) 
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decreases LPA-induced IL-6 rise. Values are mean ± SEM. LPA: 10µM, BAY11-7085: 

5µM, Y27632: 5µM; * p<0.05. 

Figure 6-4: LPA-mediated activation of the NF-κB pathway promotes BMP2 

expression 

A-B) LPA increases BMP2 promoter activity (n=4) (A) and BMP2 protein level (n=6) (B). 

C) RhoA N19 inhibits LPA-induced BMP2 promoter activity (n=6). D-E) Y27632 (n=6) 

(D) and BAY11-7085 (n=6) (E) abrogates LPA-mediated rise in BMP2 mRNA. F-G) p65 

is required for LPA regulation of BMP2 level (n=6) (F) and mineralization (n=6) (G). 

Values are mean ± SEM. LPA: 10µM, Y27632: 5µM, BAY11-7085; * p<0.05. 

Figure 6-5: LPA-mediated activation of the NF-κB pathway regulates BMP2 

promoter activity 

A) Scheme depicting NRE sites localization in the BMP2 promoter. B-C) ChIP assays; p65 

binds to BMP2 (B) and IL6 (C) promoters in response to LPA (n=6). D-E) Western blots 

on nuclear and cytoplasmic fractions demonstrating the efficiency of leptomycinB (LepB) 

treatment (D); quantification of WB (n=4). F-H) LepB inhibits LPA-mediated rise of IL6 

(F) but not of IL8 (G) nor BMP2 (H) (n=6). I-K) IκBα super repressor (SS32/36AA) does 

not block LPA effect on BMP2 (I) and IL8 (J), but blocks its effect on IL6 (K) (n=6). L) 

IκBα SS32/36AA has no effect on LPA-induced mineralization of VICs (n=6). Values are 

mean ± SEM. LPA: 10µM, Leptomycin B: 20nM; * p<0.05. 

Figure 6-6: LPA-mediated activation of BMP2 relies on phosphorylation of p65 S536 

A-C) P65 S536A inhibits LPA-mediated rise in BMP2 promoter activity (n=6) (A) and 

mineralization (n=6) (B), while p65 S536E mimics the effect of LPA (n=6) (C). D-E) ChIP 

assays; p65 phosphoS536 binds to BMP2 (D), but not to IL6 (E) promoters in response to 

LPA (n=6). F) LPA induces p65 phosphorylation on S536 (n=4). G) Y27632 blocks LPA-

induced p65 S536 phosphorylation (n=4). H) Representative western blot showing that p65 

phosphoS536 is increased in CAVS (n=12) versus control (n=10) tissues. I) p65 S536 

phosphorylation relies on IKKα (n=4). J) LPA-mediated IKKα phosphorylation is 

abrogated by Y27632 (n=6). Values are mean ± SEM. LPA: 10µM; * p<0.05. 

Figure 6-7: Role of the ATX-LPAR1 pathway in vivo 

A) LPA is increased in IGFII mice serum (n=10). B-C) LPA level correlates with blood 

plasma ATX activity (B) and cholesterol level (C) (n=10). D-E) Lpar1 is elevated in IGFII 
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mice (D) and it correlates with Bmp2 level (E) (n=8). F) Outline of the animal protocol. G-

H) Transaortic velocities (V2) were increased in mice receiving vehicle (G) (n=12) while 

they were stable in mice receiving Ki16425 (H) (n=11). I) ∆V2 was significantly higher in 

mice receiving vehicle compared to Ki16425 (n=23). J) ∆LVFS was significantly lower in 

mice receiving vehicle compared to Ki16425 (n=23). K) Hydroxyapatite was more 

abundant in leaflets of mice receiving vehicle compared to Ki16425 (n=13), scale bar 

200µM. Values are mean ± SEM. Ki16425: 5mg/kg/day. 
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Supplementary Figures 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 2: Confocal images of LPAR1 (n=5) and 

LPAR3 (n=2) stainings in human VICs. Scale bars 10μM. 
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Supplementary figure 5: A-B) Tiling of epifluorescence images of DAPI 

staining showing tissue organization, scale bars 1000μM. Confocal images of 

LPAR1 (A) (n=10) and LPAR3 (B) (n=5) with vimentin, scale bars 10μM.  
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 Résumé des articles de la thèse   

En premier lieu, notre étude cas-témoins sur 300 patients atteints de coronaropathie 

(Article 1- Chapitre 4) rapporte que les patients qui présentent à la fois la maladie 

coronarienne (MC) et le RAC ont un taux plasmatique significativement plus élevé de 

Lp(a), d’OxPLs ainsi qu’une forte activité d’ATX par rapport aux patients ayant une MC 

seulement. Nous avons également montré que la masse et l’activité d’ATX sont associées 

de façon indépendante avec le RAC chez les patients ayant une MC. Dans la même étude, 

nous avons constaté qu’une activité élevée d’ATX, combinée avec un taux élevé de Lp(a) 

ou de OxPLs, augmente de 3.5 à 5.5 le risque de développer le RAC. Pris ensembles, ces 

résultats suggèrent que l’ATX et Lp(a)/OxPLs interagissent pour augmenter le risque de 

RAC. De ce fait, l’axe ATX-lipoprotéines peut jouer un rôle important dans la progression 

du RAC. De plus, nous avons pu identifier que les niveaux de Lp(a) et l’obésité étaient des 

prédicteurs puissants et indépendants de l’activité et de la masse de l’ATX. D’intérêt, le 

tissu adipeux semble être la source majeure qui produit et sécrète l’ATX circulante, mais 

non la seule. En effet, une réduction de 40% des taux de LPA circulants à été observée 

chez un modèle murin conditionnel spécifique au tissu adipeux (ATXF/F/aP2-Cre) [540, 

525]. Ces données nous laissent donc penser que l’obésité, un facteur de risque du RAC, 

contribue à l’augmentation des taux circulants de l’ATX [526]. Ce dernier pourrait donc 

favoriser la minéralisation de la VA et exacerber la progression du RAC. 

Par ailleurs, les résultats de la deuxième étude de mon doctorat (Article 2 Chapitre 

5) apportent des arguments en faveur de l’hypothèse que l’ATX est un intermédiaire 

important entre Lp (a)/OxPLs, l’inflammation et la minéralisation de la VA. D’abord, nous 

avons démontré que l’ATX est enrichie dans la fraction isolée du Lp(a), et elle est 

transportée dans la VA de patients atteints du RAC. En effet, en utilisant la technique de « 

Proximity ligation assay », nous avons confirmé la présence d’une forte interaction entre 

l’ATX et Lp(a) dans les échantillons pathologiques de VA. Aussi, l’ATX est fortement 

exprimée par les CIVs. Ces données suggèrent que l’ATX provenant de Lp(a) et secrétée 

par les CIVs pourrait contribuer à la pathobiologie du RAC.  

Dans ce travail, nous avons également révélé que l’activité enzymatique de l’ATX était 

significativement plus élevée dans les VA minéralisées comparativement au VA saines. 

Ainsi, cette activité d’ATX était associée à une forte quantité de LPA dans les tissus des 
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VA. D’ailleurs, en utilisant la méthode de spectrométrie de masse en tandem, une étude 

récente a confirmé la présence des espèces de LPA dans les tissus de VA minéralisées 

[213]. Ces études valident nos observations précédentes. Également, nos études in vitro sur 

des CIVs isolées ont démontré que l’ATX induit l’inflammation et la transition 

ostéogénique en produisant une grande quantité de LPA. Ce dernier favorise, à son tour, 

l’activation de la voie NF-κB/IL-6 et l’expression des gènes ostéogéniques tels que BMP2 

et RUNX2. En effet, BMP2 est un morphogène qui induit un phénotype ostéogénique des 

CIVs via le facteur de transcription RUNX2 [527]. Par la suite, nous avons constaté que la 

minéralisation des CIVs induite par le LPC a été bloquée par le Ki16425, un inhibiteur des 

récepteurs LPAR1-3.  En dernier lieu, nous avons testé notre hypothèse dans un modèle 

murin de RAC. Nos résultats in vivo ont démontré que le taux plasmatique et l’expression 

de l’ATX dans la VA étaient plus élevés chez les souris IGFII par rapport aux souris 

contrôles C57BL/6. L’administration exogène de LPA chez ses souris IGFII pendant 6 

mois a augmenté l’expression du gène ostéogénique Bmp2, et a accéléré la progression du 

RAC. Pris ensemble, les résultats de cette étude suggèrent que l’axe ATX-LPA joue un 

rôle central dans la pathobiologie du RAC.  

Faisant suite à l’identification de LPA comme un puissant facteur pro-

inflammatoire et pro-ostéogénique impliqué dans le développement et l’évolution du RAC, 

j’avais comme objectif d’étudier le mécanisme moléculaire par lequel les LDL oxydées 

(OxLDLs) et le LPA peuvent favoriser la minéralisation de la VA (article 3 chapitre 6). 

Pour ce faire, nous avons d’abord évalué l’effet des OxLDLs sur la minéralisation des 

CIVs. Dans cette dernière étude, nous avons démontré que le traitement des CIVs avec des 

OxLDLs augmente les niveaux de calcification. À la lumière de ces résultats, nous avons 

émis l’hypothèse que la minéralisation de la VA est due à une forte production de LPA lors 

de l’oxydation des LDLs. D’une part, nous avons démontré que le LPA induit un phénotype 

ostéogénique des CIVs. D’autre part, nous avons déterminé que la réponse ostéogénique 

induite par les OxLDLs ainsi que le LPA est médiée par le récepteur LPAR1. Par ailleurs, 

ce récepteur était hautement exprimé dans les tissues de VA sténosées comparativement 

au tissues contrôles.  

Par la suite, nos résultats ont démontré que la minéralisation induite par LPAR1 est 

régulée par la voie RhoA. Cette dernière agit en amont de voie inflammatoire NF-κB. Ces 
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résultats corroborent donc les résultats que nous avons obtenus précédemment (Article2 

Chapitre5) qui soulignent l’implication de la voie NF-κB dans le processus de 

minéralisation des CIVs. Dans ce second projet, nous avons prouvé pour la première fois 

que le LPA favorise le recrutement de la sous-unité p65 phosphorylé sur Ser536 (p65-

S536) au niveau de promoteur du gène BMP2. La phosphorylation Ser536 module, à son 

tour, le niveau d’expression du gène BMP2 et favorise la réponse ostéogénique des CIVs. 

De même, avons constaté que p65 phospho S536 est augmenté dans les VA minéralisées 

comparativement aux VA normale. Étant donné que cette phosphorylation S536 n’est pas 

réprimée par l’inhibiteur IκBα, il est possible que cette dernière puisse déclencher une 

inflammation ainsi qu’une minéralisation non réversible dans la VA. Par conséquent, nos 

résultats soutiennent l’hypothèse que le gène ostéogénique BMP2 est sous le contrôle d'une 

signature p65 phospho S536 dans les CIVs.  

En dernier lieu, dans un modèle murin, nous avons démontré que le taux sérique de 

LPA est augmenté de manière significative chez les souris IGFII, sous un régime HF-HS 

pendant 6 mois, par rapport aux souris témoin C57BL/6. Par ailleurs, nous avons retrouvé 

une forte corrélation entre le niveau de LPA et l'activité plasmatique d’ATX mesuré chez 

les mêmes groupes de souris. De façon similaire, nous avons révélé une forte expression 

de Lpar1. Son expression était également corrélée avec celle de Bmp2 chez les mêmes 

groupes de souris.  De façon intéressante, nos résultats ont montré que l’inhibition de Lpar1 

par le Ki16425 chez le même modèle animal réduit de 3 fois la progression du RAC.  Ainsi, 

en utilisant un agent fluorescent (OsteoSense) qui détecte l’hydroxyapatite de calcium dans 

le feuillet de la VA, nous avons révélé que le blocage de Lpar1 réduit le dépôt des minéraux 

et prévient la minéralisation de la VA. Pris ensemble, les résultats de cette étude 

corroborent les observations précédentes et suggèrent que l’oxydation des lipoprotéines 

favorise la minéralisation de la VA via la voie ATX-LPAR1-pSer536.  

 Mise en contexte et intégration des travaux 

L’ensemble des résultats obtenus dans mon doctorat apporte des éléments nouveaux 

dans la pathogenèse du RAC. En particulier, ils suggèrent que l’un des mécanismes 

prédominants dans cette pathogenèse serait lié à la lipoprotéine Lp(a)/OxPLs et à l’axe 

ATX-LPAR1.    
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Tout d’abord, nos évidences indiquent que le RAC serait initié par l’infiltration puis 

l’oxydation des lipides. Ces lipides oxydés seront à leur tour métabolisé par une voie 

enzymatique qui implique l’axe Lp(a)-ATX.  Dans la VA, ce système enzymatique peut 

générer de nombreux dérivés lipidiques qui jouent un rôle primordial dans la transition 

ostéogénique des CIVs. À ce propos, plusieurs études précédentes ont démontré que les 

apolipoprotéines et les lipides oxydés se trouvent à proximité des nodules des VA calcifiées 

[83,107, 109]. Nos différentes observations supportent donc l’idée que l’oxydation des 

lipides dans la VA pourrait jouer un rôle prépondérant dans l’initiation et/ou le 

développement des processus physiopathologiques associés au RAC. 

Par ailleurs, il a été démontré que les LDLs, petites et denses, sont augmentées chez les 

patients atteints du syndrome métabolique, un facteur de risque pour le développement du 

RAC [89, 109]. Récemment, Lehti et al. ont montré que les lipoprotéines modifiées 

s’accumulent dans les VA minéralisées. Ainsi, plusieurs espèces lipidiques provenant de 

LPC, un métabolite actif qui est produit au cours de l’oxydation des LDLs, étaient présentes 

dans les tissus valvulaires [528].  Ces études soutiennent notre hypothèse que les dérivés 

lipidiques, produits par voie enzymatique dans la VA, peuvent jouer un rôle primordial 

dans le développement du RAC.  

Dans l’étude clinique (Article 1 Chapitre 4), nous avons pu montrer que l’ATX, la 

Lp(a) et les OxPLs interagissent ensemble pour augmenter le risque du RAC. Nos résultats 

sont cohérents avec d’autres études qui démontrent que la Lp(a) est associée avec le 

développement du RAC [109].  En effet, dans une première étude effectuée en 1997, 

Stewart et ses collègues ont démontré que la Lp(a) et les LDLs étaient associées avec le 

RAC [34]. Récemment, Thanassoulis et collègues ont identifié un SNP dans le locus du 

gène LPA (rs10455872) associé à la calcification de la VA [35]. Ainsi, par une approche 

de randomisation Mendélienne, le même groupe de recherche a démontré un lien causal 

entre les taux de Lp(a) et le risque de développement du RAC. Ces constatations ont été 

confirmées par deux études indépendantes, qui ont mis en évidence un lien causal entre les 

niveaux du biomarqueur Lp(a) et le risque de développer un RAC [36-38]. Capoulade et 

ses collègues ont démontré que les niveaux circulant de Lp(a) et les phospholipides oxydés 

(OxPL-apoB) sont associés de façon indépendante à la progression du RAC [38]. Pris 

ensemble, les résultats de ces études ci-dessus vont dans le même sens que nos résultats et 
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suggèrent que la Lp(a) et son contenu en OxPLs pourraient avoir un impact important sur 

le développement du RAC. Nos résultats viennent également renforcer l’étude de 

Kamstrup et al. qui démontre que les niveaux élevés d’OxPL-apoB et OxPL-apo(a) sont 

des facteurs de risque associés avec la pathogenèse du RAC [336].  

De plus, certaines études appuient le rôle du Lp(a) comme un transporteur majeur d’OxPLs 

dans le plasma et dans la VA [109]. Ces OxPLs peuvent agir comme des puissants lipides 

bioactifs qui favorisent l’inflammation. Nos données peuvent donc expliquer en partie 

l'association du Lp(a) avec le développement du RAC.  

Par ailleurs, il a été démontré que les OxPLs sont associés préférentiellement à la Lp(a) 

[307]. De façon intéressante, les enzymes associés à la Lp(a) et aux particules LDLs 

peuvent métaboliser les OxPLs qui sont accumulés au niveau valvulaire [109]. En effet, la 

Lp-PLA2, utilise comme substrat les OxPLs pour produire des AGs et la LPC. Cette 

dernière, qui est le produit final de la Lp-PLA2, déclenche à son tour l’inflammation et la 

minéralisation de la VA [109, 347]. D'intérêt, la Lp-PLA2, transportée par les LDLs, est 

surexprimée lors du RAC et est également enrichie dans la fraction Lp(a) [101]. Ces 

travaux ci-dessus supportent les résultats de notre seconde étude (Article 2 Chapitre 5) dans 

laquelle on démontre que l’ATX est transportée par des lipides, et il est fortement secrétée 

par les cellules valvulaires. Cette enzyme hydrolyse son substrat, le LPC pour produire une 

grande quantité du LPA dans la VA. Le LPA agit à son tour comme un facteur pro-

inflammatoire ayant des propriétés ostéogéniques. En effet, nous avons pu démontrer que 

l’ATX, enrichie dans la fraction Lp(a), agit comme une étape limitante dans la l’activation 

de l'inflammation et la minéralisation de la VA. Ces résultats concordent bien avec les 

données d’une étude récente effectuée par l’équipe de Tsimikas et al. qui ont confirmé une 

association entre l’ATX et les particules de  Lp(a) à la fois dans le plasma et dans les VA 

des patients atteints du RAC [213]. En effet, ils ont remarqué que l’ATX pourrait être 

détectée sur l’apo(a) ainsi que l’apoB. D’ailleurs, l’apo(a) était également présente dans 

les VA de sujets atteints de RAC. En particulier, ils ont détecté l’apo(a), les OxPLs et 

l’ATX dans le grade le plus avancé du RAC [213]. Ces découvertes appuient encore nos 

constatations qui démontrent que l’ATX interagit avec les particules de Lp(a) pour être 

transportée dans la VA.  
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Dans notre seconde étude (Article 2 Chapitre 5), nous avons remarqué que le LPA, le 

produit final de l’ATX, est augmenté dans la VA calcifiées. En effet, au niveau valvulaire, 

on a observé un taux élevé de LPA par rapport au LPC. Ces données concordent avec celles 

de Torzewski et al. qui ont confirmé la présence des différentes espèces de LPA ainsi 

qu’une variété d'OxPLs dans les VA calcifiées [213]. Ces résultats viennent donc renforcer 

l’hypothèse que l’ATX, qui est transportée par les lipides et secrétée par les CIVs, catalyse 

la conversion de LPC en LPA. À ce propos, puisque les OxPLs et les OxLDLs sont 

retrouvés en quantité considérable dans la VA [213], il est probable qu'une grande partie 

du LPC provienne de l'hydrolyse des acides gras oxydés (en position sn2) qui sont situés 

sur les OxPLs. Très récemment, une étude faite chez les CIVs a démontré que la Lp(a) 

augmente de façon significative l’activité de la phosphatase alcaline, le niveau 

d’hydroxyapatite, et la formation des vésicules cellulaires contenant du calcium [530]. 

Cette étude confirme l’association entre la Lp(a) et la calcification valvulaire aortique. 

Néanmoins, d’autres études sont nécessaires afin de déterminer le processus moléculaire 

par lequel Lp(a)-ATX et OxPLs favorisent la minéralisation de la VA.  Les résultats de 

notre seconde étude révèlent que les niveaux élevés de LPA, générés dans la VA, favorisent 

l'inflammation et la minéralisation des CIVs par la voie NF-kB/IL-6/BMP. Sur ce point, 

une étude de notre groupe a précédemment rapporté que l’IL-6, une cible importante de la 

voie NF-kB, est fortement exprimée dans les VA calcifiées [125]. La voie NF-kB est aussi 

activée dans les VA humaines et induit la production d’une grande quantité d'IL-6. Il a été 

constaté que l’IL-6 stimule l’expression du gène ostéogénique BMP2 par effet paracrine 

[125]. Ces résultats sont cohérents avec une étude récente effectuée in vitro avec des CIVs 

qui démontre que l’expression de BMP2 a été fortement induite par la Lp(a)[530]. En 

dernier lieu, nous avons montré que l’administration de LPA dans un modèle murin de 

RAC accélère la progression du RAC. Ces résultats sont en accord avec l’étude de Zhou et 

al. qui démontre que l’administration de LPA chez les souris apoE -/- (à la même dose 

utilisée dans cette étude) pendant 4 semaines accélère l’inflammation et le développement 

de l’athérosclérose [475].   

Finalement, les résultats de notre troisième étude (Article 3 Chapitre 6) démontrent 

que le LPA, généré lors de l’oxydation des LDLs, active son récepteur LPAR1 et déclenche 

une réaction inflammatoire NF-kB/p65 phospho ser536. Cette signature ostéogénique 
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aboutira à la minéralisation des CIVs. D’abord, des études antérieures avaient mis en 

évidence que, lors du processus d’oxydation des LDLs, les OxPLs sont transformés en LPC 

grâce à l’enzyme Lp-PLA2 [346]. Nos observations sont cohérentes avec les résultats 

d’études précedentes qui ont montré que le LPA est synthétisé au cours de l’oxydation des 

LDLs [531] et lors de l'activation des plaquettes [440]. En plus des études antérieures, nos 

données (Articles 1et 2 -Chapitres 4 et 5) nous laissent donc penser que l'oxydation des 

LDLs peut générer une quantité élevée de LPA d’une manière dépendante de l'ATX.  

De surcroît, nos résultats sont corroborés par ceux de Zhou et al. [475] qui soulignent le 

rôle de LPA dans le processus atherosclérotique. En effet, le LPA, généré lors de 

l'oxydation des LDLs, agit par les récepteurs LPAR1-3 et favorise l'adhésion monocytaire 

à la paroi artérielle via CXCL1[475]. Par conséquent, nos données sont compatibles avec 

le concept selon lequel l'oxydation des LDLs donne lieu à la formation du LPC. Celui-ci 

est le substrat majeur à partir de quel l’ATX produit du LPA. Cependant, d’autres études 

sont nécessaires afin de déterminer si le LPA provenant des OxLDLs est produit par un 

processus enzymatique qui dépend de l’ATX.  Dans un deuxième temps, notre dernier 

article a permis d’éclairer le mécanisme d’action par lequel les OxLDLs et LPA favorisent 

la minéralisation de la VA. En effet, nous avons observé que les OxLDLs et le LPA 

induisent l’expression du gène BMP2 via l’activation du récepteur LPAR-1 et la voie NF-

κB/p65 phospho Ser536. Ces résultats concordent avec de nombreuses études précédentes 

qui ont soulignés que les OxPLs, transportés par la Lp(a) dans la VA, contribuent à 

l’augmentation des ROS, qui, à leur tour, favorisent l’activation de NF-κB et l’expression 

des gènes inflammatoires [81,93]. Par ailleurs, une étude effectuée sur des CEs a également 

démontré que les OxLDLs induisent l’expression de BMP2 via les récepteurs TLR-2 et 

TLR-4 [337]. D’ailleurs, ces deux récepteurs sont impliqués dans la transition ostéogénique 

des CIVs [95, 343]. Ces différentes données viennent supporter nos résultats qui suggèrent 

que les OxLDLs et le LPA favorisent la réponse inflammatoire et le remodelage de la VA. 

Enfin, dans notre modèle de souris IGFII, nous avons pu démontrer que le blocage de Lpar1 

par le Ki16425 réduit la progression du RAC chez ces souris. Ces résultats sont cohérents 

avec les résultats d’une étude récente effectuée dans un modèle de souris athéroslérotique 

qui démontre que l’'inhibition de Lpar1-3 réduit le développement de l'athérosclérose chez 

des souris déficientes en récepteurs Ldlr (Ldlr -/-) [465]. D’autres études ont révélé une 
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forte expression de LPAR-1 et 3 dans la plaque atherosclérotique [475]. En effet, le 

traitement par le Ki16425 a réduit la progression des lésions atherosclérotiques chez les 

souris hyperlipidémiques Apoe-/- [475]. Étant donné que la maladie du RAC partage 

certaines similitudes avec l’athérosclérose en termes de facteurs de risque associé, ces 

données viennent renforcer l’hypothèse que l’inhibition pharmacologique de 

récepteur LPAR1 peut s'avérer une approche prometteuse pour diminuer la progression du 

RAC. Néanmoins, certaines études suggèrent que les souris Lpar1-/-
  présentent une 

réduction globale de l'ostéogenèse et de la masse osseuse [532].  Une étude publiée 

récemment a démontré que le dérivé de la tétrahydrocarboline ONO-8430506, un puissant 

inhibiteur de l’ATX, réduit complètement la formation de LPA dans le plasma in vivo. De 

façon intéressante, l’inhibition prolongée et continuelle d’ATX n’a pas d’impact sur le 

phénotype chez le rat [405].   

Enfin, nous avons rapporté que le récepteur LPAR1 induit une signature p65 phospho 

S536.  Cette dernière module l’expression du gène BMP2 et provoque ainsi une réponse 

inflammatoire et ostéogénique prolongée. Par conséquent, choisir p65-ser536 comme une 

cible thérapeutique située plus bas dans la voie LPAR1-NF-kB pourrait être une voie à 

explorer. Dans l'ensemble, ces résultats suggèrent que l'axe Lp(a)-ATX-LPAR1 et la 

signature p65 phospho S536 pourraient s’avérer des cibles intéressantes pour le traitement 

du RAC. 

 Implications cliniques et perspectives  

Le RAC est la forme la plus fréquente des maladies valvulaires dans le monde 

occidental. Malgré le gros fardeau de cette maladie, à ce jour, il n’existe aucun traitement 

médical capable de ralentir ou stopper son développement. Ceci est dû en partie au manque 

de connaissances sur les causes de cette maladie. À l’heure actuelle, le RVA est le seul 

traitement disponible du RAC. Il peut être effectué par un traitement chirurgical ou par 

voie percutanée chez les patients symptomatiques présentant une sténose aortique sévère. 

Toutefois, ces interventions chirurgicales sont effectuées souvent chez les patients âgés qui 

présentent plusieurs facteurs de risque. Ces facteurs de risque (e.g. âge, diabète, 

insuffisance cardiaque) sont associés à une mortalité opératoire accrue [533]. Par 

conséquent, l'identification des principaux facteurs de risque ainsi que les processus 
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moléculaires impliqués dans la progression du RAC représentent une nécessité primordiale 

pour développer des thérapies médicales. Ainsi, avoir un traitement médical pour le RAC 

pourrait améliorer considérablement la qualité de vie des patients les plus âgés et limiter le 

nombre de RVA avec des économies importantes pour notre système de soins de santé. 

D'un point de vue clinique, une pharmacothérapie pourrait être débutée chez des patients 

présentant une sténose aortique légère et/ou modérée [534]. Cependant, jusqu’à ce jour, les 

tentatives visant à réduire la progression du RAC ont subi un échec.  

À ce jour, trois essais cliniques randomisés ont démontré que l’administration des statines, 

qui réduit efficacement le LDL cholestérol, n’avaient aucune efficacité sur la réduction de 

la progression du RAC [40-42]. Ces résultats ont été supportés par une méta-analyse 

récente qui démontre que, malgré une baisse marquée des LDLs (35-55%) pendant plus de 

2 ans, il n'y a aucune réduction dans la progression du RAC [535]. Malgré le fait que 

l’impact des lipoprotéines n’était pas bien connu au moment de ces essais cliniques, les 

statines n’ont pas réduit les niveaux de Lp(a) [536].  

D’une part, des études ont démontré que les statines peuvent augmenter les niveaux de 

Lp(a) et OxPL-ApoB [355]. Par exemple, dans l'essai clinique ASTRONOMER, la 

rosuvastatine a augmenté des niveaux de Lp(a)de 20% [38]. Bien que l’insuccès des 

statines dans cette maladie soit probablement multifactoriel, ces données peuvent 

expliquer, au moins en partie, leur inaptitude à prévenir la progression du RAC. D’une 

autre part, l’échec des statines peut être lié également à l’effet pro-ostéogénique de cette 

classe de médicaments [537, 538]. Ces données, suggéraient que l'effet des statines pourrait 

être lié aux effets pléiotropiques plutôt qu'à l'effet hypolipémiant de la médication [83-84, 

95]. 

Les résultats obtenus dans le premier article de cette thèse (chapitre 4) démontrent que le 

niveau élevé de Lp(a) ou OxPLs combiné avec une haute activité d’ATX augmentent le 

risque du RAC. Ces résultats, y compris les études récentes, soutiennent l'hypothèse selon 

laquelle la diminution de l'activité d’ATX peut réduire la minéralisation de la VA induite 

par les lipides. Par conséquent, un traitement anti-ATX avec des agents pharmacologiques 

tels que les inhibiteurs de l’ATX ou les oligonucléotides antisens visant à réduire les taux 

circulant de Lp(a) pourraient ralentir la progression du RAC. Des études prospectives 

randomisées sont nécessaires pour tester ces nouvelles avenues. En particulier, des études 
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randomisées utilisant les agents thérapeutiques en phase d’évaluation clinique (GLPG1690 

en phase II chez les patients IPF) [415,416] pourraient être envisagées afin de tester leur 

éfficacité sur le ralentissement du RAC. Par ailleurs, le développement d’un modèle murin 

conditionnel permettant d’éliminer spécifiquement Enpp2 dans les tissus valvulaires serait 

idéal pour étudier les fonctions de cette enzyme dans le contexte du RAC. Ainsi, ce modèle 

murin pourrait révéler le rôle exact de la voie Lp(a)-ATX-LPA dans le processus de 

minéralisation. Récemment, une nouvel essai immuno-enzymatique capable de détecter 

l’interaction ATX-Lp(a) et ATX-apo(a) ou ATX-apoB dans le plasma des patients avec 

RAC a été développé par l’équipe de Tsimikas et ses collaborateurs [213]. Cette découverte 

pourrait offrir un biomarqueur pour identifier les sujets ayant le plus grand potentiel pour 

bénéficier des thérapies qui visent à inhiber l’ATX en utilisant un composé 

pharmacologique [416].  

En second lieu, compte tenu de nos résultats ainsi que les travaux récents qui 

suggèrent que la Lp(a) est un facteur de risque causal du RAC [538], de nouvelles stratégies 

destinées à diminuer le taux de Lp(a) méritent d’être étudiées à l’avenir. Ces perspectives 

seront nécessaires afin de tester l'hypothèse selon laquelle la diminution de Lp(a) pourrait 

ralentir la progression du RAC [213]. À cet égard, des études récentes indiquent que 

l’internalisation du Lp(a) est régulée par la protéine PCSK9 [300]. En effet, le 

développement d’inhibiteurs de PCSK9 est une option thérapeutique qui pourrait 

éventuellement abaisser le taux de Lp(a) et donc retarder le développement du RAC. Sur 

ce point, il a récemment été démontré que l’inhibition de PCSK9 réduit le taux circulant 

de Lp(a) de 25% [539]. Le développement d’autres agents plus puissants tels que les 

oligonucléotides antisens (ASO) ciblant l’apo (a) peut fournir une meilleure solution pour 

évaluer le rôle du Lp(a) dans le RAC. En effet, une compagnie pharmaceutique, IONIS, a 

récemment développé des ASO anti-apo(a) (dirigés contre le gène LPA qui code pour 

l'apo(a)) [321]. Ces ASO anti-apo(a) ont réduit le taux de Lp(a) d’environ 85% sans affecter 

le niveau d’autres marqueurs lipidiques [321]. Des essais cliniques randomisés sont donc 

très attendus et devraient être effectués chez les patients avec sténose aortique légère à 

modéré et ayant un taux élevé de Lp(a) (> 50 mg/dL).  

Notre seconde étude présente aussi un impact translationnel important. En effet, nous avons 

démontré que l’ATX, transportée par la Lp(a) et aussi sécrétée par CIVs, est un promoteur 
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important de la minéralisation de la VA. Dans un modèle murin, le LPA augmente les 

dépôts de calcium dans les feuillets de la VA et accélère la progression du RAC. À cet 

égard, et compte tenu du rôle d’ATX dans la minéralisation, le ciblage d’ATX ou l’un des 

LPARs pourrait également fournir des pistes thérapeutiques Bien qu’il n’existe aucun 

inhibiteur de l’axe ATX-LPAR approuvé sur le marché, il existe plusieurs inhibiteurs en 

développement et certains sont en cours d’évaluation dans des études cliniques en phase II 

[416]. Par conséquent, des interventions pharmacologiques ciblant la voie ATX-LPA 

pourraient représenter une nouvelle cible thérapeutique pour le RAC [405].  

Selon les données précédentes, ces essais futurs devraient plutôt cibler une population de 

patients ayant un RAC léger (stade précoce de la maladie) pour ralentir la progression de 

la maladie et retarder la survenue du remplacement valvulaire. Ainsi, d’autres études 

mécanistiques et expérimentales devraient être envisagées dans les prochaines années afin 

de mieux comprendre le rôle de l’axe ATX-LPA dans le développement et la progression 

du RAC.   

Pour finir, les conclusions majeures qu’on peut tirer de l’article 3 (chapitre 6) sont : le 

récepteur LPAR-1 est augmenté dans les valves humaines calcifiées ainsi que chez les 

souris IGFII sous diète HF-HS. L’étude chez la souris a été réalisée pour imiter le contexte 

clinique. En effet, l’administration de Ki16425, un bloqueur de Lpar1-3, a été démarrée 6 

mois après le régime HF-HS lorsque les vélocités transvalvulaires étaient significativement 

élevées. Nous avons remarqué que l’inhibition de Lpar1 chez les souris IGFII réduit la 

progression de RAC par 3 fois. Nous avons également noté que les souris recevant le 

Ki16425 affichaient une diminution de dépôts de minéraux dans leurs VA. Considérant 

l’effet bénéfique de l’inhibition pharmacologique du LPAR1 sur la progression du RAC, 

la présente étude peut avoir des implications cliniques importantes. En effet, compte tenu 

de nos résultats actuels démontrant que LPAR1 est impliquée dans la réponse ostéogénique 

des CIVs, il est possible que le ciblage de ce récepteur puisse aider à prévenir ou à retarder 

le développement de cette maladie. Sachant que de nouveaux composés pharmacologiques 

sont en cours de développement pour inhiber certains récepteurs de LPA, nos résultats 

peuvent avoir un impact translationnel. L’utilisation de modèles murins serait par contre 

un bon outil pour explorer l’impact de Lpar1 sur la minéralisation de la VA. Ainsi, le 
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modèle murin KO conditionnel et inductible (Lpar1-/-) pourrait nous permettre de suivre 

les conséquences physiologiques de la perte de ce récepteur sur le développement du RAC.  

Finalement, étant donné que la phosphorylation p65 phospho S536 joue un rôle crucial 

dans la réponse ostéogénique des CIVs, il est possible que le ciblage de cette signature 

ostéogénique Ser536 puisse représenter une nouvelle cible afin de ralentir la progression 

du RAC. Sur ce point, il est intéressant de souligner les résultats d’une étude effectuée chez 

les souris qui démontre que l’injection d’un peptide compétitif dirigé contre la 

phosphorylation p65-Ser536 réduit la fibrose hépatique sans affecter la réponse 

immunitaire innée [505]. Par conséquent, une perspective intéressante serait l’utilisation 

des peptides thérapeutiques qui agissent de façon spécifique contre la phosphorylation de 

la Ser536 de p65. Cela pourrait prévenir l’expression du gène BMP2, et donc réduire la 

minéralisation de la VA.  

 Limitations  

Tout d’abord, le premier travail (chapitre 4) a été effectué chez des patients ayant 

une MC et atteints du RAC à un stade pathologique avancé. De ce fait, nos conclusions 

actuelles ne peuvent pas nécessairement être transposées à la phase initiale du processus 

de la maladie. D’autre part, nos observations montrent seulement une association entre 

l’ATX et le RAC.  

À cet égard, d’autre études randomisées (RM) sont nécessaires pour évaluer la causalité 

entre ce biomarqueur et la maladie. En dépit des résultats encourageants de cette étude 

rétrospective, certaines limitations doivent être soulevées.  D’abord, il serait intéressant 

d’évaluer si la masse et l'activité d’ATX sont également associées avec la progression du 

RAC dans les stades légers à modérés. Ensuite, il reste à déterminer si chez des patients 

avec RAC mais sans CAD, l’ATX pourrait être associée au risque de RAC via l’interaction 

avec Lp(a) et OxPL-ApoB. Étant donné que la bicuspidie est un facteur de risque pour le 

RAC, il serait important de confirmer nos résultats chez une large cohorte de patients 

incluant ceux avec des VA bicuspides. Plusieurs études ont démontré une relation de 

causalité entre la Lp(a) et le RAC [35-38]. Dans le même ordre d’idée et bien qu’il n’y a 

pas de lien de causalité établi entre ATX et RAC; les travaux de cette thèse suggèrent un 

lien potentiel puisqu’ATX se retrouve dans une voie impliqant Lp(a). 
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Dans la deuxième étude (chapitre 5), une des limitations est que l’expression et l’activité 

d'ATX ont été documentées dans les tissus des patients atteints du RAC à un stade avancé. 

Donc, la corrélation entre ATX et le score de remodelage était limitée aux tissus à un stade 

avancé de la maladie. 

Finalement, dans la dernière étude (chapitre 6), nous avons souligné que l'inhibition de 

Lpar1 par le Ki16425 ralentit la progression du RAC. Cependant, nous ne pouvons 

conclure avec certitude que des effets secondaires du Ki16425 (off-target effects) n’ont pas 

participé à l’effet observé sur la minéralisation de la VA. Néanmoins, ce travail a souligné 

que cet inhibiteur peut représenter une nouvelle classe de médicaments afin de traiter le 

RAC. Bien que le profil d’expression de LPAR1-3 soit maintenant bien connu dans le 

RAC, des questions demeurent quant à l'expression d’autres récepteurs Lpar 4-6 dans ce 

modèle. Étant donné que la souris Lpar1-/- possède un taux de mortalité périnatale élevé 

avec une dysmorphie crânienne, le rôle de ce récepteur dans le RAC pourrait être étudié en 

utilisant un modèle de souris avec une déficience conditionnelle en Lpar1. Toutefois, 

d’autres études expérimentales et cliniques sont nécessaires pour évaluer le potentiel 

thérapeutique de l'inhibition de ce récepteur dans le développement du RAC. 
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Conclusion générale 

Le RAC est une pathologie très complexe. C’est une maladie caractérisée par une 

minéralisation progressive faisant intervenir plusieurs processus, notamment la rétention 

des lipides, l’inflammation, le remodelage fibrotique et la calcification ectopique de la VA. 

À ce jour, il n’existe aucun traitement médical pouvant arrêter ou même ralentir sa 

progression. L’infiltration des lipides et leur oxydation sont des processus clés dans le 

développement du RAC. Les travaux de recherche effectués lors de mon doctorat ont 

permis de mettre en évidence l’implication des facteurs liés à la signalisation des lipides 

dans la pathobiologie de RAC. En effet, durant mes études de doctorat j’ai pu démontrer 

le rôle de l’axe des lipides Lp(a)-ATX-LPAR1 dans la minéralisation de la VA.  

Ce doctorat a permis dans un premier temps de mettre en évidence une interaction entre 

l’enzyme ATX et la lipoprotéine Lp(a). Cette interaction était associée avec un risque plus 

élevé de RAC. En second lieu, j’ai pu montrer que l’ATX est enrichie dans la fraction du 

Lp(a) et favorise l'inflammation et la transition ostéogénique des CIVs via l’activation du 

récepteur LPAR-1 et de la voie NF-KB-p65-Ser536/BMP2. De plus, dans un modèle 

animal du RAC, j’ai pu démontrer que le Ki16425 possède une action bénéfique sur la 

progression de la maladie. Ces résultats supportent le concept que l'inhibition des LPARs 

dans la pathologie du RAC serait une avenue thérapeutique prometteuse. Toutefois, 

d'autres études moléculaires qui auront comme objectif de mieux définir le rôle de l’ATX-

LPAR-1 dans la pathobiologie du RAC seront éventuellement nécessaires. Ainsi, d’autres 

travaux mécanistiques méritent d’être effectués dans les prochaines années afin de mieux 

comprendre le processus par lequel Lp(a)/OxPL-LPA provoquent la transdifférenciation 

ostéogénique chez les CIVs.  

Pour terminer, les découvertes présentées dans cette thèse ouvrent de nouvelles 

perspectives de recherche afin de développer de nouvelles thérapies visant à améliorer la 

santé des patients souffrant du RAC. Finalement, ce doctorat a permis de mettre en lumière 

certains facteurs contribuant à l’initiation et le développement du RAC et d’ouvrir la voie 

à des investigations futures. 
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