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Facteurs de croissance

et prolifération du muscle lisse
vasculaire dans I'hypertension
et le diabete

L’exces du potentiel prolifératif des cellules musculaires lisses des
vaisseaux sanguins pourrait constituer I'une des anomalies essen-
tielles responsables du développement de I’athérosclérose au
cours de ’hypertension artérielle et du diabéte. Les mécanismes
de cette perturbation semblent étre a la fois intrinseques (hyper-
réactivité aux facteurs de croissance et diminution de I'inhibition
de contact) et extrinséques (augmentation de I’activité inductrice
de prolifération libérée par les plaquettes sanguines). Un trai-
tement adapté du diabéte par I'insuline et certains médicaments
hypotenseurs peuvent corriger cet exces d’activité des plaquettes
sur la multiplication des cellules de 1a musculeuse des vaisseaux.

‘augmentation de la résis-

tance périphérique vascu-

laire est I'un des princi-

paux éléments patho-

géniques de 1’hyper-
tension artérielle (HTA). Cette
augmentation - de résistance vascu-
laire s’explique en partie par I’hyper-
réactivité des vaisseaux [1], mais aussi
par une diminution de leur calibre,
secondaire a une augmentation du
nombre de cellules musculaires lisses
de leur paroi[2-4]). Cette hypothése,
initialement suggérée par Folkow [3,
4], a été récemment vérifiée aussi bien
dans des modéles animaux que chez
des patients souffrant d’hyperten-
sion. Nous discuterons ici des diffé-
rents facteurs qui contribuent a
I’augmentation de la prolifération
des cellules du muscle lisse vasculaire
(VSMC, wvascular smooth muscle
cells). Nous traiterons plus particu-
liérement des anomalies intrinséques
de croissance des VSMC et de la

contribution potentielle des pla-
quettes sanguines a la prolifération
accrue de ces cellules dans I’hyper-
tension et le diabéte.

Réle primaire de
I'augmentation de

la prolifération des VSMC
dans la pathogénie

de I'HTA

L’étude de la physiopathologie de
I’HTA impose une distinction entre
les événements a I’origine de la mala-
die et ceux qui résultent de l'aug-
mentation de la pression artérielle.
Une série de critéres ont été proposés
pour identifier ces événements dits
primaires [5, 6]. L'un d’entre eux est
naturellement I'antériorité de mise
en évidence d’un paramétre par rap-
port a l'installation de I’hyperten-
sion proprement dite. Par exemple,
I’hyperplasie du coeur et des reins
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survient a un stade précoce dans dif-
férents modéles animaux d’hyperten-
sion spontanée (d’origine généti-
que), tels les rats de souche SHR [7],
de Nouvelle-Zélande et de Lyon [8].
L’'incorporation in vivo de 3H-thy-
midine dans I'ADN nouvellement
synthétisé est plus élevée dans le
ceeur, le rein et l'aorte de rats nou-
veau-nés SHR que chez les rats nor-
motendus Wistar-Kyoto (WKY) [9].

Un deuxiéme critére est la persis-
tance du facteur étiologique possible
dans les cellules mises en culture. De
ce point de vue, les cellules du mus-
cle lisse d’aorte de rats SHR conti-
nuent de montrer des anomalies de
croissance méme aprés des périodes
prolongées de culture in vitro [10-15].
L’accroissement de prolifération des

*ABREVIATIONS*

DME: Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (Gibco Laborato-
ries, Burlington, Ontario,
Canada).

EGF: epidermal growth factor,
facteur de croissance épidermique.
ITS : insuline, 2,5 11g/ml; trans-
ferrine, 2,5 ng/ml; sélénium,
2,5 ng/ml.

PDGEF : platelet derived growth
factor, facteur de croissance dérivé
des plaquettes.

SHR : rats spontanément hyper-
tendus de souche Okamoto.

TGF : transforming growth fac-
tor, facteur de croissance transfor-
mant.

VSMC : vascular smooth muscle
cells, cellules du muscle lisse vas-
culaire.

WKY : souche de rats normoten-
dus Wistar-Kyoto.

cellules du muscle lisse d’aorte de
rats SHR constitue un phénotype
stable de la troisiéme a la vingtiéme
génération et est déja visible au stade
initial d’hypertension puisqu’il a été
observé chez des rats 4gés de quatre
semaines [16). Il semble entiérement
dépendant de la présence des facteurs
de croissance[15] et non pas de dif-
férences d’efficacité d’attachement
initial entre les deux souches de rats
SHR et WKY. Comme le montrent
aussi bien le décompte du nombre
des cellules [15] que la mesure d’in-
corporation de 3H-thymidine dans
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Figure 1. Stimulation de I'incorporation de 3H-thymidine dans I’”ADN des
cellules aortiques de muscle lisse vasculaire du rat par le facteur de
croissance épidermique (EGF) (moyenne + écart type). SHR, rats spon-
tanément hypertendus. **p < 0,02, ***p < 0,01 tel que comparé aux rats Wistar-
Kyoto (WKY) par le test t de Student,; p < 0,001, tel qu’évalué par I'analyse de

variance. (D’aprés [15].)

I’ADN, les cellules musculaires lisses
de rats SHR répondent exagérément
aux facteurs de croissance contenus
dans le sérum de veau, facteur de
croissance épidermique (EGF)
(figurel) et facteur de croissance
dérivé des plaquettes (PDGF).

La prolifération anormale des
VSMCest a I'origine de la formation
des plaques athérosclérotiques et il a
été proposé que le PDGF soit 'un
des facteurs initialement responsa-
bles de cet épaississement focal de la
paroi de I'intima [17]). Bien que les
mitogenes plaquettaires y jouent cer-
tainement un réle important, cette
prolifération peut débuter avant la
dénudation endothéliale et la pré-
sence des plaquettes dans l'intima,

puisque les VSMC retrouvées dans
les plaques athérosclérotiques sécré-
tent elles-mémes une activité mitoti-
que de type PDGF et expriment le
géne de PDGF-A[18]. L’activité
mitotique de l'interleukine 1 (IL-1)
sur les VSMC est modulée par la
production de PDGF-A[19]. La
régulation autocrine et/ou paracrine
des effets mitotiques sur le muscle
lisse vasculaire pourrait donc étre
altérée dans I’hypertension et I’athé-
rosclérose.

Dans I’hypertension, il semble que la
différence de croissance entre les cel-
lules de rats normotendus WKY et
hypertendus SHR soit la plus mar-
quée au moment ou les cellules

approchent de la confluence, ce qui E——
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Tableau |

EFFET DE LA DENSITE CELLULAIRE SUR LE TAUX DE CROISSANCE
SPECIFIQUE DES CELLULES DU MUSCLE LISSE VASCULAIRE

Taux de croissance spécifique (jour -1)

Densité cellulaire WKY SHR Différence (%)
a l'inoculation (SHR contre WKY)
(nombre de cellules
X 105 X plaque -1)
2,0 0,73+ 0,12 088 £ 0,16 121+ 21
4,0 0,36 + 0,05 0,56 + 0,02* 156 £ 14
10,0 0,03 £ 0,01 0,19 £ 0,02** 630 £ 140

Les données sont exprimées en moyenne 1 écart type. WKY : rats Wistar-Kyoto,; SHR : rats
spontanément hypertendus. Le taux de croissance spécifique est déterminé selon la formule
(P2-P;)/P4t»-t;), ot Py et P, représentent la densité cellulaire a t; (jour de I'inoculation) et
t, (trois jours apres l'inoculation). *p < 0,02, **p < 0,01 par rapport aux rats WKY en utilisant

le test t de Student. (D'aprés [15].)

indique un défaut de I'inhibition par
contact (Tableaul). 11 a été sug-
g¢€ré[20] qu’une hyperproduction de
la matrice extracellulaire puisse étre
responsable de cette augmentation de
aoissance.

Le facteur de croissance transformant
B (TGFB) est connu pour son role
dans I'accumulation des protéines au
niveau de la matrice extracellu-
laire [21] ainsi que la modulation de
la croissance cellulaire. Il inhibe la
prolifération des VSMC normales a
faible densité, alors qu’il I’augmente
quand les cellules approchent la
confluence [22]. Le PDGF et 'EGF
stimulent 'expression de TGFB qui
posséde lui-méme la capacité d’auto-
controler sa propre expression [23].
Des interactions complexes entre dif-
férents types de facteurs de croissance
incluant le PDGF et 'EGF sont
impliquées dans les actions biologi-
ques de TGFpB[24]. Le fait que le
taux d’expression des ARNm du
TGFB soit plus élevé dans les aortes
de rats hypertendus sous l'effet d'un
régime DOCA™*/sel [25] souligne

* DOCA : deoxycorticosterone acetate (acétate
de désoxycorticostérone).

aussi le role potentiel du TGFp sur
I’hyperplasie des cellules du muscle
lisse vasculaire.

Dans le but d’identifier les méca-
nismes moléculaires menant a I'hy-
perplasie du muscle lisse vasculaire
dans I’hypertension, nous avons
récemment étudié l'expression des
oncogeénes cellulaires impliqués dans
la transition de la phase G4-G, a la
phase S du cycle cellulaire. C'est a ce
point de transition que les cellules
normales ont besoin de facteurs de
aoissance tels le PDGEF, facteur de
compétence, et 'EGE, facteur de pro-
gression. Ces deux facteurs de crois-
sance stimulent I’expression des
proto-oncogénes c-myc et c-fos[26-
28]. Des analyses par Northern blot,
aprés stimulation par le sérum de
veau, ont montré une augmentation
plus importante d’expression de ces
proto-oncogeénes c-fos et c-myc dans
les VSMC de rats SHR que dans les
cellules de rats WKY [11].
Récemment, nous avons entrepris
d’étudier I'expression du TGFp dans
ces mémes cellules. Nos résultats pré-
liminaires montrent que le TGF est
exprimé dans les VSMC et de fagon
plus abondante dans les cellules en
croissance que dans les cellules
quiescentes (figure 2). Le contrdle de
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I’expression de TGFB dans les
VSMC de rats SHR et WKY est en
cours d’étude dans notre laboratoire.

Effet des plaquettes sur
la croissance du muscle
lisse vasculaire dans I'HTA
et le diabéte

Ross et al. [29] ont montré, il y a déja
une dizaine d’années, que des cellules
synchronisées dans la phase G, par
une restriction des facteurs de crois-
sance deviennent sensibles a 1'addi-
tion d’extraits plaquettaires. Depuis,
il a été démontré que les plaquettes
transportent plusieurs facteurs de
croissance, comme le PDGF, 'EGF
et le TGFB[29-31] Le métabolisme
du glucose et sa régulation homé-
ostatique, dont dépend la proliféra-
tion cellulaire, sont contrdlés a plu-
sieurs niveaux. Au niveau de la
membrane cellulaire, le transport du
glucose s'effectue via un mécanisme
de diffusion facilitée qui dépend
d’un transporteur de glucose. L’ex-
pression plus élevée de ce transpor-
teur associée a une augmentation du
transport de glucose a été observée
dans les cellules transformées par les
oncogénes v-src et c-ras[32] L'ex-
pression de I'un de ces transporteurs
est contrOlée par le PDGF [30, 33]. La
stimulation par le PDGF n’aug-
mente pas seulement 1’expression de
I'un des transporteurs de glucose,
mais aussi son association a la mem-
brane et l'activité du transport de
glucose [30]). Les plaquettes semblent
aussi constituer un réservoir physio-
logique majeur de TGFB puis-
qu’elles contiennent de 40 a 100 fois
plus de ce facteur que tout autre tissu
non néoplasique étudié a ce jour [34].
Cette observation constitue un argu-
ment supplémentaire en faveur du
réle physiologique important du
TGFp dans la réparation et la régé-
nération tissulaire ainsi que la pro-
lifération des cellules du muscle lisse
vasculaire. Méme si le TGFp seul ne
constitue pas un mitogéne trés puis-
sant, son action proliférative aug-
mente rapidement en présence de
I'EGF [35].

Plaquettes de diabétiques
insulino-dépendants

Les plaquettes provenant de diabéti-
ques insulino-dépendants possédent

m/s n° 9 vol. 5, novembre 89

2,6
1,9

1,1

Figure 2. Analyse de I'expression de TGFf par Northern blot dans les
cellules VSMC de rat en culture stimulées par 10 % de sérum de veau
(A) et en état de quiescence (B). La quiescence des cellules a été établie avec
un milieu DME et ITS pendant 50 heures. La taille moléculaire du messager TGFp
estde 24 kb; 10 ug dARN total ont été déposés dans chaque puits. Le gel a été
coloré au bromure d’éthidium pour s‘assurer de la quantification des échantillons
dARN. La membrane a été hybridée avec une sonde dADNc de TGFB[46 ] marquée
au 32P par la méthode de I'amor¢age au hasard.

une activité proliférative accrue sur
les cellules du muscle lisse vascu-
laire [36, 37). Cet effet prolifératif
acau pourrait étre dii a: (1) une
anomalie intrinséque des facteurs de
croissance dans le diabéte; (2) une
augmentation du contenu en fac-
teur(s) de croissance des plaquettes de
diabéuques ; (3) un effet secondaire a
des changements dans I'intégrité de
la couche endothéliale de la paroi
vasculaire rendant le muscle lisse vas-
culaire plus exposé aux plaquettes
pouvant conduire a: (4) une longé-
vité altérée des plaquettes de diabé-
tiques. Il est en effet connu que les
plaquettes de patients diabétiques
ont une longévité réduite [38]). Il est
donc possible que, par suite d’'une
consommation périphérique accrue
des plaquettes, celles-ci soient plus
jeunes chez les patients diabétiques,
ce qui leur conférerait un potentiel

de aoissance plus élevé. En effet, le
contenu en granules a, site de
stockage d’EGF et de PDGE, est plus
élevé dans les plaquettes jeunes [39].
Ce paramétre mérite d’étre évalué
dans le diabéte par les mesures
directes du contenu plaquettaire en
facteur(s) de croissance. Bien que les
mécanismes cellulaires de cette aug-
mentation d’activité proliférative des
plaquettes soient encore mystérieux,
on peut prévoir des conséquences
cliniques importantes pour une telle
anomalie. Ainsi, chez les patients
diabétiques insulino-dépendants,
une augmentation de ’activité pro-
liférative des plaquettes pourrait
conduire a une augmentation de
aoissance du muscle lisse vasculaire
et, par conséquent, au développe-
ment de macroangiopathie et de
complications cardiovasculaires sou-
vent observées dans cette maladie.
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Figure 3. Activite proliférative des extraits plaquettaires, mesurée par
l'incorporation de la 3H-thymidine dans I'ADN de cellules aortiques du
muscle lisse vasculaire de rat. L'activité proliférative des extraits plaquettaires
est exprimée en pourcentage de I'activité de croissance observée aprés I'addition
de 10 % de sérum de veau. Les données sont exprimées en moyenne + écart type
et le nombre d'échantillons est indiqué entre parenthéses. T = témoin,; IC =
insulinothérapie conventionnelle (une & deux injections d'insuline a action prolon-
gée par jour avec ou sans insuline a courte durée d’'action),; ISC = infusion sous-
cutanéde continue d'insuline, par pompe accompagnée d'un bolus d’insuline a
chaque repas; IP = infuseur « Pen » (injections multiples, accompagnées a chaque
repas d'une dose d'insuline ultralente). *p < 0,05, tel qu‘évalué par comparaison
au témoin par le test t de Student. (D’aprés [40].)
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a une activité proliférative excessive
des plaquettes. Cette hypothése méri-
tera une réévaluation plus directe de
I’effet d’'une hyperinsulinémie
constante sur la croissance du muscle
lisse vasculaire ainsi que de ses
conséquences cliniques possibles.
Elle pourrait s’avérer d’autant plus
importante que I'insulinémie, en sol,
est considérée comme un facteur de
risque de macroangiopathie chez les
diabétiques [43]. De plus, I’hyperin-
sulinémie, surtout post-prandiale, a
été observée par plusieurs groupes au
cours de I'hypertension essentielle,
méme en I'absence du diabéte.

Plaquettes d’hypertendus
et de diabétiques
non insulino-dépendants

Plus récemment, nous avons démon-
tré une augmentation de la prolifé-
ration des VSMC sous l'effet d’ex-
traits plaquettaires provenant de
patients atteints de diabéte non insu-
lino-dépendant, mais aussi de sujets
hypertendus non diabétiques. En
accord avec ces observations, I'acti-

{ ()
200 ‘maximale (%)

150 -

100

activité proliférative

HCT\W

Placebo

extrait plaquettaire (ug)
| 1 | | | I
20 40 60 80 100 120

vité proliférative plaquettaire la plus
importante a été retrouvée chez les

malades présentant a la fois une
hypertension et un diabéte [44). Puis-
qu'il est possible d’influencer I'acti-
vité proliférative par une insulino-
thérapie intensive chez les
diabétiques, il est apparu utile d’éva-
luer cette propriété plaquettaire chez
les patients hypertendus soumis a un
traitement antihypertenseur. Les
résultats préliminaires de cette étude
sont illustrés sur la figure 4. Il est
évident que les plaquettes recueillies
chez les patients hypertendus diabé-
tiques ayant recu 50 mg/j d’hydro-
chlorothiazide (un sulfamide diuréu-
que) pendant une période moyenne
de deux mois contiennent davantage
de facteur mitotique que les pla-
quettes des mémes patients ayant
requ un placebo. Des études addi-
tionnelles ont démontré que d’autres
médicaments, tel lI'indapamide*,

* Indapamide : diurétique; dipyridamole :
inhibiteur plaquettaire, vasodilatateur corona-
rien ; nifédipine : inhibiteur de transport de
lion calcium ; nitroglycérine : vasodilatateur ;
isoprotérénol : sympathicomimétique.
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Figure 4. Effet de la concentration croissante d’extraits plaquettaires
obtenus chez dix patients hypertendus et diabétiques non insulino-
dépendants dgés de 40 a 60 ans et recevant un placebo, en comparaison
avec l'effet d’extraits obtenus de ces mémes patients aprés adminis-
tration de 50 mg/j d’hydrochlorothiazide (HCT) pendant huit semaines.

n’induisent pas d’accroissement de
cette activité proliférative, ou encore
peuvent la diminuer. D’autres médi-
cations, incluant les inhibiteurs de
I'’enzyme de conversion, les inhibi-
teurs de canaux calciques et les B-
bloquants, sont actuellement a
I’étude.

D’autres études ont montré qu’un
vasodilatateur coronarien, le trapidil,
inhibe la prolifération des cellules
BALB/c-3T3 stimulées par le PDGF
mais n’a aucun effet sur la stimula-
tion par le fibroblast growth factor
(FGF) ou le CayPO,), ou encore
aprés transformation par le virus
oncogéne SV-40. Le trapidil présente
ainsi une activité anti-PDGF qui n’a

pas été observée pour le dipyrida-
mole*, la nifédipine*, la nitroglycé-
rine*, I'isoprotérénol* ou l'aspirine
et se révéle étre un nouvel outil
potentiel pour le traitement de
I’athérosclérose et d’autres maladies
dans lesquelles la prolifération des
cellules du muscle lisse vasculaire et
I’activité de PDGF semblent étre exa-
gérées [45]. L’activité proliférative
plaquettaire la plus élevée se retrouve
dans les plaquettes de patients souf-
frant a la fois d’hypertension et de
diabéte [44] 11 est donc possible que
cette augmentation soit impliquée
dans la pathogénie des maladies
macrovasculaires et constitue un

marqueur utile des désordres de mmm—
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croissance du muscle lisse vasculaire.
De la méme facon, l'effet des diffé-
rents traitements antihypertenseurs
utilisant diverses catégories de médi-
caments devrait étre évalué quant a
leur influence sur 'activité proliféra-
tive des plaquettes.

I Conclusion

La figure 5 schématise I'implication
possible des facteurs intrinséques et
extrinséques dans la régulation de la
prolifération du muscle lisse vascu-
laire. Des facteurs intrinséques encore
inconnus, dont la persistance en cul-
ture souligne le caractére primitif
dans I’hypertension, sont responsa-
bles de la croissance accrue des VSMC
en réponse aux facteurs de croissance,
tels que le PDGF et I'EGE, celle-ci
accompagnée d’une expression
accrue des proto-oncogenes. D’autres
facteurs intrinséques ou une expres-
sion pléiotropique des mémes ano-
malies conduisent a une diminution
de I'inhibition par contact de la crois-
sance. Les expériences qui condui-
ront a la découverte de ces facteurs
intrinséques devront emprunter les
outils de l1a génétique moléculaire. Le
défaut majeur des études actuelles est
leur restriction au modéle de rats
spontanément hypertendus, limitant
leur application a I’hypertension
essentielle humaine. La coségréga-
tion du locus génétique responsable
de I'augmentation de la réponse aux
facteurs de croissance avec ’hyperten-
sion n’est pas encore démontrée. Si
I’augmentation de la prolifération
s’avére dépendre de I'un des loc: géné-
tiques de I'hypertension, des straté-
gies de génétique moléculaire
devront étre entreprises afin d’identi-
fier les génes responsables de cette
anomalie intrinséque.

Le concours de facteurs extrinséques
a 'augmentation de la prolifération
des VSMC a également été discuté
dans cet article. La présence d’'une
activité proliférative accrue dans I’hy-
pertension et le diabéte suggére que
le contenu plaquettaire en facteurs de
croissance est augmenté dans ces dés-
ordres. Cependant, dans les pla-
quettes de sujets hypertendus ou dia-
bétiques, une modification du
rapport activateur/inhibiteur de la
prolifération des VSMC n’est pas
exclue. Plusieurs études soulignent
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Figure 5. Représentation schématique de I'implication des facteurs
intrinséques et extrinséques dans la pathogénie des maladies vascu-

laires.

I'importance de I’hyperinsulinémie
comme facteur de risque de dévelop-
pement de maladies vasculaires aussi
bien dans I’hypertension que dans le
diabéte. Dans 1'’ensemble, les facteurs
intrinséques et extrinséques contri-
buent a 'augmentation de la proli-
fération du muscle lisse vasculaire et
leurs roles respectifs, additifs ou
synergiques, nécessitent des études
ultérieures.

La prolifération accrue du muscle
lisse vasculaire, selon I’hypothése de
Folkow, est le fondement biologique
d’'une augmentation de la résistance
vasculaire périphérique et peut s’ac-
compagner d’'une augmentation
paralléle de l1a réponse contractile du
vaisseau. Cette anomalie se reflétant
au niveau du muscle lisse vasculaire
peut ainsi conduire a I’hypertension,
peut-étre a I’athérosclérose, et contri-
buer de plus a la coprésentation de
ces deux affections majeures respon-
sables des deux tiers de la mortalité
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de la population des pays industria-
lisés. L’élucidation des facteurs géné-
tiques et thérapeutiques régularisant
I’homéostase de la paroi vasculaire
peut ainsi contribuer non seulement
a une meilleure compréhension de la
pathogénie des maladies cardiovascu-
laires mais aussi a la prévention de
leurs complications H
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Summary

Growth factors and proliferation
of vascular smooth muscle in
hypertension and diabetes

The accelerated atherogenesis of
hypertension and diabetes as well
as the increased peripheral resis-
tance of hypertension may have,
as a common basis, an increased
proliferation of the smooth mus-
cle layer of the vessels. Indeed,
several studies have recently
demonstrated an increased proli-
feration of vascular smooth mus-
cle cells. Since this increased pro-
liferation persists in culture, even
after many passages, it is suggest-
ed that it reflects a primary defect
in hypertension. The mechanisms
of this intrinsic growth defect is yet
unknown but it is characteriz-
ed by a concomitantly increased
expression of oncogenes, such as
¢-fos and ¢c-myc, shortening of the
G, phase of the cell cycle as well
as decrease of contact inhibition
and abnormal cellular matrix. In
addition to this intrinsic defect,
extrinsic factors may contribute to
vascular wall abnormalities.
Thus, platelets from both diabetic
and hypertensive subjects possess
an increased proliferative activity
on vascular smooth muscle cells.
This enhanced proliferative
potential of platelets can be nor-
malized by adequate treatment of
diabetes and both positively and
negatively modulated by antihy-
pertensive therapy. The additive
or synergetic effects of these intrin-
sicand extrinsic factors on the pro-
liferation of vascular smooth mus-
cle cells as well as their conse-
quences for the development of
complications of hypertension
and diabetes deserve further atten-
tion.
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