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Article abstract

Blood vessels are permanently subjected to mechanical forces in the form of
stretch and shear stress. Any alterations in the hemodynamic environment
invariably produce transformations in the vessel wall that will aim to
accommodate the new conditions and to ultimately restore basal levels of
mechanical forces. Many receptors, present on the surface of endothelial cells,
allow vessels to detect subtle changes in shear stress. Inside the cells,
cytoskeletal proteins transmit and modulate the tension between integrins,
focal adhesion sites, and the extracellular matrix. Besides inducing structural
modifications, mechanical forces lead to changes in the ionic composition of
cells, mediated by ion channels, stimulate various membrane receptors, and
induce complex biochemical cascades. Many intracellular pathways such as
the MAP kinase cascade are activated by shear stress and initiate via sequential
phosphorylations the activation of transcription factors and subsequent gene
expression. Thus, by purely local mechanisms, blood vessels are capable of
true autonomic regulation which enables them to adapt to their mechanical
environment.
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Bases cellulaires

de la
mécanotransduction
dans la cellule
endothéliale

Stéphanie Lehoux, Alain Tedgui

> Les vaisseaux sanguins sont en permanence
soumis a des contraintes mécaniques associées a
la pression artérielle, de caractére pulsé, et au

REVUES

flux sanguin. Toute variation de ces contraintes
est percue au niveau des cellules vasculaires et
se traduit par des modifications fonctionnelles et

&

structurales des vaisseaux. De nombreux récep-
teurs, présents a la surface des cellules endothé-

N
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liales, sont sensibles aux forces de cisaillement.
Les intégrines, reliant la matrice extracellulaire
aux sites d’adhérence focale et au cytosquelette,
peuvent transmettre et moduler la tension méca-
nique dans la cellule. Par ailleurs, les contraintes
mécaniques agissent sur les canaux ioniques, sti-
mulent des récepteurs membranaires et induisent
des cascades complexes d’événements biochi-
miques. De nombreuses voies intracellulaires, Inserm U.541,

telles que la voie des MAP-kinases, sont activées Hopital Lariboisiére,

41, boulevard de la Chapelle,
75010 Paris, France.

lehoux@|arib.inserm.fr

par le flux sanguin et aboutissent a I'induction de

paroi pour normaliser

facteurs de transcription qui controlent I’expres-
de

cisaillement imposée a
la surface endothéliale [1, 2]. U'augmentation chro-

la contrainte

sion des genes. Ainsi, par des mécanismes pure-
ment locaux, le vaisseau sanguin est capable de

) R . L
s’adapter a son environnement mécanique. < nique du débit sanguin stimule la production et I'acti-

vation de métalloprotéases matricielles (MMP) qui

dégradent les fibres élastiques et contribuent directe-
ment a la distension du vaisseau [3]. Cet élargissement
du calibre vasculaire étire les cellules musculaires

Dans les conditions physiologiques, la contrainte de
cisaillement! moyenne & laquelle est soumise la surface
endoluminale vasculaire est remarquablement
constante et proche de 10-15 dyn/cm?, quelle que soit
la partie du réseau artériel considérée. Cette régularité
est assurée par des mécanismes humoraux autocrines
et/ou paracrines qui permettent aux vaisseaux sanguins
de réagir immédiatement a des modifications hémody-
namiques locales. €n revanche, si les variations de
tonus vasomoteur sont insuffisantes pour compenser
les modifications des contraintes mécaniques, les vais-
seaux s’adaptent a leur nouvel environnement hémody-
namique en ajustant leur calibre et la structure de leur

! Dans le cas d’un écoulement laminaire, la contrainte de cisaillement s’exprime
comme: T = 4uQ/7 ¥ oll W est la viscosité, Q le débit et r le rayon du vaisseau.
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lisses, ce qui entraine a long terme une hypertrophie de
la média (Figure 1). Les contraintes de cisaillement
sont également trés directement associées a la locali-
sation des plaques d’athérosclérose. Les sites vascu-
laires susceptibles de développer des plaques d’athéro-
sclérose sont ceux ou le flux sanguin est turbulent ou
réversible plutdt que continu et laminaire.

Transduction des signaux mécaniques
dans les cellules endothéliales

De nombreux récepteurs présents a la surface des cel-
lules endothéliales sont sensibles aux contraintes
mécaniques engendrées par le flux. Outre les modifica-
tions structurales induites par les contraintes méca-
niques, celles-ci déclenchent des cascades complexes
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d’événements biochimiques qui conduisent a des chan-
gements fonctionnels dans la cellule (Figure 2).

Intégrines
La matrice extracellulaire participe de fagon majeure a
la mécanotransduction. Elle renferme des glycopro-
téines qui se déplacent sous I'effet du cisaillement et
interagissent avec des intégrines spécifiques (avf33
avec la fibronectine ou la vitronectine, a6l avec la
laminine) [4]. Ces derniéres, couplées aux protéines du
cytosquelette, participent non seulement a I’attache-
ment des cellules a leur substrat, mais aussi a la trans-
mission intracellulaire des signaux mécaniques. Dans
des artéres coronaires isolées, I"ajout d’un peptide RGD
(les protéines de la matrice extracellulaire se lient aux
intégrines via la séquence d’acides aminés RGD) ou
d’un anticorps anti-intégrine B3 au milieu de culture
intraluminal bloque la vasodilatation observée en
réponse a I’élévation de flux [5]. Par ailleurs, ’incubation de cellules
endothéliales en culture avec un anticorps anti-owf33 empéche I'acti-
vation du facteur nucléaire NF-KB par la contrainte de cisaillement
[6]. La capacité des cellules a détecter la contrainte mécanique, et la
réponse biochimique qui en découle, dépendent donc de I’interaction
d’intégrines spécifiques avec la matrice extracellulaire.

Canaux ioniques

Laugmentation des contraintes de cisaillement imposées a des cel-
lules endothéliales isolées en culture entraine une hyperpolarisation
de leur membrane cellulaire liée a Pactivation de canaux potassiques
[7]. Uhyperpolarisation accroft I’entrée du Ca®*, provoquant une
accumulation du calcium dans le cytosol et une modifi-

quant une protéine G [10]. La sous-unité y de la pro-
téine G hétérotrimérique est présente au niveau des
sites d’adhérence focale riches en intégrines et adja-

Cisaillement

MMP Facteurs de
0, croissance

—

Dégradation matricielle

v
l Croissance des CML

Perte de contact Distension

| |——]

Hyperplasie

Apoptose élargissement
Figure 1. étupes conduisant au remodelage vasculaire induit
par la contrainte de cisaillement. La contrainte de cisaille-
ment induit la production de radicaux libres oxygénés (0,), la
libération de monoxyde d’azote (NO) et la synthése de métal-
loprotéases matricielles (MMP) par les cellules endothéliales.
U'interaction de NO avec 0, produit du peroxynitrite, qui
active les MMP. Ces dernieres dégradent la matrice extracellu-
laire, provoquant d’une part I'apoptose des cellules ayant
perdu leurs attaches matricielles, et d’autre part 'augmenta-
tion du calibre des vaisseaux. Le NO peut aussi, avec le
concours des facteurs de croissance stimulés par la contrainte
de cisaillement, participer a "hyperplasie des cellules vascu-

laires. CML: cellules musculaires lisses.

cation des fonctions cellulaires. Cependant, les méca-

nismes suscités par les contraintes mécaniques pour K
n . N —
controler les phénomenes d’ouverture/fermeture de ces Cisaillement =
i — R
canaux sont mal connus. Le plus vraisemblable est que —/ !
—

la déformation du cytosquelette induise I’activation
des canaux, impliquant une connexion entre ces deux
éléments. Une étude confirme d’ailleurs que I’ouverture
des canaux K" est contrdlée par le couplage cytosque-
lette-protéine G [8]. Par ailleurs, I’hyperpolarisation
des cellules sous 'effet de I"'augmentation du flux est

également sensible aux inhibiteurs des tyrosine kinases

(7].

Protéines G

L'activation directe des protéines Goig/aull et Gai3/ oo
par la contrainte de cisaillement a été rapportée dans
les cellules endothéliales [9]. De plus, la régulation de
I’expression du proto-oncogene c-fos et de PDGF (pla-
telet-derived growth factor) induite par la contrainte
de cisaillement semble dépendre d’'un mécanisme PKC-
dépendant, nécessitant la présence de Ca® et impli-
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Figure 2. Mécanosenseurs dans les cellules endothéliales. Les cellules endothé-
liales posseédent a leur surface plusieurs récepteurs susceptibles d’étre activés
par la contrainte de cisaillement, tels que les récepteurs a activité tyrosine
kinase (RTyrK), les intégrines (hétérodimeres o et 3), les canaux potassiques,
les protéines G hétérotrimériques (0py), et la NAD(P)H oxydase. U'activation
d’un ou de plusieurs de ces récepteurs peut conduire a I’entrée de calcium ou a
I’activation de différentes cascades biochimiques. Ainsi, "activation de la NO
synthase par la contrainte de cisaillement (et la libération secondaire de
monoxyde d’azote [NO]) nécessite une phosphorylation par la protéine kinase
Akt (Akt). Shc: protéine adaptatrice Shc; MAPK: voie des MAP-kinases (mito-

gen activated protein kinases).



cents aux fibres d’actine-F (stress fibers) [11]. La
colocalisation des protéines G et des intégrines permet-
trait a un méme signal d’activer simultanément deux
familles de récepteurs transmembranaires (les récep-
teurs couplés aux protéines G et les intégrines). Par
conséquent, les protéines G pourraient étre indirecte-
ment impliquées dans la voie de signalisation induite
par les intégrines.

Récepteurs de type tyrosine kinase

Une autre classe de récepteurs membranaires, de type
tyrosine kinase, intervient dans la mécanotransduction.
Dans les cellules endothéliales, la contrainte de
cisaillement induit la phosphorylation transitoire du
récepteur du VEGF (vascular endothelial growth factor)
FIk-1 et son association avec la protéine adaptatrice
She et les intégrines avfP3 et 1 [12]. Si le réle de Flk-1
dans la mécanotransduction n’est pas encore parfaite-
ment établi, il n’en reste pas moins que la dissociation
de FIk-1 et de Shc et la liaison consécutive de Shc avec
Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) et la
protéine Sos (son of sevenless), atténue les cascades
d’activation en aval ainsi que la transcription de genes
stimulés par la contrainte de cisaillement [12].

Radicaux libres oxygénés

Une part importante de radicaux libres oxygénés pro-
duits dans les cellules endothéliales provient de I"oxy-
dase membranaire NADH/NADPH, dont Pactivité est
réglée par I’écoulement oscillatoire ou laminaire.

Cependant, dans le cas des cellules soumises a un flux
laminaire, cette activation s’accompagne a long terme
d’une augmentation de la superoxyde dismutase qui
réduit ’accumulation de radicaux superoxyde 0, [13],
alors que le flux oscillatoire favorise plut6t la surex-
pression de la sous-unité p22phox de la NAD(P)H [14].
Uaccumulation de peroxynitrite, résultant de I’interac-
tion de 0, avec le monoxyde d’azote (NO), est égale-
ment stimulée dans un modeéle in vivo de fistule arté-
rioveineuse, et participe au remodelage vasculaire par
le flux [3] (Figure 1).

Transduction dans la cellule endothéliale

NO et protéine kinase Akt

Un des événements précoces qui survient lorsque les

cellules endothéliales en culture sont exposées a un

flux laminaire est I'activation de la NO synthase (eNOS)

et la libération secondaire de NO. U'activation de eNOS

par la contrainte de cisaillement ne requiert pas "influx

de Ca? dans la cellule, comme dans le cas d’une acti-

vation par des agonistes vasoactifs, mais plutot une

phosphorylation par la protéine kinase Akt [15], elle-

méme phosphorylée par la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) [16].

Les voies de signalisation intracellulaire qui font le lien entre la

contrainte de cisaillement et I"activation de la eNOS sont nombreuses.

D’une part, "activation de eNOS par la contrainte de cisaillement est

inhibée par un bloqueur des canaux potassiques et nécessite un cytos-

quelette intact. D’autre part, la phosphorylation de eNOS et de Akt

dans ces conditions est sensible aux inhibiteurs des tyrosine kinases,
indiquant une implication possible de récepteurs tels

—
Cisaillement =,
—p
—_— / cfSre P
P

PI3K AKT = (eNOS

/ \

Activation de caspases

-3
Bcl-2 &

Bel-X

Figure 3. Monoxyde d’azote (NO), protéine kinase Akt (Akt) et apoptose. U'ac-

que ceux au VEGF et a I’insuline [17].

Outre son role de vasodilatateur, le NO intervient dans
la régulation du remodelage vasculaire induit par la
contrainte de cisaillement chronique, puisque 'inhibi-
tion de cette voie atténue "accroissement du calibre
des vaisseaux fistulés et restreint ’adaptation a "aug-
mentation du flux [2]. Dans cette condition, le NO
jouerait le rdle de cofacteur, facilitant 'activation des
MMP gréce a la production de peroxynitrite [3]. De sur-
croit, I'activation de Akt et la production de NO favori-
sent la survie des cellules vasculaires en stimulant des
voies anti-apoptotiques et en inhibant des voies pro-
apoptotiques (Figure 3) [18].

tivation de la protéine kinase Akt protége la cellule endothéliale de I"apoptose

en inhibant la voie de caspases, soit en activant la synthése de NO par I’inter-
médiaire de la NO synthase (eNOS), soit en phosphorylant Bad (Bcl-2-antago-
nist of cell death), empéchant sa liaison avec Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2)
ou Bel-X, (Bcl-2-like 1) a la membrane des mitochondries. L'activation d’AKT
peut également activer I'expression de génes favorisant la survie cellulaire.

FIk-1: récepteur a activité tyrosine kinase FIk-1; c-Src: kinases c-Src; PI3K:

phosphatidylinositol-3-kinase.
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FAK (focal adhesion kinase)

Au cours de la stimulation des cellules vasculaires par
la contrainte de cisaillement, plusieurs événements de
signalisation sont associés a la formation des adhé-
rences focales, qui se composent de groupes d’inté-
grines et de protéines du cytosquelette. Les protéines
présentes aux adhérences focales, en particulier la
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tyrosine kinase cytoplasmique FAK, sont phosphory-
lées sur des résidus tyrosine lorsque les cellules sont
exposées au cisaillement [19]. c-Src, une tyrosine
kinase associée a la membrane dont "activité est éga-
lement réglée par la contrainte de cisaillement [4],
pourrait jouer un réle dans le processus d’activation
de la FAK, favorisant "association de FAK et de Grb2
(Figure 4).
Quoique non encore démontrée dans le contexte de la
mécanotransduction, I'activation de FAK pourrait
également faire intervenir RhoA, puisque I'inhibition
de cette petite protéine G désassemble les adhérences
focales et réduit la phosphorylation de FAK dans des
cellules endothéliales [20]. De plus, des dominants
négatifs de RhoA et de la Rho kinase empéchent compléetement "ali-
gnement des cellules endothéliales soumises a un flux laminaire

Facteurs mécaniques et profil d’expression
des genes dans les cellules vasculaires

La contrainte de cisaillement augmente I’expression des
proto-oncogenes c-fos et c-jun, qui sous forme de pro-
téines hétérodimériques AP-1 (activator protein-1), se
fixent aux sites de transcription de I’ADN et agissent
comme activateurs ou répresseurs transcriptionnels. De
plus, SSRE (shear stress responsive element), un élément
de réponse au cisaillement, a été décrit au niveau du pro-
moteur de nombreux genes, dont PDGF-f3 (platelet deri-
ved growth factor 3), t-PA (tissue platelet activator),
TGF-P1 (transforming growth factor 1), c-fos et c-jun
[27]. D’autres facteurs de transcription des cellules
endothéliales, tels que Egr-1 (early growth response-1) et
Sp-1, sont également sensibles au cisaillement.

[21].

Cascade des MAP-kinases

La cascade des MAP-kinases (mitogen activated pro-
tein kinases) comporte plusieurs voies distinctes: ERK
1/2 (extracellular signal-regulated protein kinases
1/2), INK (c-jun N-terminal kinase), kinase p38, et
BMK1 (big mitogen-activated protein kinase 1) qui sont
sensibles aux contraintes de cisaillement et qui déclen-
chent des réponses cellulaires différentes [22]. La
phosphorylation des MAP-kinases aboutit a la régula-
tion de 'activité de protéines cibles dans le cytoplasme
et de facteurs de transcription dans le noyau.
L’activation des MAP-kinases par les contraintes
mécaniques peut faire intervenir en amont les inté-
grines, puisque I'utilisation d’un anticorps anti-owf3
ou I"expression d’un dominant négatif de FAK atté-
nuent Pactivation de ERK2 et de JNK dans des cellules
endothéliales stimulés par le cisaillement [23]. Tou-
tefois, il est possible d’activer ERK a I'aide d’un
mutant de I’intégrine B1, dépourvu d’un segment de la
queue cytoplasmique, sans passer par Iintermédiaire
de FAK [24]. La stimulation de la cascade des MAP-
kinases par la contrainte de cisaillement peut égale-
ment dépendre de 'activation de la protéine Gz ou
GP/y [25], et de la phosphorylation mécanosensible
des récepteurs de type tyrosine kinase [12, 25]. ac-
tivation de Ras par les radicaux libres, qui précede en
principe I"activation de la cascade de ERK1/2, a aussi
été rapportée [26]. Finalement, I’inhibition de la
petite protéine G RhoA ou de RhoA kinase enraye com-
pletement I’activation de JNK par la contrainte de
cisaillement [21]. Il peut donc y avoir dans un vais-
seau plusieurs voies de signalisation distinctes faisant
la liaison entre la stimulation mécanique et I'activa-
tion de la voie des MAP-kinases (Figure 4).

M/Sn®5, vol. 20, mai 2004

Grdce aux nouvelles techniques de génomique, I"expres-
sion différentielle des geénes sous I'effet des contraintes
de cisaillement a pu étre démontrée a grande échelle.

¢//,,—————————;} Ckuuqunt <:;:‘\\\T; B
Cas.

) ;\ ) /
PLC
v
Taline ~ a-actinine
4 N Vinculine

All, &
IP3 VGEF...
Ras
D/:‘G s Raf < ME?/? Paxilline Tensine
pk( ¥ JHK
MEKf/Z
Protéines
ciles  +— erkl/2 — QIDIVIVY

Figure 4. Voies de transduction mécanique menant a 'activation des MAP-
kinases (mitogen activated protein kinases) ERK 1/2 (extracellular signal-
regulated protein kinase 1/2) et JNK (c-jun N-terminal kinase) dans les cellules
endothéliales. La contrainte de cisaillement peut stimuler soit directement,
soit indirectement (via la synthése de facteurs vasoactifs), plusieurs voies
menant a I’activation des MAP-kinases. Agissant sur des récepteurs encore peu
connus (?), la contrainte de cisaillement stimule la libération d’angiotensine 11
(All) et de VEGF (vascular endothelial growth factor), qui interagissent ensuite
avec leur récepteur respectif (couplé a une protéine G hétérotrimérique
[disques orange ., P, Y] dans les cas de P’All, & activité tyrosine kinase
[RTyrK] dans le cas du VEGF). La contrainte de cisaillement peut aussi induire
la phosphorylation des c-Src kinases (Src), ou stimuler les intégrines (hétéro-
diméres o3) qui sont fonctionnellement liées aux protéines du cytosquelette y
compris FAK (focal adhesion kinase). Des phosphorylations successives ménent
a Pactivation de ERK 1/2 ou de JNK. PLC: phospholipase C; IP3: inositol 1, 4, 5-
triphosphate; DAG: diacylglycérol; PKC: protéine kinase C; Ras: protéine Ras;
Raf: protéine kinase Raf; MEK1/2: mitogen activated protein kinase kinase
1/2; She: protéine adaptatrice She; Sos: son of sevenless; Grb2: growth factor

receptor-bound protein 2; Cas: Crk-associated substrate.



Une publication récente révele la régulation biomécanique de 52
geénes dans des cellules endothéliales de veine ombilicale en cul-
ture (HUVEC): le cytochrome p450 et le transporteur prostaglan-
dine sont parmi les plus puissamment stimulés, alors que le CTGF
(connective tissue growth factor), ’endothéline-1 et le MCP
(monocyte chemotactic protein) sont parmi les plus fortement
inhibés [28]. Dans les HUVEC, M. Bongrazio et al. ont démontré
I’activation de 20 génes (dont la métalloprotéase METH-1) et
I’inhibition de 13 genes, dont I’angiopoiétine 2 et le GAS3
(growth-arrest specific gene 3), par la contrainte de cisaillement
[29]. Une troisieme étude décrit la surexpression de la métallo-
protéase-1, et des récepteurs de I’angiopoiétine (Tie-2) et du
VEGF (FLK-1) dans des cellules endothéliales aortiques humaines
soumises a un flux laminaire, et la réduction simultanée de I'ex-
pression de genes codant pour des protéines impliquées dans
Pinflammation et la prolifération [30]. €nfin, dans des HUVEC,
143 genes dont I"expression variait en fonction des conditions de
culture imposées, comme I"absence de contraintes de cisaille-
ment, résultant de I’écoulement laminaire ou turbulent, ont été
classés selon leur réle connu dans la mécanotransduction, la
réponse a I’agression ou I’athérogenése [31].

Toutefois, dans la mesure ou I’environnement matriciel et le phé-
notype cellulaire sont des parametres déterminants de la réponse
des cellules vasculaires a la stimulation mécanique, le profil d’ex-
pression des génes obtenu sur cellules endothéliales en culture ne
refléte certainement pas de facon fidele ce qui se passe in vivo.
Une étude a méme démontré 'importance de distinguer les prépa-
rations artérielles des préparations veineuses, puisque I’expres-
sion des genes est trés différente d’un type cellulaire a I'autre
[32]. Quelques travaux récents ont fait appel a des modéles de
vaisseaux en culture ou in vivo pour élucider 'expression différen-
tielle de genes sous différentes conditions de flux. Un flux élevé
dans des artéres in vivo induit la surexpression soutenue de PDGF-
A et PDGF-B dans les cellules endothéliales [33]. Par ailleurs, la
contrainte de cisaillement induit I'expression de furine et de TGF}
dans "endothélium de la carotide de lapin & haut débit [34]. Dans
des veines ombilicales perfusées, c-jun est stimulé par un cisaille-
ment élevé [35], de méme que la prostacycline synthase, la
thromboxane synthase, les cyclo-oxygénases COX-1 et -2 [36], a
I'inverse de I'expression du VEGF qui chute dans les mémes condi-
tions [37].

Conclusions

Les vaisseaux sanguins possédent des mécanismes qui leur per-
mettent de réagir immédiatement a des variations locales des
contraintes de cisaillement (qui augmentent avec le débit san-
guin). €n revanche, si ces mécanismes sont insuffisants pour
compenser les altérations de flux, le phénotype des cellules
vasculaires se modifie et entraine des changements locaux de
trophicité ramenant, a plus long terme, les contraintes méca-
niques a des valeurs physiologiques. Ce remodelage vasculaire
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fait intervenir au niveau des cellules endothéliales de nom-
breuses protéines qui sont impliquées dans la perception de la
contrainte mécanique et la transmission du signal dans la cel-
lule, ce qui conduit a I"expression différentielle de genes
contrélant la structure ou la fonction des vaisseaux. ¢

SUMMARY

Shear and signal transduction in the endothelial cell

Blood vessels are permanently subjected to mechanical forces in
the form of stretch and shear stress. Any alterations in the
hemodynamic environment invariably produce transformations
in the vessel wall that will aim to accommodate the new condi-
tions and to ultimately restore basal levels of mechanical
forces. Many receptors, present on the surface of endothelial
cells, allow vessels to detect subtle changes in shear stress.
Inside the cells, cytoskeletal proteins transmit and modulate
the tension between integrins, focal adhesion sites, and the
extracellular matrix. Besides inducing structural modifications,
mechanical forces lead to changes in the ionic composition of
cells, mediated by ion channels, stimulate various membrane
receptors, and induce complex biochemical cascades. Many
intracellular pathways such as the MAP kinase cascade are acti-
vated by shear stress and initiate via sequential phosphorylations
the activation of transcription factors and subsequent gene
expression. Thus, by purely local mechanisms, blood vessels are
capable of true autonomic regulation which enables them to
adapt to their mechanical environment. ¢
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