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INTRODUCTION GENERALE

I. L'appareil valvulaire mitral  

 

 Les valves cardiaques sont composées de fin

s'ouvrir et se fermer de façon coordonnée 

unidirectionnel du flux sanguin indispensable au bon fonctionnement 

cardiovasculaire.  

 Les valves cardiaques sont subdivisées en deux groupes. Les valves atrio

ventriculaires comprennent la valve mitrale, qui sépare l'oreillette gauche du ve

gauche, et la valve tricuspide qui sépare l'oreillette droite du ventricule droit. Les valves 

sigmoïdes, aortique et pulmonaire, se situent à la naissance de leur a

assurent leur séparation avec le ventricule gauche ou droit

 

Figure 1: Les valves cardiaques. Coupe frontale du coeur présentant les quatre valves 
cardiaques. La valve tricuspide et la valve mitrale sont des valves atrio
l'oreillette du ventricule. Les valves sigmoïdes comprennen
se situent entre le ventricule et l'artère pulmonaire ou l'aorte, respectivement.
 

Introduction générale 

7 

INTRODUCTION GENERALE  
 

 

valves cardiaques sont composées de fins feuillets, ou cuspides, qui doivent 

 100.000 fois par jour afin d'assurer le transfert 

unidirectionnel du flux sanguin indispensable au bon fonctionnement de l'appareil 

Les valves cardiaques sont subdivisées en deux groupes. Les valves atrio-

la valve mitrale, qui sépare l'oreillette gauche du ventricule 

l'oreillette droite du ventricule droit. Les valves 

sigmoïdes, aortique et pulmonaire, se situent à la naissance de leur artère respective et 

c le ventricule gauche ou droit (Figure 1).  

 

. Coupe frontale du coeur présentant les quatre valves 
cardiaques. La valve tricuspide et la valve mitrale sont des valves atrio-ventriculaires séparant 
l'oreillette du ventricule. Les valves sigmoïdes comprennent la valve pulmonaire et aortique qui 
se situent entre le ventricule et l'artère pulmonaire ou l'aorte, respectivement. 
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Figure 2: Vue apicale des valves 
cardiaques en diastole et en 
systole. La segmentation de la 
valve mitrale est visible lors de la 
systole. Le feuillet postérieur 
présente trois zones visibles 
nommées P1, P2 et P3 tandis que 
les zones A1, A2 et A3 du feuillet 
antérieur ne sont pas délimitées 
anatomiquement.  
AC= commissure antérieure, PC= 
commissure postérieure.  

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 L'appareil valvulaire mitral est complexe. Il est constitué de deux feuillets, 

antérieur (aortique) et postérieur (mural) (Figure 2). Ces feuillets s'insèrent sur des 

structures fibreuses (anneau) et sont reliés au muscle ventriculaire par des cordages 

tendineux et des muscles papillaires. Cet appareil sous-valvulaire permet aux feuillets de 

résister à la pression qui se développe pendant la contraction ventriculaire et empêche le 

sang d'être refoulé dans l'oreillette gauche. Le feuillet postérieur s'insère sur la majorité 

de la circonférence de l'anneau mitral, bien que l'essentiel de l'aire mitrale soit couverte 

par le feuillet antérieur. Les deux feuillets sont subdivisés en trois zones dont les 

limitations sont visibles au niveau du feuillet postérieur (P1, P2, P3) alors que la 

distinction A1, A2, A3 du feuillet antérieur est une convention (Figure 2) 1. Le bon 

fonctionnement de la valve mitrale implique l'absence de reflux sanguin dans l'oreillette 

gauche en systole et une ouverture sans restriction en diastole. 
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 A l'instar des autres valves cardiaques, les feuillets de la valve mitrale 

présentent, en coupe transversale, trois couches superposées entourées par un 

endothélium continu. La couche exposée au coté atrial (l'atrialis) est, sous l'endothélium, 

composée d'un tissu conjonctif riche en fibres élastiques tandis que la fibrosa de la face 

ventriculaire, également endothélialisée, est particulièrement riche en collagène. Entre 

ces deux couches, la spongiosa est une structure moins fibreuse et enrichie en 

protéoglycans (Figure 3) 1, 2.  

 

 

Figure 3: Structure de la valve mitrale. Coupe transversale d'un feuillet de la valve mitrale 
coloré au trichrome de Masson. De l'oreillette gauche vers le ventricule gauche, le feuillet 
présente trois couches. La première, appelée atrialis, est riche en fibres élastiques. La spongiosa, 
qui est la couche centrale, se compose majoritairement de protéoglycans tandis que la dernière 
couche, la fibrosa, est riche en collagène. Une couche de cellules endothéliales entoure le feuillet 
de part et d'autre. Les cellules qui peuplent la valve sont appelées cellules valvulaires 
interstitielles (VIC). D'après Schoen et al 3 
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 La composition particulière de chaque couche confère les propriétés 

biomécaniques nécessaires au bon fonctionnement de la valve mitrale tout au long des 

cycles cardiaques. La fibrosa, riche en collagène, est responsable de la résistance 

mécanique à la traction de la valve tandis que l'atrialis, contenant de nombreuses fibres 

élastiques, offre la résilience nécessaire à l'extension et la rétraction du feuillet. La 

spongiosa joue un rôle d'amortisseur de chocs par sa composition riche en protéoglycans 

fortement hydratés 4. La composition de chaque couche varie au sein même du feuillet 

mais également entre les deux feuillets. En effet, le feuillet antérieur est plus riche en 

fibres de collagène tandis que le feuillet postérieur voit sa proportion de protéoglycans 

accrue et sa fibrosa amincie. Ces variations de composition sont vraisemblablement dues 

aux contraintes mécaniques spécifiques que subissent les feuillets. Il a notamment été 

décrit que lorsque la valve mitrale est fermée, le feuillet antérieur est soumis à des 

tensions mécaniques tandis que la majorité du feuillet postérieur est soumis à des forces 

de compression 5. Dans l'ensemble, l'épaisseur des feuillets d'une valve saine est 

inférieure à 1mm sauf au niveau du bord libre, où se réalise la coaptation, qui présente 

un aspect plus épais et rugueux. 

 Ces feuillets conjonctifs contiennent une population hétérogène de cellules 

appelées collectivement "cellules valvulaires interstitielles" (VIC) présentant des 

caractéristiques spécifiques qui seront décrites en détail dans le chapitre III de cette 

introduction afin de pouvoir souligner leur implication dans la dégénérescence myxoïde. 

Pour des raisons identiques, la composante matricielle des feuillets mitraux sera 

détaillée dans ce même chapitre. Avant d'introduire et de décrire les connaissances 

actuelles concernant la pathologie mitrale, qui fait l'objet de ce travail, il nous a paru 

pertinent d'introduire les étapes et facteurs clé intervenant au cours du développement de 

la valve mitrale en raison de leurs réactivations et implications potentielles dans les 

pathologies valvulaires. 
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II. Le développement des valves cardiaques 

 

 Une connaissance approfondie de la valvulogenèse a permis de mieux 

appréhender les mécanismes potentiellement impliqués dans les pathologies valvulaires. 

En effet, certaines voies de signalisation et facteurs de transcription activés au cours du 

développement sont réactivés dans les valves pathologiques 6, 7. Par ailleurs, le 

dysfonctionnement des valves cardiaques pourrait résulter d'une morphogenèse altérée 

des cuspides ou d'un défaut dans l'organisation ou l'homéostasie matricielle en cours de 

développement8. Certains auteurs considèrent de ce fait que la dégénérescence myxoïde, 

au même titre que d'autres valvulopathies, pourrait trouver son origine dans de subtiles 

malformations congénitales qui entraineront des dérèglements physiologiques à un âge 

plus avancé1, 8, 9. 

 Le développement des valves cardiaques est un processus complexe au cours 

duquel un bourrelet de matrice gélatineuse (bourrelet endocardique) donne naissance à 

de fins feuillets fibreux très structurés10. Il est intéressant de noter que le développement 

valvulaire partage de nombreuses voies de signalisation communes au développement 

de l'os, du cartilage et des tendons 11. 

  Initialement, le cœur se présente comme un tube de cellules endocardiques 

entouré d'un tube myocardique, tous deux séparés par une matrice extracellulaire 

appelée gelée cardiaque (Figure 4A). Le développement des valves commence, au cours 

de l'inflexion du tube cardiaque, par l'apparition de protrusions ou bourrelets 

endocardiques dans le canal atrio-ventriculaire et le tronc artériel qui donneront 

naissance respectivement aux valves atrio-ventriculaires et sigmoïdes. Par la suite, les 

cellules endocardiques du bourrelet reçoivent un signal provenant du myocarde sous-

jacent et entament une transition endothélio-mésenchymateuse (EMT). Les bourrelets 

endocardiques, peuplés de cellules progénitrices mésenchymateuses prolifératives, 

grossissent et s'allongent. Par la suite, les cellules mésenchymateuses cessent de 

proliférer, se différencient en VIC et  synthétisent une matrice structurée plus dense 

composée de collagènes, d'élastine et de protéoglycans. 
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Figure 4: Développement des valves cardiaques. A: Le bourrelet endocardique (AVC) donne 
naissance aux fins feuillets valvulaires après une série d'étapes. Les cellules endothéliales (en 
rouge) reçoivent d'abord un signal du myocarde (en jaune) sous-jacent qui déclenche une 
transition endothélio-mésenchymateuse (EMT). En conséquence, des cellules mésenchymateuses 
(cellules bleues) envahissent le bourrelet et prolifèrent. Elles se différencient et donnent 
naissance aux cellules valvulaires interstitielles (cellules vertes). La matrice extracellulaire du 
bourrelet endocardique est remodelée (délamination) et le bourrelet s'allonge et s'affine pour 
former le feuillet mature. B: Schéma représentatif de l'ensemble des mécanismes impliqués dans 
la EMT qui est initiée par l'expression myocardique de BMP2. Notch1 et TGF-β2 sont également 
deux facteurs clé impliqués au cours de cette première étape. D'après Butcher et al et Luna-Zurita 
et al 10, 12. 
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 Une meilleure compréhension des facteurs et voies de signalisation impliqués 

dans les différentes étapes du développement valvulaire a été rendue possible grâce aux 

études réalisées sur le développement du zebrafish et les embryons de poulet et de 

souris.  

 Ainsi, l'importance des facteurs Notch1, BMP2 et TGF-β2 a été démontrée dans 

la formation des bourrelets endocardiques et l'induction de la EMT 10. La formation du 

bourrelet résulte de la sécrétion par les cellules du myocarde d'une matrice riche en 

hyaluronan. Cette zone bien précise de formation est déterminée par l'expression 

myocardique de BMP2 qui induit la transition endothélio-mésenchymateuse des cellules 

endocardiques adjacentes notamment via Notch1 et TGF-β2 (Figure 4B) 12. BMP2 

serait, quant à lui, initialement régulé par la voie Wnt/β-caténine 13.  Outre la 

signalisation par ces molécules, les facteurs de croissance EGF et FGF4 induisent la 

prolifération des cellules mésenchymateuses nécessaire à la croissance des bourrelets 14 

tandis que le VEGF régule la prolifération des cellules endocardiques 15. L'ensemble de 

ces voies de signalisation active un réseau complexe de facteurs de transcription 

comprenant Twist1, Tbx20, Snails, Msx1 et Msx2 14, 16. 

 La transformation des bourrelets en une valve mature structurée, peuplée de 

cellules valvulaires interstitielles, est induite par RANKL 15. Cette maturation consiste 

en un remodelage et une compartimentalisation de la matrice extracellulaire en trois 

zones stratifiées. Les mécanismes moléculaires à l'origine de cette stratification 

demeurent largement incompris. Un rôle des contraintes et forces mécaniques est 

fortement suspecté mais n'a jamais pu être démontré de manière formelle 14. Par ailleurs, 

la localisation précise de certains facteurs de transcription suggère qu'ils contribuent 

activement à la stratification de la valve. Ainsi, l'activation de Notch est uniquement 

observée dans l'atrialis alors que Sox9 est présent dans la spongiosa où il régule 

l'expression de molécules matricielles de type "cartilagineux". L'expression de scleraxis, 

un facteur de transcription de type "tendineux", est, quant à elle, limitée aux cordages 

alors que l'axe Wnt/β-caténine permet la structuration de la fibrosa14, 17. La 

différenciation des cellules mésenchymateuses en VIC de type fibroblastique serait sous 

la dépendance de la périostine 18, 19 qui serait induite par le TGF-β 20, 21. 
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 Le développement harmonieux de la valve, notamment lors de la EMT, est 

également largement dépendant de la composition et des propriétés de la matrice 

extracellulaire 22. L'implication de l'hyaluronan, composant principal du bourrelet 

endocardique, a été révélée par l'étude des souris déficientes pour l'hyaluronan synthase 

2. Ces souris présentent des malformations cardiaques importantes, dont notamment une 

altération du bourrelet endocardique. Ceci résulterait d'un manque d'activation des 

récepteurs à l'EGF, ErbB2 et ErbB3, les cellules endothéliales des bourrelets 

endocardiques étant dès lors incapables de réaliser la EMT 23, 24. Ces altérations sont 

similaires à celles observées dans les souris n'exprimant pas le versican, un protéoglycan 

qui se fixe à l'hyaluronan 24. Les produits de clivage du versican participeraient par 

ailleurs à la formation et à la différenciation des bourrelets. Ils sont en effet abondants 

dans les régions sous-jacentes de l'endothélium où les cellules viennent de subir la EMT 

et ne sont présents qu'en très faibles quantités dans la zone centrale du bourrelet. Ce 

clivage serait réalisé par des enzymes de la famille des ADAMTS, dont l'ADAMTS-1 en 

association avec son co-facteur, la fibuline-1 25. L'implication des ADAMTS-5 et 

ADAMTS-9 a été également démontrée récemment dans des modèles de souris 

déficientes pour ces enzymes qui présentent des malformations de la valve aortique et 

une dégénérescence myxoïde de la valve mitrale 9, 26.  

 

III. La dégénérescence myxoïde de la valve mitrale 

 

 La compétence fonctionnelle de la valve mitrale dépend d'une interaction 

harmonieuse entre les différents composants de l'appareil valvulaire comprenant les 

feuillets, l'anneau, les cordages, les muscles papillaires et le ventricule gauche. Une 

altération de l'une ou l'autre de ces structures entraîne un dysfonctionnement valvulaire 

plus ou moins marqué appelé insuffisance mitrale quand il s'agit de régurgitation ou 

sténose quand il s'agit d'entrave au remplissage. C'est la première qui est rencontrée dans 

la dégénérescence myxoïde. 

 



 

 L'insuffisance mitrale est dite 

intrinsèque de l'appareil mitral, et fonctionnelle si elle résulte d'un remodelage local ou 

global du ventricule gauche sans altération de l'appareil valvulaire 

même si certaines études montrent des remodelages des feuillets 

de la valve mitrale sont liées à plusieurs étiologies

résulter d'une pathologie rhumatismale, d'une

endocardite tandis que les cardiomyopathie

insuffisance mitrale fonctionnelle (Figure 5

ne nous intéresserons qu'à la dégénérescence myxoïde

 

Figure 5: Classification de l'insuffisance mitrale.
lorsqu'une altération intrinsèque de l'appareil mitral est à l'origine de la dysfonction valvulaire. 
Elle sera qualifiée de fonctionnelle lorsqu'elle
L'insuffisance mitrale possède plusieurs étiologies dont la
représente environ 60% des cas. Carpentier a établi une classification fonctionnelle de 
l'insuffisance mitrale. Ainsi le type I se caractérise par un déplacement normal des feuillets mai
présente soit une perforation du feuillet, soit une dilatation de l'anneau. La dégénérescence 
myxoïde est à l'origine d'un déplacement excessif 
II. Le type III décrit une restriction du mouvement des feuil
rhumatismale (IIIa) ou une dysfonction du ventricule gauche (IIIb). D'après Fedak 
McCarthy et al 30, 31. 
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est dite organique si elle découle d'une altération 

fonctionnelle si elle résulte d'un remodelage local ou 

ation de l'appareil valvulaire qui apparait "normal" 

ent des remodelages des feuillets 27, 28. Les pathologies 

valve mitrale sont liées à plusieurs étiologies. L'insuffisance mitrale organique peut 

résulter d'une pathologie rhumatismale, d'une dégénérescence myxoïde ou d'une 

cardiomyopathies et ischémies myocardiques induisent une 

Figure 5) 29. Dans le cadre de cette introduction, nous 

ne nous intéresserons qu'à la dégénérescence myxoïde de la valve mitrale (MMV). 

 
Figure 5: Classification de l'insuffisance mitrale. L'insuffisance mitrale est dite organique 
lorsqu'une altération intrinsèque de l'appareil mitral est à l'origine de la dysfonction valvulaire. 

lorsqu'elle résulte d'un remodelage du ventricule gauche. 
le possède plusieurs étiologies dont la dégénérescence myxoïde qui 

Carpentier a établi une classification fonctionnelle de 
l'insuffisance mitrale. Ainsi le type I se caractérise par un déplacement normal des feuillets mais 
présente soit une perforation du feuillet, soit une dilatation de l'anneau. La dégénérescence 

excessif du feuillet  (prolapsus) qui caractérise le type 
II. Le type III décrit une restriction du mouvement des feuillets causé par une pathologie 
rhumatismale (IIIa) ou une dysfonction du ventricule gauche (IIIb). D'après Fedak et al et 
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 Les feuillets de la valve mitrale dite myxoïde présentent des caractéristiques 

histopathologiques qui vont de pair avec une altération de ses propriétés 

biomécaniques32. De manière générale, la dégénérescence myxoïde s'accompagne d'une 

activation  myofibroblastique des cellules valvulaires interstitielles 33 et d'un remodelage 

matriciel. Il est caractérisé par une désorganisation et une fragmentation des fibres 

élastiques et des faisceaux de collagène de l'atrialis et de la fibrosa ainsi que par une 

accumulation de protéoglycans dans la spongiosa provoquant un épaississement du 

feuillet (Figure 6) 34.   

 
Figure 6: Valve mitrale myxoïde. Coupe transversale et coloration au trichrome de Masson du 
feuillet postérieur P2 d'une valve saine et d'une valve myxoïde. C'est principalement la spongiosa 
(indiquée par la double flèche) qui est épaissie dans la valve myxoïde. Les structures élastiques et 
les protéoglycans apparaissent en rose et le collagène en bleu. (Données personnelles) 

 

 Après une évocation du tableau clinique de cette pathologie, les altérations 

tissulaires, cellulaires et moléculaires rapportées dans la littérature seront décrites plus 

en détails en nous référant à la valve mitrale saine. Ces descriptions sont précédées d'un 

cours rappel des connaissances actuelles sur chacun de ces acteurs. Enfin, les 

mécanismes pathogéniques potentiels suggérés par des maladies génétiques des tissus 

conjonctifs chez l'Homme et par des modèles animaux seront discutés. 
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1. Prévalence et manifestations cliniques  

 La prévalence globale des valvulopathies est de 2.5% aux USA et augmente 

avec l'âge. Elle est de 0,7% pour la tranche 18-44 ans et de 13.3% pour la population au-

delà de 75 ans. Des statistiques similaires sont observées en Europe 35, 36. Le 

vieillissement de la population et l'amélioration des modalités de dépistage expliquent 

en grande partie le nombre croissant de patients chez qui est diagnostiqué une 

valvulopathie. 

 L'insuffisance mitrale est la deuxième valvulopathie la plus fréquente après la 

sténose aortique 37. Elle résulte d'une mauvaise coaptation des feuillets valvulaires lors 

de la contraction systolique, ce qui entraine un reflux sanguin dans l'oreillette gauche. 

Dans les pays industrialisés, la dégénérescence myxoïde est à l'origine de 60% des 

insuffisances mitrales. Elle se caractérise par des modifications histopathologiques d'un 

ou des deux feuillets. L'altération fonctionnelle qui en découle engendre une 

insuffisance mitrale essentiellement de type II selon la classification fonctionnelle de 

Carpentier (Figure 5) et touche de 0.6% à 2.4% de la population  36, 38-40.  

 Les feuillets pathologiques dits "billowing" sont caractérisés par une 

ballonisation tout en conservant leur coaptation sous ou dans le plan de l'anneau mitral 

(Figure 7B). On parle de prolapsus lorsque le bord libre dépasse le plan de l'anneau en 

systole (Figure 7C). Dans ce cas, la perte de coaptation peut être responsable d'une fuite 

mitrale. On parle de feuillet "flail" lorsqu'il y a rupture de cordage et que le segment de 

valve n'est plus arrimé au muscle papillaire (Figure 7D). Ce dernier cas est 

habituellement associé à une insuffisance mitrale sévère. L'échocardiographie permet de 

préciser ces différentes catégories même si une confusion persiste dans la littérature 28, 

41. 
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Figure 7: Images échocardiographiques de la dégénérescence myxoïde de la valve mitrale. 
A: Dans une valve saine, la coaptation (point rouge) se réalise en dessous du plan de l'anneau 
mitral (en pointillé jaune). B: Une valve "billowing" présente une ballonisation d'un feuillet 
(flèche rouge) tout en gardant sa zone de coaptation sous ou dans le plan mitral. C: le prolapsus 
valvulaire mitral définit un déplacement systolique dans l'oreillette gauche d'un feuillet (feuillet 
postérieur) D: Cette image montre le feuillet antérieur "flail" (indiqué par la flèche rouge). La 
direction du flux sanguin est également représentée sous forme de schémas simplifiés. 
O.G= oreillette gauche, V.G= ventricule gauche. D'après Lancellotti et al 28 et Richards et al 42 
 
 
 Anatomiquement, les valves dégénératives couvrent un large spectre de lésions 

valvulaires (Figure 8). A une extrémité du spectre, la déficience fibro-élastique concerne 

principalement des personnes âgées et se caractérise par de fins feuillets presque 

transparents formant une valve de taille normale. Dans ce cadre, le prolapsus du feuillet 

résulte de la rupture d'un cordage. A l'autre extrémité du spectre se trouve la maladie de 

Barlow qui touche des patients plus jeunes et implique l'altération et le recouvrement de 

tous les segments de la valve. L'excès de tissu que l'on retrouve au niveau des feuillets 

redondants et épaissis s'associe à des cordages épais et allongés, rompus ou non. Entre 

ces deux extrêmes, on identifie des valves mitrales dont principalement le segment P2 

du feuillet postérieur est myxoïde. Les échantillons étudiés au cours de ce mémoire sont 

des segments P2 faisant partie de cette dernière catégorie. 28, 31, 41, 43.  
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Figure 8: Spectre des valves d'étiologie dégénérative. FED définit des valves dont les feuillets 
sont fins et transparents. Une dégénérescence myxoïde et un épaississement s'observent 
généralement dans le feuillet qui prolapse (FED+). La forme frustre décrit une expansion 
tissulaire qui présente une dégénérescence myxoïde dans plus d'un feuillet mais n'implique pas 
un élargissement de l'anneau. Dans la maladie de Barlow, l'entièreté de la valve est affectée. 
D'après Adams et al 43. 
 

2. Diagnostic  

 La ballonisation des feuillets myxoïdes est souvent sans conséquence 

physiopathologique significative. Cependant, la dégénérescence myxoïde sous-jacente 

peut amener progressivement à des altérations fonctionnelles de la valve. L'élongation 

ou la rupture de cordages entraîne le prolapsus lui-même générateur d'insuffisance 

mitrale, le reflux sanguin résultant de cette insuffisance ayant des répercussions sur la 

fonction auriculaire et ventriculaire 44. 

 La découverte d'un prolapsus valvulaire peut survenir lors d'un examen de 

routine en l'absence de symptômes ou chez un patient se plaignant de fatigue, de 

dyspnée ou de palpitations. L'auscultation doit être complétée par des mesures 

échocardiographiques qui permettront de déterminer la sévérité de l'insuffisance mitrale 

et ses répercussions sur la fonction cardiaque. Une diminution de la fraction d'éjection 

ventriculaire (<60%) et une dilatation du ventricule gauche mesurée en fin de systole (> 

40 mm) ainsi que l'apparition d'une fibrillation auriculaire et d'hypertension pulmonaire 

(> 50 mmHg au repos) sont des facteurs qui orientent vers un traitement chirurgical 41. 

La dégénérescence myxoïde étant une maladie évolutive, il est recommandé de 

surveiller attentivement cette pathologie par des contrôles échocardiographiques 

réguliers 44. 
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3. Traitement 

3.1 Chirurgie  

 A l'heure actuelle, il n'existe pas de traitement médicamenteux pour le prolapsus 

valvulaire mitral. Lorsque l'insuffisance mitrale est sévère et symptomatique, le seul 

traitement étiologique est la chirurgie. Elle a pour objectif de rétablir une bonne surface 

de coaptation en corrigeant la dilatation de l'anneau et les anomalies des feuillets sans 

entraver l'ouverture diastolique (principe de technique de Carpentier 45). La technique 

chirurgicale standard implique la résection du segment myxoïde prolabé, la 

reconstruction du feuillet et la pose d'un anneau afin de restaurer la géométrie de la 

valve et réduire la tension sur les feuillets (Figure 9A). Ces techniques ont été utilisées 

avec succès depuis 1983 et sont garantes de succès à long terme, de la chirurgie 

réparatrice mitrale. L'évolution actuelle tend à utiliser des cordages artificiels pour 

rétablir l'attache du segment myxoïde et déplacer le tissu myxoïde dans le ventricule 

sans, ou minimalement, réséquer le tissu (Figure 9B)43, 44. 

 

 
Figure 9: Traitement chirurgical 
de la dégénérescence myxoïde de 
la valve mitrale. A: Résection 
triangulaire et annuloplastie selon 
la technique de Carpentier sur un 
prolapsus du segment P2. B: 
Réparation d'un prolapsus du 
segment A3 sans résection. La 
coaptation est rétablie par attache 
du feuillet myxoïde aux muscles 
papillaires à l'aide de cordages 
artificiels. D'après Adams et al 43. 

3.2 Ingénierie tissulaire 
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3.2 Ingénierie tissulaire 

 Le remplacement de valves par des prothèses valvulaires est une opération 

courante. Elle n'est toutefois pas sans conséquence. En effet, les prothèses mécaniques 

nécessitent un traitement anticoagulant à vie alors que les valves biologiques (péricarde 

bovin ou valve porcine fixés au glutaraldéhyde) subissent une dégénérescence, 

principalement par calcification, qui altère progressivement leur performance. 

L'évolution des connaissances scientifiques a stimulé le développement de valves 

cardiaques de dernière génération au sein desquelles sont présentes des cellules vivantes 

afin d'assurer l'homéostasie tissulaire à long terme 4. Actuellement, l'ingénierie tissulaire 

se focalise principalement sur le développement de valves aortiques bien que l'intérêt 

pour les valves mitrales soit grandissant 46. Deux approches sont actuellement en 

développement. Dans une première approche, une matrice, d'origine synthétique ou 

naturelle, est colonisée in vitro par des cellules appropriées. Elle est ensuite soumise à 

des facteurs solubles et des stimuli mécaniques semblables aux sollicitations physiques 

rencontrées in vivo afin de favoriser la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi 

que le remodelage progressif du biomatériau primitif en une structure mimant une valve 

normale. Bien que les résultats actuels soient encourageants, la résistance et les 

propriétés mécaniques de ces tissus ne sont pas encore satisfaisantes 47-49. Une 

alternative à la maturation in vitro est l'implantation chirurgicale d'une structure primaire 

pouvant être colonisée par des cellules progénitrices circulantes et permettant leur 

différenciation afin de favoriser la formation progressive d'un nouveau tissu valvulaire 

adapté aux conditions locales in vivo 50. Ces développements prometteurs sont toutefois 

toujours au stade expérimental et nécessitent une compréhension approfondie de la 

biologie cellulaire et matricielle des valves. 
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4. Composante cellulaire 

 Les feuillets mitraux sont entourés d'une monocouche de cellules endothéliales 

recouvrant un tissu conjonctif contenant une population hétérogène de cellules appelées 

collectivement cellules valvulaires interstitielles (VIC) (Figure 10). Celles-ci joueraient 

un rôle actif dans la fonction mécanique de la valve et participeraient aux divers 

processus biologiques impliqués dans sa maintenance et sa durabilité. Il faut toutefois 

noter que la majorité des études réalisées concernent les cellules de la valve aortique et 

ce n'est que récemment que la composante cellulaire des valves mitrales a retenu l'intérêt 

de la communauté scientifique.  

 

 
Figure 10: Origine et phénotype des cellules valvulaires. Les cellules peuplant la valve 
forment une population hétérogène et sont appelées cellules valvulaires interstitielles (VIC). Elles 
proviennent, lors du développement embryonnaire, de la transition endothélio-mésenchymateuse 
(EMT) des cellules endothéliales. Dans une valve saine, elles sont majoritairement quiescentes. 
Dans une valve pathologique, telle la valve mitrale myxoïde, des sous-populations de VIC 
deviennent activées, caractérisées par l'expression d'α-SMA ou présentant des caractéristiques 
ostéoblastiques. Les cellules progénitrices donnant naissance à ces sous-populations pourraient 
être endothéliales ou circulantes. Les flèches en pointillés décrivent des relations supposées. 
D'après Liu et al 51et Schoen 3. 
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4.1 Les cellules endothéliales  

 Les cellules endothéliales forment une monocouche à la surface des feuillets en 

continuité avec l'endocarde de l'oreillette et du ventricule. Elles partagent de nombreuses 

caractéristiques avec les cellules endothéliales vasculaires, notamment en terme de 

marqueurs. Elles possèdent toutefois des propriétés spécifiques comme le démontrent 

deux études réalisées par Butcher sur des cellules endothéliales de valves aortiques 

porcines 52, 53. En réponse à des forces de cisaillement, les cellules endothéliales 

vasculaires s'alignent parallèlement au flux. A l'inverse, les cellules endothéliales 

valvulaires s'orientent perpendiculairement, suite à une organisation différente des 

adhésions focales, et expriment un profil transcriptionnel différent de celui des cellules 

vasculaires, notamment en termes de médiateurs inflammatoires ou de marqueurs de 

type "chondrogénique" et "ostéogénique" 52, 53. Il faut, par ailleurs, mentionner que leur 

profil transcriptionnel varie selon le coté de la valve, ventriculaire ou auriculaire, 

qu'elles tapissent 54. 

 

4.2 Les cellules valvulaires interstitielles 

 Les VIC proviennent, lors du développement embryonnaire, d'une transition 

endothélio-mésenchymateuse (EMT) des cellules endothéliales du bourrelet 

endocardique. Ce processus peut être réactivé in vitro 55 et induit in vivo en réponse à un 

stress mécanique ainsi que le montre un modèle d'insuffisance mitrale fonctionnelle 56. 

Ces cellules progénitrices font preuve d'une plasticité unique, puisqu'elles peuvent subir 

une différenciation de type ostéoblastique ou cartilagineux non seulement in vitro mais 

également in vivo sous l'effet de stimuli mécaniques 57. Ces diverses données suggèrent 

l'existence chez l'adulte d'une sous-population de cellules progénitrices dans 

l'endothélium capables de se différencier et de renouveler la population de VIC dans le 

feuillet valvulaire58. Il y aurait donc une relation étroite entre les VIC qui contrôlent 

l'homéostasie matricielle et les cellules valvulaires endothéliales responsables du 

maintien de la population des VIC (Figure 10) 29 
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 En plus d'une origine locale, les cellules interstitielles pourraient également 

provenir d'une source externe. Une étude démontre en effet que des cellules souches 

hématopoïétiques sont présentes dans des valves de souris adultes où elles expriment du 

collagène de type I et se différencient en cellules morphologiquement similaires aux 

cellules natives de la valve 59.  

 L'étude des cellules valvulaires progénitrices n'en est toutefois qu'à ses débuts et 

leur participation et/ou réponse à la pathologie valvulaire sont encore peu connues. 

Néanmoins, la présence de cellules progénitrices de différentes origines et leur plasticité 

pourraient expliquer l'existence de sous-populations de cellules interstitielles 

fonctionnellement différentes selon leur localisation dans la valve 51. Les cellules de la 

fibrosa auraient des caractéristiques de type osseux et tendineux tandis que les cellules 

de la spongiosa seraient de type cartilagineux produisant plus de glycosaminoglycans et 

protéoglycans sous la dépendance de Sox9 11. 

 Les VIC peuplant la valve adulte forment donc une population hétérogène 60 

phénotypiquement différente d'autres types de cellules mésenchymateuses, notamment 

des fibroblastes du derme 61. Elles expriment in vitro une variété de protéines 

contractiles du muscle cardiaque et squelettique 62, 63, suggérant l'existence d'une 

machinerie contractile qui serait fonctionnelle comme le suggère la contraction de 

cuspides porcines en réponse à des agents vasoconstricteurs tel que l'endothéline-1 62, 

64.Leur rôle effectif, dans le tissu valvulaire, reste encore à déterminer 29. 

 

4.3 Activation des cellules valvulaires interstitielles dans les valves myxoïdes 

 Alors qu'une valve saine est composée majoritairement de cellules interstitielles 

dites quiescentes 65, les valves myxoïdes contiennent des VIC activées exprimant l'α-

SMA et présentant un phénotype proche de celui des myofibroblastes33. Elles sécrètent 

par ailleurs des métalloprotéases matricielles (MMPs) et des cathepsines et seraient dès 

lors un des acteurs du remodelage matriciel de la valve myxoïde.  Cette activation des 

VIC se ferait sous la dépendance de chimiokines et de facteurs de croissance dont le 

TGF-β 33, 51, 66. 
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4.4 Ossification endochondrale dans les valvulopathies 

 L'expression par les VIC de marqueurs spécifiques des chondrocytes et des 

ostéoblastes apparait déjà au cours de la valvulogenèse et s'observe également dans les 

valves pathologiques 67. Les valves myxoïdes contiennent des cellules interstitielles 

possédant un morphotype de "chondrocytes hypertrophiques" s'accompagnant d'une 

surexpression de Sox9 et de la formation de dépôts "cartilagineux". Une ossification 

endochondrale a été également observée dans les valves aortiques calcifiées. Ce 

processus résulterait de l'activation de la voie β-caténine par la fixation de la 

glycoprotéine Wnt3 au Lrp5, co-récepteur de la famille des LDL. Les cellules subissant 

une différenciation ostéoblastique pourraient être présentes dans la valve sous forme de 

progéniteurs ou résulter d'une transformation de cellules interstitielles quiescentes 51. 

 

5. Composante matricielle 

 Les VIC résident dans une matrice extracellulaire composée principalement de 

collagène, élastine, glycoprotéines, glycosaminoglycans et protéoglycans qu'elles 

synthétisent, secrètent et dégradent pour maintenir la fonction physiologique de la valve. 

Outre le fait d'assurer la compétence mécanique requise, la matrice extracellulaire est un 

puissant régulateur du phénotype des VIC à la fois par les signaux mécaniques qu'elle 

transfère à la cellule par l'intermédiaire des intégrines et par les signaux chimiques issus 

des facteurs de croissance et cytokines qui y sont séquestrés. La compartimentalisation 

trilaminée des feuillets valvulaires et la composition spécifique de chaque segment sont 

en partie déterminées au cours du développement (voir le chapitre II de cette 

introduction). Des travaux suggèrent que le remodelage du tissu valvulaire en 

compartiments serait également régulé par les forces hémodynamiques et mécaniques 

durant la période post-natale 68.  
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5.1 Les protéines de structure 

 5.1.1 Généralités 

 Les protéines de structure de la matrice extracellulaire se subdivisent en 

protéines fibrillaires (collagène et élastine), glycoprotéines microfibrillaires (fibrilline et 

fibuline) et glycoprotéines d'adhésion qui participent aux interactions cellule-matrice 

(fibronectine et laminine). 

 

 Les collagènes sont les protéines les plus abondantes chez les mammifères. A ce 

jour, la superfamille des collagènes compte 28 membres. Les collagènes sont des 

molécules homo- ou hétérotrimériques composées de trois chaînes α formant une triple 

hélice caractéristique de cette famille. La formation de la triple hélice résulte de la 

répétition dans la chaîne α d'une séquence G-X-Y où X et Y correspondent fréquemment 

à une proline et une hydroxyproline. Lorsque la triple hélice est formée, le clivage des 

propeptides amino- et carboxy-terminaux du procollagène par les ADAMTS-2, 3 et 14 

et la BMP1, respectivement, permet l'assemblage spontané des molécules matures en 

fibrilles stabilisées ultérieurement par la formation de liaisons croisées par la lysyl-

oxydase. Cette réticulation est responsable de la cohésion et de la résistance mécanique 

remarquable des fibres et faisceaux de collagène. A l'exception de 4 types 

transmembranaires, les collagènes sont pour la plupart déposés dans la matrice 

extracellulaire où ils forment des assemblages supramoléculaires qui définissent leur 

sous-famille (Figure 11) et leur confèrent un rôle structurel contribuant aux propriétés 

mécaniques des tissus. D'autre part, ils régulent la prolifération, la migration et la 

différenciation cellulaire en interagissant avec de nombreux récepteurs cellulaires dont 

principalement les intégrines 69, 70. 
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Figure 11: Membres de la superfamille des collagènes et leur assemblage supramoléculaire. 
La superfamille des collagènes se divise en 8 sous-familles. (a) Les collagènes fibrillaires. (b) 
Les collagènes contenant des domaines en triple hélice interrompus par des domaines non-
hélicoïdaux et interagissant avec les collagènes fibrillaires ( FACIT = " Fibril-Associated 
Collagens with Interrupted Triple helices ). (c) Les collagènes formant des réseaux hexagonaux. 
(d) La famille des collagènes de type IV qui se trouvent dans les membranes basales. (e) Le 
collagène de type VI forme des filaments perlés. Le collagène de type XXVIII, récemmment 
décrit, serait structurellement proche du collagène de type VI 71 (f) Le collagène de type VII 
forme des fibrilles d'ancrage. (g) Les collagènes possédant des domaines transmembranaires. (h) 
Les collagènes de type XV et XVIII générant par clivage des fragments antiangiogènes ( restine 
et endostatine). Les domaines collagènes sont marqués en mauve foncé, les domaines amino- et 
carboxyterminaux sont colorés en rose et les domaines non hélicoïdaux interrompant la triple 
hélice sont en bleu. D'après Myllyharju et Kivirikko 72.  
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 Les fibres élastiques sont des polymères hétéromériques formés de molécules 

d'élastine associées à des structures microfibrillaires composées principalement de 

fibrilline et fibuline. Les fibres élastiques forment un réseau conférant élasticité et 

résilience aux tissus, propriétés essentielles pour la fonction des structures vasculaires et 

autres organes mobiles. Les composants microfibrillaires ont, par ailleurs, la capacité de 

moduler l'activité des facteurs de croissance de la famille du TGF-β. De plus, par la 

présence de motifs d'attachement cellulaire, les fibres élastiques contrôlent également la 

prolifération, la migration et la différenciation cellulaire 73, 74. 

 

 5.1.2 Protéines de structure dans les valves myxoïdes 

 Il existe relativement peu de données concernant les protéines de structure dans 

les valves myxoïdes humaines. Une étude biochimique par Cole et al 75 montre toutefois 

que la valve mitrale saine chez l'homme contient 74% de collagène de type I, 24% de 

collagène de type III et 2% de collagène de type V.  Une quantité accrue de ces trois 

collagènes, en particulier le collagène de type III, est décrite dans les valves myxoïdes. 

Une analyse immunohistochimique des feuillets myxoïdes montre, par ailleurs, une 

distribution anormale de la fibrilline-1 accompagnée d'une désorganisation des fibres 

élastiques et des collagènes fibrillaires 76. Le rôle de la fibrilline-1 dans le 

développement de la dégénérescence myxoïde est confirmé par son association à la 

maladie de Marfan et de Loeys-Dietz et dans un modèle de souris transgénique 77 (voir 

la section 6.2) 

 

5.2 Les glycosaminoglycans et protéoglycans 

 5.2.1 Généralités 

 Les glycosaminoglycans sont des hétéropolysaccharides formés par la répétition 

linéaire d'une unité disaccharidique dont la nature des sucres qui la compose les 

subdivise en cinq types : acide hyaluronique ou hyaluronan, dermatan sulfate (DS), 

chondroïtine sulfate (CS), heparine/heparan sulfate (HS), keratan sulfate (KS) (Figure 

12).  
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Figure 12: Structure des protéoglycans. Les protéoglycans se composent d'une chaîne 
protéique sur laquelle sont fixées une ou plusieurs chaînes de glycosaminoglycans (GAG). Les 
GAG sont composés de la répétition d'une unité disaccharidique dont la nature est détaillée ci-
dessus. L'hyaluronan, ou acide hyaluronique, est le seul glycosaminoglycan qui ne se lie pas à 
une chaîne protéique.  D'après Stanton et al 78. 
 
 L'hyaluronan est synthétisé par addition alternée d'un acide glucuronique et 

d'une unité N-acétyl glucosamine catalysée par la hyaluronan synthase (HAS), dont 3 

isoformes existent chez les mammifères. Parmi ceux-ci, la hyaluronan synthase 2 

(HAS2) semble jouer un rôle significatif au cours du développement puisque la délétion 

de son gène chez la souris est létale à mi-gestation en raison de nombreuses 

malformations cardiovasculaires comme nous l'avons décrit précédemment (voir le 

chapitre II) 24. 

 A la seule exception du hyaluronan, tous les glycosaminoglycans s'associent à 

un squelette protéique pour former les protéoglycans. Les protéoglycans se répartissent 

en trois familles: les protéoheparan sulfates, les hyalectans et les petits protéoglycans 

riches en leucine (SLRP ="small leucine rich proteoglycans"). Chaque famille est 

subdivisée en sous-familles selon l'homologie, les propriétés du squelette protéique, la 

taille et la composition des glycosaminoglycans associés (Figure 13). La grande 

diversité moléculaire des protéoglycans réside dans la multitude de combinaisons 

possibles entre le nombre et la nature des glycosaminoglycans et la structure protéique, 

qui ensemble déterminent leurs propriétés biologiques 79. 
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Figure 13: Classification des protéoglycans selon leur structure et leur localisation. La 
serglycin est le seul protéoglycan intracellulaire présent dans les cellules hématopoïétiques et 
endothéliales. Les protéohéparan sulfates se localisent dans la membrane basale (collagène de 
type XV et XVIII, perlecan et agrin) ou au niveau de la membrane cellulaire (syndecans, 
glypicans). Les protéoglycans extracellulaires sont constitués par les hyalectans qui se lient à 
l'hyaluronan (neurocan, brevican, versican, aggrécan) et les SLRPs ("Small Leucine Rich 
Proteoglycans") qui sont indépendants de l'hyaluronan. D'après Schaefer et Schaefer 80. 
 
 La famille des protéohéparan sulfates doit son nom à la nature de la chaîne 

polysaccharidique qui décore le coeur protéique. Cette famille comprend des 

protéoglycans de membrane basale (perlecan, agrin et collagènes de type XV et XVIII) 

ou ancrés dans la membrane plasmique (syndécans et glypican) 81. Ils interviennent dans 

les interactions cellule-matrice et la régulation de nombreuses voies de signalisation par 

la modulation de l'activité de facteurs de croissance capables de se lier à l'héparine et 

aux heparan sulfates (FGF, HB-EGF).. Le clivage des protéoheparan sulfates de la 

membrane plasmique abolit leur rôle de co-récepteur mais libère un fragment 

extracellulaire qui reste biologiquement actif 82, 83. Par ailleurs, certains protéohéparan 
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sulfates de membrane basale présentent, à leur extrémité carboxyterminale, des 

domaines qui, une fois libérés par clivage protéolytique, s'avèrent être de puissants 

agents antiangiogènes (endostatine, restine, endorepelline)79 

 

 Les hyalectans - le versican, l'aggrécan, le neurocan et le brevican - sont des 

protéoglycans de grande taille composés de trois domaines globulaires. Leur nom 

provient de leur capacité à se lier par le domaine G1 avec l'hyaluronan tandis que le 

domaine G3 permet des interactions avec diverses glycoprotéines. Ces deux domaines 

sont séparés par une région de liaison des chaînes de glycosaminoglycans. Leur nombre, 

allant de 3 (brevican) à 100 chaînes (aggrécan), leur longueur et leur degré de 

sulfatation, contribuent significativement à la fonction des hyalectans. Les nombreuses 

charges négatives présentes sur les chaînes de glycosaminoglycans se repoussent en 

offrant des espaces qui entrappent de larges quantités d'eau, l'ensemble formant un gel 

visqueux comblant l'espace interfibrillaire de la matrice extracellulaire.  Ce mécanisme 

explique pourquoi les complexes riches en aggrécan et/ou versican participent largement 

à la fonction d'amortisseur des cartilages et dictent les propriétés visco-élastiques des 

structures cardiovasculaires comme les valves cardiaques. Outre ses propriétés 

biomécaniques, l'interaction  du versican avec de nombreuses protéines matricielles 

(collagène de type I, fibrilline, fibuline,...) et membranaires (intégrine β1) en fait un 

acteur clé des interactions cellule-matrice. Le clivage de l'aggrécan, du brevican et du 

versican par plusieurs membres de la famille des ADAMTS, les protéoglycanases, joue 

un rôle important dans le développement et dans des pathologies telles que 

l'ostéoarthrite et les affections cardiovasculaires 78, 84.  

 

 La structure générale des membres de la famille SLRP comprend deux domaines 

riches en cystéine séparés par une région riche en répétitions de résidus leucine. Le 

coeur protéique peut être associé à des chaînes de CS (décorine, biglycan et épiphycan) 

ou de KS (fibromoduline, lumican, keratocan, PRELP, ostéoadhérine, chondroadhérine 

et ostéoglycine).  La décorine et le biglycan modulent la fibrillogenèse des collagènes 

fibrillaires. Ils peuvent également interagir avec les collagènes de type VI, XII et XIV 

ou la fibronectine et l'élastine.  Cependant leur fonction ne se limite pas à un rôle 
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strictement structurel car ils se révèlent être des activateurs clé de nombreuses voies 

signalétiques par interaction directe avec différents récepteurs ou indirectement en 

interagissant avec des facteurs de croissance tels que les TGF-β, BMP,.... 85-87. 

 

 5.2.2 Glycosaminoglycans et protéoglycans dans les valves myxoïdes  

 Les glycosaminoglycans et protéoglycans de la valve mitrale normale ont des 

localisations spécifiques selon le feuillet qui pourraient être liées aux types de 

contraintes mécaniques perçues localement. La concentration en glycosaminoglycans est 

plus importante dans le feuillet postérieur qui supporte surtout des forces de 

compression. Il s'agit principalement de l'hyaluronan et des CS  tandis que le 

protéoglycan principal est le versican. Par contre, la décorine et le biglycan sont les 

composants majoritaires des zones sous tension c'est-à-dire du feuillet antérieur 5. Une 

des caractéristiques systématiques de la dégénérescence myxoïde est l'accumulation de 

protéoglycans et glycosaminoglycans. Un excès de décorine, biglycan et versican est 

ainsi décrit dans les feuillets myxoïdes, la quantité d'hyaluronan y restant par ailleurs 

inchangée.88.  

 D'après les nombreuses fonctions que peuvent exercer les protéoglycans et leur 

implication dans la valvulogénèse 22, il est vraisemblable que leur accumulation 

représente bien plus qu'un processus passif secondaire à la pathologie et qu'ils 

participent activement à la dégénérescence myxoïde par leur fonctions de signalisation. 

 

5.3 Les MMPs et ADAMTS 

 5.3.1 Généralités 

 Les metzincines sont des protéases qui partagent un motif conservé 

HExxHxxGxxH, permettant la liaison de l'ion zinc dans le site catalytique, suivi d'une 

courte séquence contenant une méthionine cruciale pour la conformation tri-

dimensionelle et la stabilisation du site catalytique. Cette famille se subdivise en 4 

groupes: les serralysines, les MMPs, les astacines et les adamalysines (ADAMs et 

ADAMTS). Ces enzymes sont produites sous forme latente où l'ion zinc est bloqué par 
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une cystéine du prodomaine. La latence est levée lorsque celui-ci est clivé soit 

intracellulairement par la furine, soit dans le milieu extracellulaire par le système 

plasminogène/plasmine ou d'autres MMPs. Dans le cadre de cette introduction nous ne 

détaillerons que les MMPs et ADAMTS (Figure 14) 89, 90.  

 

 

 
Figure 14: Structure schématique générale des MMPs, ADAMTS et ADAMTSL.  Les MMPs 
et ADAMTS appartiennent à la superfamille des metzincines. Elles possèdent un peptide signal 
suivi d'un prodomaine et d'un domaine catalytique où se lie l'ion zinc. La plupart des MMPs 
possèdent un domaine de type hémopexine. Les MT-MMP 1-6 s'ancrent à la membrane par un 
lien GPI ou grâce à un domaine transmembranaire prolongé par une séquence 
intracytoplasmique. Les ADAMTS se distinguent par la présence d'un domaine désintégrine, d'un 
domaine riche en cystéine et un nombre variable de répétitions de thrombospondine de type 1. 
Les ADAMTSL sont des homologues des ADAMTS mais ne possèdent ni le prodomaine ni le 
domaine catalytique. D'après Klein et Bischoff 91. 
 
 
 A ce jour, 23 MMPs ont été identifiées chez l'Homme. Sur base de leur 

caractéristiques structurales, elles se classent en MMPs secrétées et MMPs ancrées dans 

la membrane plasmique (MT-MMPs). L'ensemble des molécules composant la matrice 

extracellulaire ainsi que de très nombreux facteurs de croissance, récepteurs 

membranaires, protéines d'adhésion, cytokines et chimiokines peuvent être clivés par les 

MMPs, ce qui explique leur implication dans de nombreux processus physiologiques et 

pathologiques 92.  
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 La famille des ADAMTS, dont les deux premiers membres, ADAMTS-1 et 

ADAMTS-2 ont été clonés et décrits en 1997 pratiquement simultanément par une 

équipe japonaise 93 et notre laboratoire 94, compte à ce jour 19 membres (Figure 15). 

Après les domaines communs aux métalloprotéases matricielles, se trouvent le domaine 

désintégrine et divers domaines, dont un nombre variable de répétitions 

thrombospondine de type I. Le clivage de la partie carboxy-terminale des ADAMTS 

régule à la fois leur activité et leur localisation. Collectivement, elles sont impliquées 

dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques. Sur base de l'analyse 

phylogénétique et de leur substrats, quand ils sont connus, les ADAMTS se répartissent 

en plusieurs groupes (Figure 15). Parmi ceux-ci, les aminoprocollagène peptidases 

(ADAMTS-2, -3 et -14) participent à la maturation des procollagènes fibrillaires en 

clivant leur propeptide amino-terminal. Un second groupe rassemble les ADAMTS-1, - 

4, -5, -8, -9, -15 et -20 qui peuvent cliver des protéoglycans, dont les hyalectans sont les 

substrats les mieux définis à l'heure actuelle 78, 95, 96. La famille ADAMTS au sens large 

inclut également 7 ADAMTSL qui partagent les domaines carboxy-terminaux des 

ADAMTS mais ne possèdent pas de prodomaine ni de domaine catalytique. Il n'est pas 

exclu qu'elles puissent agir comme inhibiteurs compétitifs des ADAMTS. Toutefois, à 

l'heure actuelle, il semble qu'elles aient principalement des fonctions structurelles, 

notamment en participant et en contrôlant la formation des microfibrilles, avec comme 

conséquence une régulation de la signalisation de la voie des TGF-β 97, 98. 

 

 5.3.2 Les MMPs et ADAMTS dans les valves myxoïdes 

 Une expression accrue des collagénases (MMP-1 et MMP-13) 65 et des élastases 

(MMP-2 et MMP-9) accompagnée d'une réduction de la synthèse de TIMP2, un 

inhibiteur physiologique, pourraient expliquer en partie les altérations structurelles des 

fibres élastiques et de collagène observées dans les valves myxoïdes 99. Les ADAMTS 

n'ont jamais été mesurées dans les valves mitrales saines ou pathologiques. Cependant, 

leur implication dans le développement de la dégénérescence myxoïde est fortement 

suspectée sur la base d'études réalisées dans des modèles murins (voie le sous-chapitre 

6.4) 9, 26. 
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Figure 15: Structure schématique et organisation phylogénétique des ADAMTS. Toutes les 
ADAMTS partagent un domaine amino-terminal identique et se distinguent par leurs domaines 
carboxy-terminaux et leurs activités. Les protéoglycanases sont impliquées dans le clivage des 
protéoglycans. L'ADAMTS-13  clive le facteur de von Willebrand (vWF) tandis que les 
ADAMTS-2,-3 et -14 sont connues pour cliver le propeptide amino-terminal des procollagènes 
fibrillaires. Ces classifications fonctionnelles représentent l'état actuel des connaissances qui sont 
appelées à évoluer. D'après Stanton et al 78. 
 

6. Pathogénie 

 La dégénérescence myxoïde de la valve mitrale a été longtemps étudiée 

principalement de manière descriptive sur la base d'observations et semi-quantifications 

histologiques. Ces observations ont permis de mettre en évidence un ensemble de 

modifications, tant au niveau cellulaire que matriciel, sans toutefois mener à des 

avancées significatives concernant l'étiopathogénie de la maladie. C'est l'existence d'une 

dégénérescence myxoïde dans certaines maladies génétiques des tissus conjonctifs ainsi 

que l'étude de souris déficientes qui ont apporté des éléments nouveaux à l'origine d'une 

meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents. 
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6.1 Génétique de la dégénérescence myxoïde  

 Au vu des connaissances actuelles, il semble que seuls 1 à 2% des cas de 

dégénérescence myxoïde soient associés à des pathologies génétiques des tissus 

conjonctifs dont nous détaillerons l'importance ci-après.  

 Si la majorité des patients affectés semblent être des cas sporadiques, une forme 

familiale autosomale dominante a toutefois été décrite. Le criblage génétique de familles 

atteintes de prolapsus valvulaires mitraux sévères, catégorisés comme souffrant d'une 

maladie de Barlow, a en effet permis l'identification de 3 loci présents sur les 

chromosomes 11, 13 et 16 couvrant respectivement des régions de 46, 16 et 24 gènes 

connus. Cependant, à l'heure actuelle, aucun d'entre eux n'a pu être spécifiquement 

incriminé 100-102. Plus récemment, l'analyse génétique de 4 familles a révélé que des 

mutations dans le gène de la filamine A sont responsables de la dégénérescence 

myxoïde non-syndromique associée au chromosome X103. La filamine A est une 

protéine du cytosquelette interagissant avec la vimentine et faisant la jonction entre les 

filaments d'actine et des protéines membranaires telles que les intégrines. Au-delà de 

son rôle structurel, elle est impliquée dans certaines voies de signalisation telles que 

celles du TGF-β, de R-Ras et de Syk. Son rôle pathogénique dans la dégénérescence 

myxoïde n'est toutefois pas encore défini 104, 105. 

 

 

6.2 Dégénérescence myxoïde causée par des mutations affectant les tissus conjonctifs 

 Une dégénérescence myxoïde est observée dans un certain nombre de 

pathologies des tissus conjonctifs associées à des altérations des voies de signalisation 

régulées par les TGF-β. Cette superfamille de facteurs de croissance se compose 

notamment des TGF-β et des BMPs que nous décrirons brièvement dans cette 

introduction106, 107.  
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 6.2.1 Signalisation par les facteurs de la superfamille des TGF-β 

 Il existe trois gènes codant pour 3 TGF-β distincts (TGF-β1, -β2, -β3). Ils sont 

synthétisés sous forme d'un précurseur "processé" dans l'appareil de Golgi par clivage 

du propeptide en facteur de croissance mature qui demeure toutefois lié à son propeptide 

(LAP = "latency associated peptide") qui le maintient latent. Les dimères de ce petit 

complexe latent (SLC = "small latent complex") se fixent par des liaisons disulfures à 

une protéine LTBP ("Latent TGF-β binding protein") pour former un large complexe 

latent (LLC = "large latent complex"). Celui-ci est sécrété dans la matrice extracellulaire 

où il se fixe et forme un réservoir de TGF-β latent. Cette immobilisation se fait 

principalement au niveau des polymères de fibrillines formant les microfibrilles des 

fibres élastiques (Figure 16) 108. Le TGF-β latent séquestré dans la matrice 

extracellulaire peut être activé par clivage protéolytique par la plasmine ou certaines 

MMPs, dont la MMP2 et la MMP9. Alternativement des radicaux libres, la 

thrombospondine-1, un abaissement de pH et les intégrines αvβ6 et αvβ8 peuvent 

également libérer du TGF-β actif 109. 

 

 
Figure 16:  Le TGF-β dans la matrice extracellulaire. Le TGF-β lié à son propeptide (LAP = 
"latency associated peptide) est présent dans la matrice extracellulaire sous la forme d'un petit 
complexe latent (SLC = "small latent complex") fixé à une protéine LTBP ("Latent TGF-β 
binding protein") pour former le large complexe latent du TGF-β (LLC = "large latent complex"). 
Celui-ci se fixe à la matrice extracellulaire en interagissant avec la fibrilline-1, une des 
glycoprotéines formant les structures microfibrillaires des fibres élastiques.  D'après Kaartinen et 
Warburton 108 . 
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 La signalisation des molécules de la famille TGF-β s'effectue par l'intermédiaire 

de récepteurs sérine/thréonine kinases de type I et II. Il existe 7 récepteurs de type I, 

appelés ALK ("activin receptor-like kinases") et 5 récepteurs de type II. Lorsqu'il 

interagit avec un de ses ligands,  un récepteur de type II recrute un récepteur de type I et 

le "transphosphoryle" ce qui mène à l'activation de messagers intracellulaires 

spécifiques (Figure 17A). A titre d'exemple, les TGF-β1, 2 et 3 induisent la 

phosphorylation de smad2 et smad3 par l'intermédiaire d'ALK5 (TGFβR-I), alors que 

les BMPs activent les smad1, 5 et 8 par l'intermédiaire d' ALK1, 2, 3 ou 6 (Figure 17B). 

Il existe par ailleurs des co-récepteurs, le betaglycan (TGFβR-III) et l'endoglin, qui ne 

possèdent pas d'activité kinase mais accroissent l'affinité des ligands pour les récepteurs 

de type I et II110.   

 Les R-smads phosphorylés s'associent à un co-smad (smad4) pour être 

transportés dans le noyau où ils régulent positivement ou négativement la transcription 

de leurs gènes cibles (Figure 17A). La spécificité de cette régulation est assurée par 

l'association des smads avec un ensemble de protéines partenaires et co-facteurs 111, 112.  

En parallèle de la voie canonique des smads, d'autres voies de signalisation, dites non-

canoniques et impliquant Erk1/2, p38, JNK, les Rho GTPases et Akt par exemple, 

peuvent également être activées par les TGFβRI et RII (Figure 17C) 113. 

 

6.2.2 Maladie de Marfan 

 Des mutations de la fibrilline 1 sont responsables d'une maladie génétique 

autosomale dominante des tissus conjonctifs connue sous le nom de syndrome de 

Marfan dont l'incidence est d'environ 2-3/10000 114.  Les patients atteints présentent des 

complications oculaires, une hyperlaxité des articulations, des altérations squelettiques 

et des anomalies vasculaires et cardiaques telles qu'un anévrysme de l'aorte ascendante 

et un épaississement de la valve mitrale aboutissant à un prolapsus dans environ 56% 

des cas115, 116. 
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Figure 17: Voie de signalisation du TGF-β.  A: Lorsqu'un ligand, libéré ou présenté par un co-
récepteur, se lie à un récepteur de type II, il induit le recrutement et la phosphorylation d'un 
récepteur de type I. Cette activation permet la phosphorylation des R-smads (smad1,2,3,5 et 8) 
qui forment alors avec smad4 (co-smad) un complexe capable de réguler la transcription de gènes 
cibles.  B: Tableau récapitulatif des interactions préférentielles entre les différents ligands de la 
superfamille du TGF-β, leur récepteurs et co-récepteurs ainsi que leurs protéines smad cibles. Les 
TGF-β induisent plus particulièrement la phosphorylation des smad2 et 3, alors que les BMPs 
activent les smad1, 5 et 8. C: En plus de la voie canonique des smads requérant smad4, d'autres 
voies de signalisation peuvent être régulées, notamment par l'intermédiaire de TIF1γ, IKKα et 
p68 Drosha. Une activation directe par les récepteurs de type I ou de type II a également été 
démontrée pour les RhoGTPases et les MAPK d'une part et les Par6 ou LIMK1, d'autre part. 
D'après Massague117 
  

 Les souris hétérozygotes portant une mutation de la fibrilline 1, substituant une 

cystéine par une glycine (Fbn C1039G/+),  récapitulent le phénotype cardiovasculaire du 

syndrome de Marfan. Elles ont permis de mettre en évidence le rôle pathogénique de 

cette protéine microfibrillaire. Histologiquement, les valves mitrales épaissies se 

caractérisent par une prolifération cellulaire accrue, une concentration plus élevée en 

TGF-β activé et, en conséquence, une augmentation de la phosphorylation de smad277. 

Tout récemment, il a été montré qu'une voie non-canonique du TGF-β impliquant 

Erk1/2 est également activée dans l'aorte des souris Fbn C1039G/+ 118. Par ailleurs, des 

concentrations sanguines accrues en TGF-β1 ont été mises en évidence chez ces souris 
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ainsi que chez les patients souffrant du syndrome de Marfan119. L'hypothèse d'une 

implication de l'activation des voies de signalisation sous la dépendance de TGF-β, suite 

à une dérégulation de séquestration par les microfibrilles, est renforcée par 

l'amélioration du phénotype des souris Fbn C1039G/+   et Fbn C1039G/C1039G suite à 

l'administration d'anticorps neutralisant le TGF-β 77. Par la suite, le losartan, un 

antagoniste du récepteur de type I de l'angiotensine II (AT1R), a été également utilisé 

avec succès dans ce modèle murin, pour atténuer les anévrysmes de l'aorte et réduire la 

concentration de TGF-β1 circulant. La signalisation induite par AT1R stimule en effet 

l'expression du TGF-β, de ses récepteurs et d'un de ses activateurs, la thrombospondine-

1 (Figure 18). Des inhibiteurs de la voie Erk1/2 et JNK sont également efficaces chez les 

souris Fbn C1039G/+ 118, 120. Des études cliniques sont actuellement en cours pour évaluer 

l'efficacité du losartan dans le traitement du syndrome de Marfan chez l'Homme 121-123. 

 

Figure 18:  Relations entre les voies de signalisation de l'angiotensine de type II (Ang-II) et 
du TGF-β. Les voies de signalisation non-canoniques du TGF-β et de l'Ang-II via son récepteur 
de type I(AT1R) induisent la phosphorylation de ERK1/2 et JNK. L'activation de AT1R favorise 
également l'expression du TGF-β lui-même, de ses récepteurs de type I et II (TGF-β RI/RII) et 
d'un activateur, la thrombospondine de type I (TSP-1). La losartan, un antagoniste de AT1R, s'est 
montré efficace dans l'amélioration des symptômes du syndrome de Marfan par atténuation de 
l'activation de la voie de signalisation TGF-β. D'après Habashi et al et Judge et al 115, 124. 
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 6.2.3 Syndrome de Loeys-Dietz 

 Le syndrome de Loeys-Dietz est causé par des mutations dans le domaine kinase 

du récepteur de type I ou de type II du TGF-β. De manière surprenante, celles-ci 

induisent une activation de la voie TGF-β par stimulation de la phosphorylation de 

smad2 et une expression accrue de CTGF (un gène cible du TGF-β) et de collagène125. 

La prévalence des prolapsus valvulaires mitraux est de 35% chez les individus portant 

une mutation du TGFβRII. 116.  

 

 6.2.4 Autres syndromes génétiques liés aux voies de régulation du TGF-β 

 Récemment, il a été montré que des mutations du gène codant pour smad3 

induisent également une activation de la voie TGF-β. Les patients présentent des 

anévrysmes thoraciques, de l'ostéoarthrite et des prolapsus valvulaires mitraux avec une 

prévalence similaire à celle observée dans les syndromes de Loeys- Dietz et de Marfan 
126. Par ailleurs, des dysfonctions de la valve mitrale ont été rapportées chez des patients 

porteurs de mutations dans le gène de smad4 127. L'importance de la régulation de la 

séquestration du TGF-β est également illustrée dans une chondrodysplasie rare, la 

dysplasie géléophysique. Cette maladie génétique se caractérise par un raccourcissement 

des extrémités, un retard statural et des épaississements des valves cardiaques 

responsables d'un décès dans les premières années de la vie. Le Goff et al 128 ont 

identifié des mutations du gène ADAMTSL2 qui code pour une protéine homologue aux 

ADAMTS mais ne possédant pas de domaine catalytique 129. Un défaut de sécrétion de 

la protéine et une augmentation significative du TGF-β1 ainsi qu'une translocation 

nucléaire accrue du p-smad2 sont observés dans les cultures de fibroblastes des patients. 

L'interaction de l'ADAMTSL2 avec le LTBP1 128 ainsi qu'avec la fibrilline 1 130 suggère 

que cette protéine pourrait jouer un rôle significatif dans la régulation de la 

biodisponibilité du TGF-β.  
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 Bien que logiquement suspectée, une activation de la voie TGF-β n'avait pas 

encore été rapportée dans la forme idiopathique de la dégénérescence myxoïde de la 

valve mitrale. Les résultats faisant l'objet de ce mémoire supportent la participation de 

TGF-β2. Par ailleurs, une surexpression de BMP4, un facteur de croissance qui s'est 

révélé capable d'activer in vitro les cellules valvulaires quiescentes en myofibroblastes, a 

été observée dans les valves myxoïdes humaines, 131. 

 

6.3 Implication de la MMP2 

 Un modèle de souris transgénique surexprimant la forme active de la MMP2 au 

niveau cardiaque est caractérisé, entre autres, par le développement d'une 

dégénérescence myxoïde de la valve mitrale comparable à celle décrite chez l'Homme, 

avec notamment une expansion de la spongiosa par accumulation de 

glycosaminoglycans et une densité accrue de cellules valvulaires interstitielles. 

Certaines cellules présentent un phénotype de chondrocytes hypertrophiques et 

expriment la glycoprotéine COMP ("cartilage oligomeric matrix protein") spécifique des 

chondrocytes différenciés. Les altérations, touchant également les cordages, 

n'apparaissent que tardivement, vers 12-14 mois, et entrainent un prolapsus valvulaire 

sévère alors que les souris plus jeunes ont une fonction et une histologie valvulaire 

normales132. Une activité élevée de la MMP2, également observée dans les valves 

myxoïdes humaines99 pourrait expliquer les altérations structurelles de la matrice 

extracellulaire observées dans les valves myxoïdes puisque l'élastine et les collagènes de 

type I et III en sont des substrats et qu'elle est capable d'activer les formes latentes de 

TGF-β. 
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6.4 Implication du clivage du versican par les ADAMTS 

 Les travaux réalisés par l'équipe de Suneel Apte et Christine Kern suggèrent que 

l'absence de clivage du versican par des protéoglycanases contribue à la dégénérescence 

myxoïde. Des souris haploinsuffisantes pour l'ADAMTS-9 (adamts9+/- ) souffrent d'un 

épaississement des feuillets des valves aortiques et mitrales. Ces altérations résulteraient 

d'un clivage déficient, et donc d'une accumulation, de versican et seraient exacerbées 

chez les souris de plus de 6 mois 26.  

 Tout récemment, les souris déficientes en ADAMTS-5 ont également été 

proposées comme un modèle de dégénérescence myxoïde mitrale. Leurs valves 

présentent un épaississement marqué par accumulation de versican sous sa forme non 

clivée. Ces modifications s'étendent à tout le mésenchyme valvulaire et s'accompagnent 

d'un indice de prolifération cellulaire accru et d'une expression de BMP2 et de sox9 plus 

élevée que dans les valves des souris de type sauvage. Ces altérations sont déjà 

observées dans les valves des embryons (E17.5) et persistent jusqu'à l'âge adulte. Le 

croisement des souris ADAMTS5-/-  avec des souris haploinsuffisantes pour le versican 

résulte en une atténuation du phénotype, ce qui implique directement l'accumulation et 

le manque de clivage de ce protéoglycan dans le développement de la maladie. Ce 

modèle de dégénérescence myxoïde, avec une pénétrance de 100 %, une viabilité 

normale et une fertilité non altérée pourrait s'avérer des plus utile pour tester de futures 

interventions thérapeutiques visant à corriger ou ralentir l'évolution de la maladie9. 

 

6.5 Implication mécanique  

 La valve mitrale, au même titre que les trois autres valves cardiaques, est 

soumise en permanence à des forces mécaniques de nature et d'intensité diverses. Ces 

forces mécaniques sont intégrées par les cellules en signaux biochimiques par le biais de 

récepteurs membranaires, les intégrines. Celles-ci forment en effet un lien physique 

entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette et sont également couplées à des 

complexes de signalisation. Bien qu'une implication directe des forces mécaniques dans 

la dégénérescence myxoïde ne soit pas formellement prouvée, de nombreuses études in 

vitro et in vivo tendent à montrer leur importance.  
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 Ainsi, il est intéressant d'observer l'influence de la pression sanguine sur 

l'épaisseur valvulaire, les valves du coté gauche du cœur étant plus épaisses que celles 

du coté droit 1. D'autre part, le stress mécanique est à l'origine d'un épaississement des 

feuillets dans des modèles d'insuffisance mitrale fonctionnelle caractérisés par un 

remodelage matriciel important, une proportion élevée de cellules interstitielles 

exprimant l'α-SMA s'accompagnant d'une réactivation de la EMT 56, 133. Un stress 

mécanique anormal peut provenir d'une détérioration de l'appareil sous-valvulaire et/ou 

du reflux sanguin 134, induisant une perturbation des charges mécaniques supportées par 

les feuillets. De subtiles déformations de la géométrie des tissus valvulaires, déterminées 

au cours du développement, pourraient également engendrer des comportements 

mécaniques inappropriés, s'aggravant avec l'âge et provoquant une reprogrammation 

progressive du phénotype cellulaire.  

 Les feuillets de la valve mitrale normale se bombent dans l'oreillette lors de la 

contraction systolique. Une étude révèle une hétérogénéité de courbure dans une région 

du segment P1 et deux foyers du segment P2 qui pourrait expliquer la fréquence élevée 

de la dégénérescence myxoïde du segment P2 135.  Au delà de ces observations in vivo, 

la perception des signaux mécaniques par les VIC est significative comme en atteste leur 

influence sur le phénotype cellulaire 136  ainsi que sur la modulation de synthèse de 

collagène 137 et de protéoglycans 138, 139 en réponse à des contraintes mécaniques. 

 

6.6 La dégénérescence myxoïde canine 

 Avec l'âge, les chiens ont tendance à développer une dégénérescence myxoïde 

qui représente 75% des maladies cardiovasculaires canines. Sa prévalence varie selon 

les races, les Cavalier King Charles Spaniels étant les plus fréquemment atteints. La 

dégénérescence myxoïde canine est proposée par certains comme un modèle pertinent 

de la dégénérescence humaine 140, notamment en raison de la possibilité d'analyser la 

progression de la maladie dont la sévérité a été associée à l'expression d'α-SMA, de 

MMP-1, de MMP-3141 et MMP-13 142, 143 mais aussi de TGF-β1 et de TGF-β3141, 144 . 
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IV. Les métallothionéines 

 

 Un résumé des connaissances actuelles sur les métallothionéines et leur 

implication dans le remodelage cardiovasculaire de certaines pathologies nous a paru 

indispensable en raison du rôle pathogénique que pourraient jouer ces molécules dans la 

dégénérescence myxoïde mis en lumière au cours de nos travaux.  

 Les métallothionéines sont des petites protéines de 61 acides aminés dont un 

tiers sont des résidus cystéine. Grâce à leur haute teneur en groupement thiols qui leur 

confère une capacité de liaison naturelle avec les métaux tels que le zinc, cuivre, 

cadmium et mercure ainsi qu'une activité rédox, les métallothionéines sont impliquées 

dans de nombreux processus physiologiques. Ce sont d'ailleurs les protéines 

intracellulaires les plus abondantes contenant du zinc. Elles sont impliquées dans la 

régulation de la concentration intracellulaire de divers métaux, la chélation des métaux 

lourds et la protection contre le stress oxydatif 145.  La famille des métallothionéines est 

encodée par 10 gènes fonctionnels localisés sur le chromosome 16. Elles sont réparties 

en 4 sous-familles, MT-1 à MT-4, dont seule la sous-famille MT-1 comprend plusieurs 

membres (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H, MT-1M, MT-1X) 146. 

Alors qu'un nombre important de stimuli, comprenant les métaux, les cytokines et le 

stress oxydatif, peuvent induire l'expression des MT-1 et MT-2, l'expression des MT-3 

et MT-4 est plus spécifiquement contrôlée et est limitée au système nerveux central ou 

aux épithéliums stratifiés 147.  

 La liaison des résidus cystéine avec les métaux lourds ou leur oxydation par les 

radicaux libres déplacent les ions Zn2+ liés aux métallothionéines. Ces ions libérés vont 

se fixer au facteur de transcription MTF-1 qui est transloqué dans le noyau où il active le 

transcription de ses gènes cibles dont les métallothionéines MT-1 et MT-2 elles-mêmes 

(Figure 19) 147-149. 

 Les MT-1 et MT-2 ont été détectées dans de nombreux cancers et leur 

expression élevée a été associée dans certains cas avec l'hyperprolifération cellulaire 150 

et la résistance à la chimiothérapie 151. Elles sont toutefois sous-exprimées dans des 

carcinomes hépatocellulaires ou des adénocarcinomes du foie, ce qui témoigne d'un rôle 
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diversifié des métallothionéines dans les cancers 152. L'absence du facteur de 

transcription MTF-1, régulateur des métallothionéines, inhibe la croissance tumorale et 

semble responsable de l'accumulation d'une matrice extracellulaire abondante, 

potentiellement en relation avec une activation de TGF-β1 et de la transglutaminase 2. 

Plus récemment, un lien entre les métallothionéines et le remodelage matriciel du 

système vasculaire a également été suspecté. Une réduction de l'expression des 

métallothionéines a été décrite dans les cellules musculaires lisses de l'aorte ascendante 

de patients porteurs d'une valve aortique bicuspide. Ces cellules ne répondraient pas 

correctement à un stress oxydatif, ce qui induirait un remodelage matriciel aboutissant à 

une dilatation de l'aorte thoracique 153. 

 

Figure 19: Régulation de MTF-1 et des métallothionéines (MT). L'activation de MTF-1 est 
modulée par phosphorylation et liaison avec des ions zinc. Ces derniers peuvent être libérés de 
leur complexe avec les métallothionéines suite à une oxydation par un stress oxydant (H2O2) ou 
un déplacement par des métaux lourds (Cd2+). La fixation du zinc sur MTF-1 induit sa 
translocation dans le noyau où il se fixe, avec d'autres facteurs de transcription et coactivateurs, 
au motif MRE et régule l'expression de gènes dont les MT. D'après Gunther et al 154. 
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Publication 1: L'insuffisance mitrale par dégénérescence 

myxoïde : aspect biochimique et considérations 

physiopathologiques 

 

Marc A Radermercker, Kevin Boulanger, Alexia Hulin, Charles Lambert, Raymond 
Limet, Charles Lapière, Betty Nusgens. 
 

Rev Med Liege 2008; 63 : 4 : 187-192 
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BUTS ET PLAN DU TRAVAIL 

 
Bien que la dégénérescence myxoïde reste la principale cause d’insuffisance 

mitrale et touche 2 à 3 % de la population, les avancées scientifiques dans ce domaine 

restaient limitées au moment où nous avons entamé nos travaux de recherche. Elles 

étaient essentiellement basées sur des observations histologiques révélant un remodelage 

matriciel des feuillets myxoïdes conduisant à leur épaississement et leur relâchement 

ainsi que sur des études biochimiques qui portaient sur un nombre réduit d’acteurs 

connus potentiellement impliqués dans ce remodelage, notamment les MMPs, les 

TIMPs et diverses macromolécules de la matrice extracellulaire. Plus récemment, le rôle 

prépondérant que joueraient les changements de phénotype et la plasticité des cellules 

valvulaires interstitielles ainsi que l’activation de voies de signalisation impliquées dans 

la valvulogenèse ont été mis en avant par plusieurs auteurs. Ces études in vitro 

s’adressaient cependant essentiellement à des VIC d’origine porcine, ovine ou canine 

provenant pour la plupart de valves aortiques tandis que les cellules de la valve mitrale 

restaient moins exploitées. L’élucidation de certaines pathologies génétiques humaines 

associées à une dégénérescence myxoïde de la valve mitrale et, plus récemment, la 

caractérisation de souris transgéniques ont apporté des informations pertinentes sur les 

voies de signalisation potentiellement impliquées. A ce jour, la forme idiopathique de la 

maladie chez l’Homme demeure cependant largement méconnue d’un point de vue 

étiologique et mécanistique et fait l’objet des travaux de recherche que nous avons 

poursuivis dans le cadre de ce mémoire de doctorat. 

  

 Notre stratégie a été, en premier lieu, d’élargir nos connaissances de cette 

pathologie en identifiant, grâce à une analyse transcriptomique globale par microarray, 

les gènes modulés dans les segments P2 de feuillets myxoïdes humains. Deux groupes 

de gènes sous-exprimés dans la pathologie nous ont paru pertinents : des enzymes de 

détoxification radicalaire, principalement les métallothionéines, et des aggrécanases de 

la famille des ADAMTS. Grâce au développement d’une banque de cellules 

interstitielles provenant de valves mitrales saines et myxoïdes, des études in vitro ont 

permis d’évaluer la contribution fonctionnelle de ces gènes à la pathologie, puis de 
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mettre en lumière le rôle potentiel du TGF-β2 dans la dégénérescence myxoïde in vivo. 

Cette première partie de nos travaux a fait l’objet d’une publication dont les données 

sont rapportées sous la forme d’un bref résumé et détaillées dans la publication n°2 

annexée au mémoire. 

 

La deuxième partie de ce mémoire s’adresse aux mécanismes potentiels 

intervenant dans la répression de l’expression des métallothionéines dans les cellules de 

valves saines et myxoïdes in vitro. D’une part, une altération génétiquement déterminée 

des cellules myxoïdes a été recherchée et, d’autre part, les régulations opérées sur 

l’expression des métallothionéines par les forces de traction mécaniques, le TGF-β2 lui-

même et la voie PI3K/Akt, qui avait été mise en évidence dans le microarray, ont été 

investiguées. 

 

Ces différentes données ont finalement été intégrées dans un article de revue 

discutant des nouvelles avancées dans les connaissances de l’insuffisance mitrale et qui 

constitue la publication n°3 annexée au mémoire. Une discussion générale de nos 

résultats située dans le contexte des données de la littérature ainsi que les perspectives 

de recherches et développements nouveaux clôturent ce mémoire.  
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RESULTATS : PARTIE I 
 

Implication des métallothionéines 1/2 et du TGF-β2 dans la 

dégénérescence myxoïde de la valve mitrale. 

 
Introduction 

 L'étude histologique de la valve mitrale myxoïde montre, principalement au 

niveau de la spongiosa, un dépôt excessif de protéoglycans, dont le versican, ainsi 

qu'une fragmentation et une désorganisation des faisceaux de collagène et des fibres 

élastiques dans la fibrosa et l'atrialis. Outre ces altérations de structure de la matrice 

extracellulaire, des modulations du phénotype des cellules valvulaires interstitielles 

(VIC) ont été décrites. Une des hypothèses, répandue dans la littérature, suggère que le 

nombre accru de VIC activées, de type myofibroblastique, serait responsable du 

remodelage matriciel des valves myxoïdes. Bien qu'une implication du TGF-β soit 

suspectée sur la base des éléments détaillés dans notre introduction, aucune étude à 

l'heure actuelle n'a encore démontré une association formelle entre la signalisation de ce 

facteur de croissance et la forme idiopathique de la dégénérescence myxoïde mitrale. 

 Ce bref aperçu des connaissances actuelles démontre clairement que la 

compréhension des mécanismes participant à la pathologie mitrale et à sa progression 

demeure largement lacunaire.  Le premier volet de notre étude a consisté à identifier des 

gènes modulés dans la dégénérescence myxoïde et à évaluer la pertinence de leur 

implication dans son développement.  

 
Résumé des résultats 

 Une analyse transcriptomique a été réalisée par microarray sur le segment P2 de 

3 valves saines et 3 valves myxoïdes. Cette analyse indicative nous a permis d'identifier 

une série de gènes dont l'expression était réduite dans la pathologie. Ces résultats ont été 

confirmés par RT-PCR individuellement sur 17 prélèvements de MMV et 14 

prélèvements sains. Un premier groupe de gènes concerne des aggrécanases de la 

famille des ADAMTS (ADAMTS-1, ADAMTS-4, ADAMTS-5 et ADAMTS-9) 
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impliquées dans la dégradation des protéoglycans. Un deuxième groupe comprend des 

gènes impliqués dans la protection contre le stress oxydatif, notamment 6 gènes de la 

famille des métallothionéines (MT) appartenant aux sous-familles MT-1 et MT-2 

(MT1/2). Ces résultats transcriptomiques ont été confirmés par western-blot sur les 

extraits tissulaires et par marquage immunohistochimique sur coupe(Figure 20). 

 

 Afin de mimer et de comprendre les mécanismes de la répression observée in 

vivo, des VIC provenant de tissus sains ont été transfectées avec un siARN réprimant 

l'expression des MT-1 et MT-2 (siMT1/2) (Figure 21A). Cette extinction n'induit aucune 

modification de la quantité de TGF-β1 ou de TGF-β3 (non montré). Par contre, il 

stimule la transcription et la sécrétion du TGF-β2 dans le milieu de culture (Figure 21B).  

Au niveau tissulaire, le TGF-β2 est également plus exprimé dans les segments myxoïdes 

où il est même parfois associé à la matrice extracellulaire comme le montrent des 

analyses immunohistologiques. Son abondance est, de façon intéressante, 

significativement corrélée à l'épaisseur des valves (Figure 21C). 

 

 Un remodelage matriciel et une activation myofibroblastique des VIC étant 

décrits dans la pathologie, le rôle potentiel du TGF-β2 dans ces processus a été évalué 

en culture à l'aide de VIC issues de valves saines.  L'addition de TGF-β2 induit une 

phosphorylation de smad-2 et une expression accrue d'α-SMA. Cette activation conduit 

également à une réduction de l'expression de l'ADAMTS-1 et à une accumulation de 

versican dans le milieu de culture (Figure 22), données expérimentales en accord avec 

nos observations in vivo sur les valves myxoïdes. 
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Figure 20: Les métallothionéines des sous-familles MT-1 et MT-2 (MT1/2) sont réduites 
dans les valves mitrales myxoïdes (MMV). A: Image représentative du marquage 
immunohistochimique des cellules exprimant les MT1/2 (marquage rouge) dans une coupe de 
valve saine (Control) et une coupe de valve myxoïde (MMV) (barre = 100µm) B: L'abondance 
relative des MT1/2 a été évaluée par quantification des signaux obtenus après une analyse par 
western blot sur des extraits protéiques de 5 valves saines (Ctrl) et 8 valves myxoïdes (MMV). 
Les signaux obtenus pour les MT1/2 sont normalisés par rapport à la GAPDH. Les résultats sont  
présentés sous forme de "boxplot" où la médiane est représentée par la barre horizontale. *** p < 
0.001 déterminé par le U test de Mann-Whitney. 
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Figure 21: La suppression de l'expression des MT1/2 stimule la sécrétion du TGF-β2 par les 
cellules valvulaires interstitielles (VIC). Des VIC provenant de valves saines ont été 
transfectées avec 20nM d'un siARN ciblant la famille des MT-1 et MT-2 (siMT1/2) ou un siRNA 
non pertinent servant de contrôle (siScr). A: L'extinction des MT1/2 est effective  après 72h de 
transfection comme illustré dans le western-blot en utilisant Erk1/2 comme contrôle de la 
quantité totale de protéines. B: Quantité de TGF-β1 et TGF-β2, mesurée par ELISA, libérée dans 
le milieu des cellules transfectées par le siMT1/2 par comparaison aux cellules transfectées par le 
siScr (ligne en pointillée). Les résultats représentent la moyenne du facteur d'induction ± écart-
type par rapport à la condition contrôle pour des cellules provenant de 5 valves mitrales saines. 
*** p < 0.001 déterminé par un t-test de Student apparié. C: Image représentative du marquage 
immunohistochimique du TGF-β2 dans une coupe de valve saine (Control) et une coupe de valve 
myxoïde (MMV) (barre =100µm). Les encarts représentent un agrandissement d'une zone de la 
coupe où un dépôt de TGF-β2 extracellulaire est visible. 
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Figure 22 : Activation des cellules interstitielles (VIC) de valves saines par le TGF-β2. A: 
Après 1h de stimulation, smad2 est phosphorylé dans les cellules traitées par le TGF- β2. B: 
Après 48h de stimulation, l'expression d'ADAMTS-1 est significativement réduite par rapport à 
l'expression mesurée dans les cellules non traitées (0ng/ml). Les résultats représentent la 
moyenne du facteur d'induction ± écart-type pour des VIC  provenant de 5 valves mitrales saines.  
*p<0.05 et *** p<0.001 déterminé par un t-test de Student apparié. C: Western blot du versican 
(isoformes V0 et V1) présent dans le milieu des VIC traitées, pendant 48h par le TGF-β2.  
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Publication 2 : Metallothionein-dependent up-regulation of TGF-

β2 participates in the remodelling of the myxomatous mitral 

valve 

 

Alexia Hulin, Christophe F. Deroanne, Charles A. Lambert, Bruno Dumont, Vincent 
Castronovo, Jean-Olivier Defraigne, Betty V. Nusgens, Marc A. Radermecker, and 
Alain Colige. 
 

Cardiovasc. Res. 2012 Mar 1; 93(3). 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 
available at Cardiovascular Research online 
 
Materials and methods 

Tissue Collection  

Myxomatous mitral valves (MMV) were 
collected from patients undergoing elective 
surgery for valvuloplasty to correct mitral 
regurgitation resulting from isolated prolapse of 
the median scallop of posterior leaflets (P2). 
Patients suspected of Barlow’s disease, with 
Marfan syndrome and ischemic heart disease 
were excluded from the study. Healthy control 
mitral valves were obtained from hearts of 
donors rejected for transplantation with no 
history of cardiovascular pathologies. Chordae 
were cut off at the insertion level and kept for 
future analyses. A 2 mm strip of tissue was cut in 
the median of the P2 leaflet from the free edge to 
the annulus and fixed for immunohistochemistry. 
Similar strips covering the full width of the 
valves were collected from the right and left 
sides for transcriptomic and proteomic analysis 
and for isolation of valvular interstitial cells 
(VIC) and amplification in culture. 
Demographics of the tissue collections are 
outlined in Table 1.  The study conforms to the 
principles outlined in the Declaration of Helsinki 
and was approved by the ethic committee of 
Liège University Hospital (B70720071262) and 
a written consent was obtained from the 
informed patients. 

Primary culture valvular interstitial cells 

VIC were isolated by outgrowth from normal 
and MMV explants. After 2 hours of digestion of 
valvular tissue fragments in a solution of 0,1% 
(w/v) collagenase (Sigma), fragments were 
washed in FBS (Lonza),  cut into tiny explants, 
transferred into culture dishes and covered with 
growth medium (EBM (Lonza) supplemented 
with 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) 
penicillin/streptomycin (Lonza) and 0.1% (v/v) 
fungizone (Gibco)). Cultures were maintained at 
37°C with 5% CO2 and propagated by serial 
passages after trypsinization. Primary VIC 
cultures were amplified from 7 normal mitral 
valves and 4 MMV. All experiments were 
performed using cells at passage four to seven. 

Immunocytochemistry 

VIC were seeded on coverslips and cultured for 
two days. They were fixed in 2% (v/v) 
neutralized paraformaldehyde (Sigma) for 10 

min and then permeabilized with 0.1% (v/v) 
Triton-X100. Coverslips were washed with PBS, 
blocked with 1% (w/v) bovine serum albumin 
(Sigma) and incubated with primary antibody: 
mouse anti-CD31 (1/200, Dako), mouse anti-α-
SMA (1/300, Sigma) and mouse anti-vimentin 
(1/400, Dako). After washing with PBS, the 
coverslips were incubated with secondary Alexa 
Fluor 555-labeled goat anti-mouse antibody 
(Invitrogen) in containing 5µg/ml DAPI. 
Labelled and non-labeled cells were counted in 6 
fields at x16 magnification using a Zeiss 
Axiovert25inverted fluorescent microscope. 

RNA extraction 

The collected strips of valvular tissues were 
powdered under liquid nitrogen in a Mikro-
Dismembrator S (B. Braun Biotech 
International) and total RNA was isolated using 
a RiboPure kit (Ambion) according to the 
manufacturer’s recommendations. Total RNA 
was isolated from cultures of VIC using the High 
Pure RNA isolation kit (Roche Molecular 
Biochemical). Total RNA was quantified by 
spectrophotometry (Nanodrop ND-1000, Isogene 
Lifescience) and its integrity was checked with 
an Agilent 2100 Bioanalyzer.  

Microarray analysis 

Microarray analysis was performed on total 
RNA pooled from 3 MMV and 3 normal mitral 
valves by using the Affymetrix HG-U133A 2.0 
chip containing 22000 probe sets. Probe 
synthesis, hybridization, washing protocols and 
signals scanning were performed at the 
Genomics Facility of the GIGA-Research 
Center, University of Liège with the GeneChip 
Operating Software. Only the transcripts that 
were declared present or marginal in at least one 
pool were taken into account  and the genes that 
revealed significant changes in their expression 
were selected by using MAS5. Moreover, a 
cutoff value of 2-fold change was applied to 
select the modulated genes in MMV. 

RT-PCR analysis 

5 ng of total RNA were reverse-transcribed and 
amplified using GeneAmp Thermostable rTth 
Reverse Transcriptase RNA PCR kit (Perkin-
Helmer, Boston)  and specific pairs of primers 
(Eurogentec) in an automated thermal cycler 
(GeneAmp PCR System 9600). The RT step was 
70°C for 15 minutes. Denaturation of RNA/DNA 
heteroduplexes for 2 minutes at 95°C was 
followed by PCR amplification for the adequate 
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number of cycles (16 to 35) and a final 
elongation step of 2 minutes at 72°C. The PCR 
conditions for amplification were 15s of 
denaturation at 94°C, 20s of hybridization at 
60°C or 66°C and 10s of polymerization at 72°C. 
The sequences of the primers, number of PCR 
cycles and size of the RT-PCR products are 
described in table 1S. The PCR products were 
analyzed by electrophoresis on 10% 
polyacrylamide. After staining with GelStar dye 
(FCM Bioproducts), the signals were quantified 
using Fluor-S MultImager and the software 
Quantity One 4.6 (Biorad).  The results were 
expressed in arbitrary units per unit of 28S 
rRNA. A synthetic RNA reverse-transcribed and 
amplified with the primers used for the cellular 
gene was added in each reaction tube to monitor 
the efficiency of the reactions 155, 156. 

Protein extraction 

To analyze metallothioneins expression, proteins 
were extracted from mitral valve samples 
pulverized under liquid nitrogen (Mikro-
Dismembrator S) or from VIC in ice-cold lysis 
buffer (25mmol/L HEPES pH 7.3, 150mmol/L 
NaCl, 0.5mmol/L EGTA, 4% glycerol, 5mmol/L 
DTT, 0.1mmol/L AEBSF, 4µg/ml aprotinin, 
0.5% Triton X-100). Supernatants were collected 
after centrifugation at 16000g for 5 minutes and 
treated with 1mmol/L bromobimane (Sigma) for 
10 minutes as described by Meloni157. For other 
proteins analyses, extraction was performed in 
Laemmli’s buffer. 

Western Blotting 

Protein lysates were denatured in Laemmli’s 
buffer and was separated by 10 to 17.5% 
polyacrylamide gel electrophoresis and 
transferred to a PVDF membrane (NEN Life 
Science Products). To detect metallothioneins a 
modified protocol adapted from Mizzen158 was 
used. The transfer buffer was supplemented with 
2mmol/L CaCl2 and membranes were fixed after 
transfer in 2.5% (v/v) glutaraldehyde for 45 
minutes and washed in PBS with 50mmol/L 
monoethanolamine. Membranes were blocked 
for 1 hour with 3% dry non-fat milk in TBS-
Tween and incubated with the diluted primary 
antibody for 4 hours at RT or overnight at 4°C.  
Membranes were then washed three times, 
incubated in the diluted secondary horseradish 
peroxydase-conjugated antibody, and revealed 
by chemoluminescence using the ECL kit 
(Amersham Biosciences) and X-ray film 
exposure. The membranes were reprobed with 

anti-GAPDH (1/5000) or anti-Erk1/2 (1/5000) 
antibodies to control protein loading. Mouse 
anti-metallothionein1/2 (1/200), mouse anti-
GAPDH (1/5000) and secondary horseradish 
peroxydase conjugated rabbit anti-mouse IgG 
and swine anti-rabbit IgG were from Dako. 
Rabbit anti-smad2 (1/500), rabbit anti-p-smad2 
(1/500) and secondary horseradish peroxydase 
conjugated swine anti-rabbit were from Cell 
Signaling. Mouse anti-α-SMA (1/5000) and 
rabbit anti-Erk1/2 (1/5000) were from Sigma. 

Immunohistochemistry 

The median 2mm strips of myxomatous and normal P2 
leaflets, cut from the free edge to the annulus, were 
fixed in 4% neutralized paraformaldehyde (Sigma) for 
2 hours, dipped in 70% (v/v) ethanol and embedded in 
paraffin. 

Metallothionein 1/2 

5µm sections were pretreated with 2.5% (v/v) trypsin 
(Gibco). Endogenous peroxidase activity was 
quenched with 3% (v/v) hydrogen peroxide (VWR). 
After blocking non-specific binding by incubation with 
10% (v/v) universal blocker (Sigma), tissue sections 
were incubated with primary mouse anti-
metallothionein 1/2 antibody (1/100, Dako). After 
incubation with the diluted secondary biotinylated-
conjugated antibody, the sections were incubated with 
streptavidin-conjugated peroxidase and detected using 
AEC substrate (Dako). All samples were 
counterstained with hematoxylin .The number of 
metallothionein-positive cells were counted by two 
blinded observers in five microscopic fields at x40 
magnification.  

TGF-β2 

For TGF-β2 staining, the tissue sections were 
pretreated by heating with Tris-EDTA Buffer pH 
8. The immunohistochemistry was performed as 
described above by incubating the antibody 
(1/100, Abcam) overnight at 4°C. The TGF-β2 
staining intensity in cells and in the extracellular 
matrix was scored by four blinded observers on a 
scale from 0 (no detectable labeling) to 4 (strong 
labeling). A mean value was established for each 
tissue section and expressed in arbitrary units 
(a.u). The standard deviation of the four scores 
for the same slide was lower than 0.6. 
 
 
 
 
Versican 
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For versican staining antibody, a pretreatment 
step with 0.2U/ml chondroïtinase ABC (Sigma) 
was performed at 37°C for 1h.  The 
immunohistochemistry was done as described 
above by incubating the antibody (1/1000, 
Developmental Studies Hybridoma Bank) 1h at 
37°C. Versican staining was quantified by image 
analysis using the software OlyVIA (Olympus) 
and Quantity One 4.6 (BioRad) and expressed in 
intensity/mm² 

siRNA transfection 

siRNAs chemically synthesized, desalted, 
deprotected and PAGE purified were from 
Eurogentec. The sequences of the siRNA 
targeting a common sequence in the isoforms of 
the MT1 and MT2 subgroups metallothioneins 
used were as follows: S, 5’-
GAGUGCAAAUGCACCUCCU-3’ and AS, 5’-
AGGAGGUGCAUUUGCACUC-3’. The 
irrevelant siRNA used as control was described 
previously159. Each pair of oligoribonucleotides 
was annealed at a concentration of 20 µmol/L in 
50 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 
Tris-HCl pH 7.5. siRNA transfection was carried 
out as previously described 160. Briefly, calcium 
phosphate-mediated transfection was performed 
overnight (14-16 hours) in DMEM (Lonza) 
supplemented with 10% FBS (Lonza) on 
subconfluent VICs, from 3 normal mitral valves, 
at a final concentration of 20 nmol/L siRNA. 
VICs were washed twice with PBS and once 
with EBM with 0.2% BSA (Sigma). This last 
step was defined as time 0 post-transfection. 
Cells were lysed for Western blot and RT-PCR 
analysis 72 hours post-transfection to evaluate 
the silencing efficiency. 

ELISA for TGF-β 

 Conditioned mediums from si-RNA 
transfected VIC were harvested after 72h of 
culture and supplemented with protease 
inhibitors (1/100, ThermoScientific). In some 
cases, they were treated by 0.167mol/L HCl to 
activate latent TGF-β and concentrations of 
TGF-β1 and TGF-β2 were determined using 
DuoSet ELISA kits (R&D systems) according to 
the manufacturers’ instructions. In parallel, VIC 
were washed three times with PBS and sonicated 

to quantify DNA by fluorimetry using Hoechts 
dye reagent according to the technique of 
Paigen161. There was no difference in the amount 
of DNA after 72 hours between siMT1/2 and 
siScr transfected VIC. The concentrations of 
TGF-β1 and TGF-β2 were expressed as pg/ml. 
 
Cadmium treatment of VIC 

VIC from 4 normal mitral valves and 4 MMV 
were seeded in 6-wells in duplicate. 
Subconfluent cultures were supplemented with 
increasing concentrations of CdCl2, known to 
induce metallothioneins transcription162, from 0 
to 5µmol/L for 12 and 24 hours. Cells were lysed 
for RT-PCR analysis of MT1/2 expression. 

TGF-β2 treatment of VIC 

VIC from 5 normal mitral valves were seeded in 
6-wells in triplicate. Subconfluent cultures were 
starved for 24 hours and supplemented with 
increasing concentrations (0 to 5 ng/ml) of 
human recombinant TGF-β2 (T2812, Sigma). 
Cells were lysed for Western blot or RT-PCR 
analysis after 1 or 48 hours of stimulation. 

Versican analyses 

VIC from normal mitral valves were seeded in 6-
wells in triplicate with growth medium. 
Subconfluent cultures were starved for 24 hours 
and supplemented with increasing concentration 
of human recombinant TGF-β2 (T2812, Sigma) 
from 0 to 5ng/ml for 48 hours. Conditioned 
mediums were collected, concentrated and 
digested with chondroitinase ABC (0.2 U/100 µg 
proteins) at 37°C for 3 hours as described by 
Kischel 163. 45 µg proteins were subjected to 
SDS-PAGE in 4-12% gels (Invitrogen) under 
non-reducing conditions. Membranes were 
blocked for 1 hour in 3% dry non-fat milk in 
TBS-Tween and incubated with primary mouse 
antibody against versican (1/300, Developmental 
Studies Hybridoma Bank) for 2 hours at RT.  
Membranes were then washed three times, 
incubated in the diluted secondary horseradish 
peroxydase-conjugated antibody, and revealed 
by chemoluminescence using the ECL kit 
(Amersham Biosciences) and X-ray film 
exposure. 
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Table 1S : Nucleotide sequence of the primers  and number of cycles for amplification 
  

 
Table2S : Selected results of microarray analysis of myxomatous mitral valve (MMV) and control mitral valve.  

 
 Gene Fold change 

(MMV vs control)  
COL1A1 Collagen type I, alpha 1 1.5 
HS2 Hyaluronan synthase 2 -2 
CD44 CD44 -1.4 
MMP14 Matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) -1.5 
   

 
Results 
 
Transcriptomic analysis. 

The individual abundance of the aggrecanases of 
the ADAMTS family  was evaluated in healthy 
human mitral valves by real-time PCR and 
expressed as the (∆Ct=Ctgene-Ct28S).  The 
ADAMTS-1 exhibited the highest expression 
level (∆Ct=5.3). ADAMTS-4 (∆Ct=8.8) and 
ADAMTS-5 (∆Ct=9.1) were expressed at the 
nearly same lower level whereas ADAMTS-9 
was weakly expressed (∆Ct=13.5). 
Besides the observed reduction of MT1/2 and 
ADAMTS genes in MMV, a modulation of some 
extracellular matrix genes (Table 2S) has to be 
pointed out. The expression of type I collagen 
(COL1A1) was significantly increased in MMV 
while the hyaluronan synthase 2 (HS2), a critical 
enzyme driving hyaluronan synthesis, was 
significantly decreased. A similar decrease was 
observed for CD44, a hyaluronan receptor, and 
for MMP14, an extracellular matrix degrading 
enzyme, involved in MMPs activation and 
shedding of CD44. These microarray results 

were validated by RT-PCR performed on the 
whole series of myxomatous (n=13) and normal 
(n=11) mitral valves (Fig.1S). 
 
 
 
Induction of metallothioneins expression by 
cadmium in valvular interstitial cells (VIC) 
from MMV and control valves. 

 VIC were exposed to CdCl2 (0 and 5 µmol/L) 
for 12 and 24 hours and the mRNA level of 
metallothioneins isoforms MT2A, MT1E and 
MT1X was measured by RT-PCR. The basal 
expression level of these isoforms was similar in 
control and MMV cells (not shown).  Exposure 
to CdCl2 resulted in a strong induction of the 
three investigated metallothionein isoforms at 5 
µmol/L, about 4 fold for MT2A and MT1E and 
15-20 fold for MT1X, similarly in control and 
MMV (Fig.2S).These results suggest that the 
metal-inducible transcriptional regulation of 
metallothioneins is not altered in MMV. 

 Primers Cycle number 
Primers     
RNA Forward (5'-3') Reverse (5'-3') In 

vivo 
In 

vitro 
28S GTTCACCACTAATAGGGAACGTGA GATTCTGACTTAGAGGCGTTCAGT 15 14 
MT2A TTCAGCTCGCCATGGATCCCA AC AACGGTCACGGT CAGGGTTGTAC 27 20 
MT1E AAATGCAGCAAATGGCTCAGTGTT

G 
AAA TGCAGCAAA TGGCTCAGTGTT G 28 23 

MT1X CGT GTT TTC CTC TTG ATC 
GGGAAC 

GTA GCA AACGGGTCAGGG TTGTAC 28 26 

ADAMTS1 CAGCCCAAGGTTGTAGATGGTA TTCACTTCGATGTTGGTGGCTC 25 22 
ADAMTS4 CTCTGGTGCTCTGGCCACCTCA GGA GAACTGGACACCACCCCCA 33 33 
ADAMTS5 TACCTGCTGACCCTGGCCTCCA GTGTCACATGAATGATGCCCACATA 33 31 
ADAMTS9 CCAAGTGCCCACAGGGTCGTTTT CCATCCATAATGGCTTCCTCTTCA A 33 32 
TGF-β1 GGAGAGGGCCCA GCATCTGCA A TGTACTGCGTGTCCAGGCTCCAA 29 26 
TGF-β2 CTCCTACAGACTTGAGTCACAAC CTCCATAAATACGGGCATGCTCC 27 24 
Coll 1A1 CCCACCAATCACCTGCGTACAGA TTCTTGGTCGGTGGGTGACTCTGA 23  
Lumican AGTATCTGCGTTTATCTCACAACG

AA 
CGGTGGAAGACTGGTTTCTGAGAT 24  

HS2 GCATCATGCAAAAATGGGGTGGA
A A 

ACAGGCCCTTTCTATATTAAAAGCCAT 28  

CD44 GTCCCATACCACTCATGGATCTGA 
A 

CTTCGACTGTTGACTGCAATGCAA A 25  

MMP14 GGATACCCAATGCCCATTGGCCA CCATTGGGCATCCAGAAGAGA GC 27  
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Figure 1S: Induction of metallothioneins 
expression by Cd2+. Healthy (control) and 
MMV VICs were cultivated in absence or 
presence of 5µmol/L CdCl2. MT2A, MT1E 
and MT1X expression was measured by 
RT–PCR after a 24 hour treatment and 
expressed as the fold induction relative to 
the condition in absence of CdCl2 (dotted 
line) taken as 1. Results are the mean ± S.D. 
of independent experiments using VIC from 
4 normal valves and 4 myxomatous valves.* 
p<0.05 and *** p<0.001 determined with  
paired t test of Student. 
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Figure 2S: Versican expression is increased in myxomatous mitral valves (MMV) A: 
Representative histological sections from healthy and MMV stained with anti-versican antibodies 
(bar=200µm). B: The intensity of versican staining was quantified from MMV (n=18) and 
control (n=13) mitral valves.  The median intensity (intensity/mm²) is indicated by the horizontal 
bar. **p<0.01 determined with Mann-Whitney test. 
 
 
 
 

 
Figure 3S: Extracellular matrix 
gene expression is modulated in 
myxomatous mitral valves 
(MMV ). RNA level measured by 
RT - PCR for the α 1 chain of type 
I collagen (COL1A1), hyaluronan 
synthase 2 (HS2), CD44 and 
MMP14. Results (normalized to 
28S rRNA) are reported as box 
plots where median is indicated by 
the horizontal bar in myxomatous 
(MMV, n=13) and normal mitral 
valves (Ctrl, n=11) taken as 1. * 
p<0.05 and *** p<0.001 
determined with Mann-Whitney 
test. 
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Résultats complémentaires  

 En continuation avec les données décrites dans la publication n°2, où nous 

avions démontré que la suppression de l'expression des MT1/2 stimulait la production de 

TGF-β2 et que, d'autre part, l'ajout dans le milieu de culture de TGF-β2 recombinant 

réprimait l'expression d'ADAMTS-1, il convenait dès lors de vérifier si 

l'hyperproduction de TGF-β2 endogène suite à la répression des taux de MT1/2 était 

capable de moduler la synthèse d'ADAMTS-1.  

 Cinq jours après transfection des VIC par le siMT1/2, la quantité de TGF-β2 

sécrété dans le milieu de culture est significativement accrue par rapport aux cellules 

contrôles et l'expression de l'ADAMTS-1 est effectivement réduite (Figure 23). 

 

Figure 23: Régulation de 
l'expression de TGF-β2 et de 
l'ADAMTS-1 suite à l'inhibition 
d'expression des MT1/2. Des VIC 
provenant de valves saines  ont été 
analysées 5 jours après transfection 
d'un siARN (20nM) ciblant la 
famille des MT-1 et MT-2 
(siMT1/2) ou d'un siARN non 
pertinent servant de contrôle 
(siScr). A:  Quantité de TGF-β2, 
mesurée par ELISA (pg/ml), 
libérée dans le milieu de VIC 
normales transfectées avec le 
siMT1/2 ou le siScr. Les résultats 
sont rapportés sous forme de la 
moyenne ± écart-type des cultures 
en triplicate. B: Expression relative 
d'ADAMTS-1 par rapport aux 
cellules contrôles (siScr). Les 
résultats sont rapportés sous forme 
de la moyenne du facteur 
d'induction ± écart-type des 
cultures en triplicate. *p<0.05 et ** 
p<0.01 déterminé par un t-test de 
Student. 
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 Le deuxième point que nous souhaitions éclaircir était de savoir si, au même 

titre que les chondrocytes, les VIC répondaient au TGF-β par une expression accrue de 

Sox9. Il s'agit d'un facteur de transcription crucial pour la chondrogenèse. Sa présence 

est rapportée dans les valves myxoïdes en accord avec le processus d'ossification 

endochondrale qui semble s'y dérouler 67. Une forte induction de l'expression de Sox9 

dans les VIC est effectivement observée en présence de TGF- β2 (Figure 24) et pourrait 

participer au processus de chondrogenèse observé dans les valves myxoïdes. 

 

 

 
Figure 24 : TGF-β2 induit l'expression de Sox9. Des VIC sont traitées par des doses 
croissantes de TGF-β2 ( 0 à 5 ng/ml).  Après 48h de stimulation, l'expression de Sox9 est 
exprimée par rapport à l'expression des cellules non traitées (0ng/ml). Les résultats représentent 
la moyenne du facteur d'induction ± écart-type pour des cellules provenant de 3 valves mitrales 
saines. *p<0.05 déterminé par un t-test de Student apparié. 
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Conclusions 

 Sur base d'une analyse transcriptomique initiale, dont les résultats ont été par la 

suite validés par des techniques complémentaires sur tous nos échnatillons, nous avons 

démontré, pour la première fois, une réduction de l'expression des métallothionéines et 

des aggrécanases de la famille des ADAMTS au sein des valves myxoïdes. L'absence 

quasi totale de métallothionéines dans les tissus myxoïdes, alors que ces enzymes anti-

radicalaires sont présentes dans les cellules de la spongiosa des valves normales, nous a 

conduit à évaluer les conséquences mécanistiques de la suppression de leur expression 

dans des cellules valvulaires normales. Nous avons ainsi démontré que la réduction des 

MT1/2 résultait en une activation de la voie TGF-β2, un facteur de croissance dont nous 

avons recherché la présence dans les valves myxoïdes et mis en évidence sa 

surexpression. Le TGF-β2 régule le phénotype des VIC, réprime l'expression de 

l'ADAMTS-1, stimule la production de versican et l'expression de Sox9, un facteur de 

transcription impliqué dans le développement cardiaque et la chondrogenèse mais 

également dans la dégénérescence myxoïde. Nos résultats suggèrent donc que la levée 

de la régulation négative qu'exercent les métallothionéines sur le TGF-β2 et sa 

surexpression joueraient un rôle actif dans la dérégulation du remodelage matriciel au 

cours de la dégénérescence myxoïde. Il serait responsable du dépôt excessif de 

protéoglycans riche en versican suite à l'action combinée d'une stimulation de leur 

expression et d'une réduction de leurs enzymes de dégradation, les ADAMTS. Ces 

résultats mettent en lumière de nouveaux acteurs et de nouvelles voies de régulation 

potentiellement impliqués dans la développement myxoïde et l'insuffisance mitrale 

(Figure 25). 
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Figure 25: Vue schématique des mécanismes et de leurs interactions, sur base de 
nos résultats, susceptibles d'induire ou de favoriser la dégénérescence myxoïde de 
la valve mitrale. 
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RESULTATS : PARTIE II 
 

Etude des mécanismes potentiels de modulation de l'expression 

des métallothionéines 1/2 in vitro 

 

Introduction  

 Comme nous venons de le démontrer dans la première partie de nos résultats, 

une expression réduite des métallothionéines des sous-familles 1 et 2 (MT1/2), plus 

particulièrement de la MT-2A, MT-1E et MT-1X, a été observée dans les valves 

myxoïdes. Ces protéines sont connues pour être impliquées dans la chélation et la 

détoxification des métaux lourds, la protection contre le stress oxydant et, comme nous 

l'avons rapporté, exerceraient une régulation négative sur le TGF-β2. Dès lors, l'absence 

ou la réduction de l'expression des MT1/2 pourrait être un facteur significatif dans la 

dégénérescence myxoïde.  

 Les métaux lourds, les glucocorticoïdes, certaines cytokines et le stress oxydatif 

comptent parmi les régulateurs connus de la transcription des MT1/2 164. Dans le cadre 

de ce mémoire, nous nous sommes attachés à comparer la réponse des VIC, provenant 

de segments normaux ou myxoïdes, à un stimulus par le cadmium ou le TGF-β2 afin de 

détecter d'éventuelles anomalies génétiquement déterminées de la régulation 

transcriptionnelle des MT1/2. Dans un deuxième volet, nous avons évalué une 

régulation potentielle de l'expression des MT1/2 par des forces de traction cycliques et, 

sur base des analyses transcriptomiques, par la voie PI3K/Akt. 
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Matériels et méthodes 

Culture des cellules valvulaires interstitielles (VICs). 

 Les VICs ont été mises en culture à partir d'explants de valves mitrales saines 

(n=6) et myxoïdes (n=6) tel que décrit précédemment 165.  Les cellules sont cultivées 

dans du milieu EBM avec 10% FBS (Lonza). Elles ont été utilisées entre les passages 3 

et 7. 

Extraction d'ARN et RT-PCR. 

 L'extraction d'ARN des cultures de VIC et l'analyse d'expression par RT-PCR 

ont été réalisées comme décrit précédemment 165. 

Extraction protéique et western blotting 

 Les extraits protéiques et les analyses par western blotting ont été réalisés  

comme décrit précédemment 165. Les membranes de transfert ont été incubées avec des 

anticorps reconnaissant Erk1/2 (1/5000,Sigma), MT1/2 (1/200, Dako), p-Akt (1/1000, 

Cell Signaling), Akt (1/1000, Cell Signaling), p-smad2 et smad2 (1/500, Cell Signaling). 

Traitement des VIC par le CdCl2 

 Des VIC provenant de 4 valves mitrales saines et 4 valves myxoïdes ont été 

ensemencées en plaque 6 puits puis cultivées dans de l'EBM-10%FBS jusqu'à 

subconfluence avant d'être traitées par du CdCl2 (0 et 5µM) pendant 12h ou 24h. L'ARN 

a ensuite été extrait et l'expression des MT-2A, MT-1E et MT-1X analysée par RT-PCR. 

Traitement des VIC par le TGF-β2 

 Des VIC provenant de 4 valves mitrales saines et 4 valves myxoïdes ont été 

cultivées en plaques 6 puits puis cultivées dans de l'EBM-10%FBS jusqu'à 

subconfluence. Après privation de sérum pendant 12h, le traitement par le TGF-β2 

(0,5ng/ml) (T2812, Sigma) a été réalisé pendant 1h ou 48h afin d'analyser 

respectivement la phosphorylation de smad2 ou l'expression d'ADAMTS-1 et des 

MT1/2. 
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Stimulation mécanique dans le Flexercell 

 Des VIC provenant de valves saines ont été ensemencées, à raison de 6 à 8.104 

cellules par puit, sur des membranes de silicone recouvertes d'un film de collagène de 

type I (BioFlex), qui sont ensuite placées sur un appareillage Flexercell FX 4000T 

(Figure 28A). Ce système crée une pression négative qui provoque l'étirement de la 

membrane sur un plot central fixe induisant ainsi une déformation biaxiale qui peut aller 

jusqu'à 30% de la surface initiale. Des VIC ensemencées sur des membranes identiques 

mais non stimulées mécaniquement sont utilisées comme contrôle. Dans le cadre de 

cette étude, des déformations biaxiales de 10% ou 15% d'élongation ont été appliquées 

de manière cyclique à une fréquence de 1.16Hz pendant 24h et 48h. Au terme de 

l'expérience, l'ARN a été extrait et l'expression de l'ADAMTS-1, des MT1/2, du TGF-

β2, de l'α-SMA et du CTGF a été analysée par RT-PCR. 

Traitement des VIC par un inhibiteur de la PI3K  

 Des VIC provenant de valves mitrales saines ont été cultivées en plaques 6 puits 

jusqu'à subconfluence avant d'être privées de sérum durant 12h puis traitées par un 

inhibiteur de la PI3K, le LY294002 (50µM) (9901S, Cell Signaling). Les protéines et 

l'ARN ont été extraits après 24h de traitement par l'inhibiteur pour analyser l'expression 

des MT1/2 et la phosphorylation d'Akt  

Analyse statistique 

 Le U test de Mann-Whitney a été utilisé pour évaluer la signification statistique . 

des données n'ayant pas une distribution gaussienne. Les valeurs présentant une 

distribution normale ont été analysées avec un t-test de Student. 

Résultats 

Réponse au cadmium des VIC de valves normales et myxoïdes 

 Une réduction d'expression des MT1/2 dans les cellules musculaires lisses issues 

d'anévrysmes d'aorte ascendante de patients présentant une valve aortique bicuspide 

avait été associée à une réponse affaiblie au stress oxydant par comparaison aux cellules 

d'aorte contrôles153. Les métallothionéines possèdent une affinité plus importante pour 

les métaux lourds que pour le Zn2+ auquel elles sont physiologiquement associées. La 



Résultats: Partie II 

88 
 

présence de Cd2+ provoque la libération du Zn2+  qui permet l'activation du facteur de 

transcription MTF-1 qui, à son tour, stimule l'expression des MT1/2. Le cadmium induit, 

par ailleurs, la production de radicaux libres et provoque donc, de manière indirecte, un 

stress oxydant. 

 L'analyse de l'expression basale des trois isoformes des MT1/2 dans les cultures 

de VIC saines ou pathologiques révèle une certaine hétérogénéité inter-individuelle, ce 

qui est attendu dans une population humaine. Contrairement à ce que nous avions 

observé dans les tissus, il n'existe pas de différence de niveau d'expression entre les 

cultures provenant de valves saines et pathologiques, suggérant la perte d'une régulation 

environnementale en culture (Figure 26A). La présence de Cd2+ stimule fortement 

l'expression des MT1/2 de façon similaire dans les cultures de VIC saines et 

pathologiques, suggérant que la machinerie de régulation transcriptionnelle de MTF1 

n'est pas altérée dans les cellules pathologiques (Figure 26B). 

 

Réponse des VIC de valves normales et myxoïdes au TGF-β2 

 Nos résultats suggèrent que les métallothionéines exerceraient une régulation 

négative sur TGF-β2. Réciproquement, il a été démontré que le TGF-β1 pouvait induire 

l'expression des métallothionéines dans les cellules endothéliales et les hépatocytes166, 

167. Une réponse inadéquate au TGF-β2 pourrait être également un facteur significatif 

dans le développement de la pathologie mitrale. L'effet du TGF-β2 a donc été évalué sur 

des VIC provenant de tissus valvulaires pathologiques (n=4) ou sains (n=4). Aucune 

phosphorylation de smad2 n'est observée dans les VIC non traitées, qu'elles proviennent 

de valves saines ou myxoïdes (Figure 27A). La stimulation par le TGF-β2 induit une 

réponse similaire dans les deux types de cellules en termes de phosphorylation de smad-

2 (Figure 27A) et de répression de l'ADAMTS-1 (Figure 27B). Le TGF-β2 induit une 

surexpression de MT-2A et, à un moindre niveau, de MT-1E, l'expression de MT-1X 

n'étant pas modifiée. Les facteurs d'induction sont toutefois équivalents pour les VIC 

saines et pathologiques.  

 Ces résultats indiquent que les VIC provenant de valves myxoïdes répondent au 

TGF-β2 de façon similaire aux cellules de valves saines. 
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Figure 26: Expression basale des MT1/2 et induction par le Cd2+ A:  Niveau d'expression 
basale de MT-2A, MT-1E et MT-1X, analysé par RT-PCR, dans des cultures de VIC provenant 
de valves mitrales saines (Ctrl, n=4) et myxoïdes (MMV, n=4). Les résultats sont présentés en 
nuage de points et la moyenne d'expression est représentée par la barre horizontale par rapport à 
la moyenne d'expression dans les cultures de VIC saines mise à 1.  p > 0.05 déterminé par le U 
test de Mann-Whitney.  B:  Les VIC saines (Ctrl) et pathologiques (MMV) ont été incubées dans 
du milieu contrôle (0µM, rectangle blanc) ou contenant 5µM de CdCl2 (rectangle noir). Après 
24h de traitement, le niveau d'expression des 3 isoformes est analysé par RT-PCR et représenté 
par la moyenne du facteur d'induction ± écart-type par rapport aux cellules non traitées (0µM 
CdCl2). *p<0.05 et ***p<0.001 déterminé par un t-test de Student apparié. Les facteurs 
d'induction entre les cultures de VIC saines et myxoïdes ne sont pas significativement différents 
(t-test de Student). 
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Figure 27: Réponse des VIC saines et myxoïdes au TGF-β2. Des VIC provenant de valves 
saines (Ctrl, n=4) et de valves myxoïdes (MMV, n=4) ont été cultivées en conditions contrôle (-) 
ou  traitées par TGF-β2 (+ , 0,5ng/ml). A: Après 1h de stimulation, la phosphorylation de smad2 
est similaire dans les VIC normales et pathologiques. B:  Après 48h de stimulation, l'expression 
d'ADAMTS-1 et des MT-2A, MT-1E et MT-1X est analysée par RT-PCR et représentée par la 
moyenne du facteur d'induction ± écart-type (rectangle noir) par rapport à l'expression au sein des 
cellules non traitées (0ng/ml).  *p<0.05 et **p<0.01 déterminé par un t-test de Student apparié. 
Les facteurs d'induction entre les cultures de VIC saines et myxoïdes ne sont pas 
significativement différents (t-test de Student). 
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Figure 28: Effet de forces de traction cycliques. A:  Les VIC provenant de valves saines ont été 
ensemencées dans des plaques de culture contenant 6 puits individuels dont le fond est constitué 
d'une membrane élastique en silicone recouverte d'un film de collagène de type I. Une fois les 
cellules parvenues au niveau de confluence requis, les plaques sont déposées dans l'appareillage 
de manière à ce que le fond des puits soit au contact de plots fixes. Après ajustement d'un 
couvercle hermétiquement fermé, la dépression cyclique appliquée dans la partie inférieure de 
l'appareillage, grâce à une pompe à vide, provoque l'aspiration de la membrane autour du plot 
fixe induisant une déformation biaxiale de la membrane. B: Une traction biaxiale de 15% a été 
appliquée pendant 48h avec une fréquence de 80 cycles/minute. L'expression d'α-SMA, de 
CTGF, de MT-2A, MT-1E , ADAMTS-1 et TGF-β2 a été analysée par RT-PCR et exprimée par 
rapport à celle des mêmes cellules maintenues en condition statique. Les résultats sont 
représentés par la moyenne du facteur d'induction ± écart-type.  *p<0.05 et **p<0.01 déterminée 
par un t-test de Student 
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Effet de forces de traction biaxiales cycliques sur l'expression des métallothionéines 

  Comme nous l'avons exposé dans l'introduction générale, l'implication directe 

des forces mécaniques dans l'homéostasie et la dégénérescence des valves mitrales n'a 

pas encore, à ce jour, été formellement démontrée. De nombreuses études le suggèrent 

toutefois fortement et montrent notamment leur influence sur le phénotype des VIC in 

vitro. Par ailleurs une modulation d'expression des métallothionéines par les contraintes 

mécaniques a été montrée dans d'autres types cellulaires 168, 169. Le modèle utilisé dans 

notre étude (Figure 28A) permet de soumettre des cellules ensemencées sur une 

membrane élastique à des élongations biaxiales cycliques dont l'amplitude et la 

fréquence sont contrôlées par ordinateur. Des déformations de 10% ont été réalisées sur 

des VIC pendant 24 ou 48h, à une fréquence de 1.16Hz, proche du rythme cardiaque. 

Aucune modification de l'expression des MT1/2 et de l'ADAMTS-1 n'a été observée 

(non montré). Pour des élongations de 15% appliquées à la même fréquence durant 48h, 

l'expression de l'α-SMA est stimulée alors que celle du CTGF est réduite, ce qui atteste 

de la réceptivité des VIC aux forces mécaniques. Aucune modulation de l'expression 

d'ADAMTS-1, de MT-2A , de MT-1E ou de TGF-β2 n'a toutefois été mesurée dans ces 

conditions (Figure 28B). 

 

Modulation des métallothionéines par la voie PI3K/Akt 

 Nous avions mis en évidence, au sein des valves myxoïdes des modifications de 

l'expression d'un réseau de gènes suggérant l'inactivation des facteurs de transcription 

FoxO (Figure 29A). Certains de ces gènes (GADD45a, GADD45b, CDK1, CDKN1A, 

CDKN1C et CCND2) codent pour des protéines impliquées notamment dans la 

régulation du cycle cellulaire. Les facteurs de transcription FoxO sont désactivés par la 

kinase Akt qui, en les phosphorylant, induit leur exportation nucléaire et inhibe leur 

activité transcriptionnelle (Figure 29B)170. L'hypothèse d'une activation de la voie 

PI3K/Akt, connue par ailleurs pour réguler les métallothionéines171, dans la pathologie 

mitrale pourrait être invoquée. Afin de tester cette hypothèse, un inhibiteur spécifique de 

la PI3K (LY294002) a été utilisé dans des cultures de VIC saines. L'efficacité de cet 

inhibiteur est démontré par la suppression de la phosphorylation d'Akt (Figure 29C) qui 

s'accompagne d'un accroissement très significatif de l'expression des MT1/2 (Figure  
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Figure 29: Influence de la voie PI3K/Akt sur l'expression des MT1/2.  A: L'analyse par 
microarray du transcriptome de valves myxoïdes et  de valves saines suggère que, au sein des 
tissus pathologiques, l'inhibition (en vert) et la stimulation (en rouge) de l'expression d'une série 
de gènes pourraient résulter de l'inactivation de facteurs de transcription FoxO. B: La 
phosphorylation des facteurs FoxO par Akt provoque leur sortie du noyau et inhibe ainsi leur 
activité transcriptionnelle. C: Des VIC normales ont été traitées ou non pendant 24h avec un 
inhibiteur de la PI3K (LY294002:50µM). La phosphorylation d'Akt et l'expression des MT1/2 
ont été analysées par western blotting. Les mesures de Erk1/2 et Akt totaux sont utilisées comme 
contrôles. D: Analyse de l'expression de trois isoformes des MT1/2 après 24h de traitement avec 
le LY294002 (50µM) exprimée par rapport à l'expression mesurée des cellules non traitées. Les 
résultats sont présentés comme la moyenne ± écart-type. ***p<0.001 déterminé par un t-test de 
Student.  
 
 
29C). Ce résultat a été confirmé, par RT-PCR, au  niveau de l'expression de chacune des 

trois isoformes, MT-2A, MT-1E et MT-1X (Figure 29C).  
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Conclusions 

 Une activation de la transcription des métallothionéines est observée, en accord 

avec la littérature, lorsque les VIC sont mises en présence de métaux lourds et soumises 

au stress oxydant qu'ils génèrent. Nous montrons ici que le TGF-β2, à l'instar du TGF-

β1, est également capable de stimuler leur expression. La similitude de réponse des VIC 

provenant de valves myxoïdes et de valves saines suggère que la machinerie de 

régulation transcriptionnelle des MT1/2 est fonctionnelle dans les VIC myxoïdes et que 

la réduction d'expression observée dans le tissu ne dépendrait pas de facteurs 

génétiquement déterminés. La différence du niveau d'expression des MT1/2 observée 

entre les tissus valvulaires myxoïdes et sains n'est plus en effet observée dans les 

cellules en culture suggérant qu'un système de régulation provenant de leur 

environnement tissulaire, chimique ou mécanique, serait à l'origine de leur répression. 

L'absence de modulation des MT1/2 par un stress mécanique cyclique alors que d'autres 

gènes comme l'α-SMA et CTGF sont effectivement régulés semble écarter l'aspect 

mécanique comme élément régulateur de leur expression. Ces travaux sont toutefois 

préliminaires et tant le type de stimulation mécanique utilisé dans notre modèle que sa 

durée s'écartent significativement des conditions rencontrées in vivo, ce qui ne permet 

aucune conclusion définitive. Une hypothèse initialement soulevée par l'analyse du 

microarray serait une activation de la voie PI3K/Akt dans les tissus pathologiques qui 

conduirait à une inactivation des facteurs de transcription FoxO et aurait pour 

conséquence la répression d'expression des MT1/2. Cette dernière proposition nécessite 

de nombreuses confirmations tant au niveau tissulaire que mécanistique afin de 

déterminer quels sont les différents acteurs impliqués, leurs interactions et leur intérêt 

potentiel en tant que cible thérapeutique. 
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DISCUSSION GENERALE 
 

 La dégénérescence myxoïde de la valve mitrale (MMV) est une cause majeure 

d'insuffisance mitrale chez l'Homme. Cette pathologie dégénérative est actuellement 

considérée comme impliquant des mécanismes cellulaires, moléculaires et mécaniques 

contrôlant l'expression de molécules effectrices clé. L'ensemble conduit à une 

dérégulation de l'homéostasie de la matrice extracellulaire, qui impliquerait au premier 

plan les cellules valvulaires interstitielles (VIC), et une perte progressive des 

compétences mécaniques de la valve. 

 

Sélection des patients 

 Les patients sélectionnés dans le cadre de cette étude présentaient une MMV 

uniquement au niveau du segment P2 avec rupture des cordages ( feuillet "flail"). Les 

autres lésions valvulaires, y compris les formes familiales, ont été exclues par souci 

d'accroître l'homogénéité du groupe de patients. Les segments P2 du feuillet postérieur 

de la valve mitrale ont été débarrassés des cordages ou résidus de cordage dont les 

cellules présentent un phénotype plus proche de celui des ténocytes. Ces cordages ont 

été, pour la plupart, conservés à -80°C et pourraient être étudiés ultérieurement. 

Certaines études ont en effet montré un remodelage matriciel 172 et une 

néovascularisation à l'origine de leur rupture 173. Bien que l'insuffisance mitrale puisse 

être diagnostiquée précocement, l'intervention chirurgicale ne se révèle nécessaire que 

lorsque la MMV devient symptomatique, ce qui peut prendre plusieurs années. Les 

tissus collectés correspondant dès lors à un état d'avancement tardif de la pathologie, il 

se révèle difficile de mettre en évidence les évènements déclencheurs. Par ailleurs, une 

conséquence de la régurgitation mitrale peut également se marquer, au cours du temps, 

par des altérations tissulaires comme cela a été observé dans un modèle ovin134. Une 

meilleure compréhension de la progression de la pathologie a cependant été rendue 

possible par l'étude de la MMV qui se déclare spontanément chez le chien vieillissant. 

Les MMV canine et humaine partagent de nombreuses caractéristiques, suggérant une 

étiologie commune. Dans ce contexte, il est intéressant de noter qu'une analyse récente 
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réalisée chez le chien a comparé l'expression protéique globale au sein de valves 

mitrales saines et de tissus myxoïdes à des stades de dégénérescence précoces (épaisseur 

modérée sans rupture de cordages) ou avancés (fortement épaissis et ayant perdu 

l'attachement aux muscles papillaires). Sur base de cette étude, il semblerait que les 

modifications d'expression observées dans les étapes précoces de la maladie persistent 

dans les stades tardifs 174. L'extension à l'Homme de cette persistance des altérations 

initiales est cependant difficilement vérifiable.  

 Le groupe de patients sains de notre étude était composé d'une plus grande 

proportion de femmes et était significativement plus jeune que l'ensemble des patients 

atteints de MMV. Cet échantillonnage nous a cependant semblé parfaitement adéquat. 

Aucun donneur ne souffrait de maladie cardiovasculaire diagnostiquée et les segments 

P2 utilisés comme contrôles ont été prélevés sur des cœurs récusés pour transplantation, 

après examen par un chirurgien cardiaque, en raison de la pratique d'une réanimation ou 

de la présence de contusions. Etant donné qu'aucun lien entre nos données, l'âge et le 

sexe n'a pu être mis en évidence, les légères différences démographiques entre le groupe 

contrôle et le groupe de patients MMV ne semblent donc pas porter à conséquence.  

 Les segments P2 ont été partagés en quatres bandes de tissu de 3-4mm de 

largeur jusqu'au bord libre du voile afin de tenir compte de l'hétérogénéité histologique 

valvulaire. Ces échantillons comparables ont servi à la mise en culture des cellules 

interstitielles (VIC) et à la réalisation des analyses histologiques, protéiques et 

transcriptomiques. 

 

Isolement et caractérisation des cellules valvulaires interstitielles  

 Les VIC ont été isolées à partir de segments P2 de valves myxoïdes et saines par 

la technique dite "d'explants". Elle consiste à déposer dans une boîte de culture de très 

petits fragments de tissu prétraités par de la collagénase bactérienne afin de favoriser la 

migration des cellules hors des explants. Celles-ci pourront ensuite proliférer pour 

donner naissance aux collections de cultures qui ont été utilisées dans nos diverses 

expérimentations. Une des caractéristiques morphologiques assez unique de ces cellules, 

qu'elles soient originaires de valves saines ou pathologiques, est la formation de très 
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longues protrusions filopodiales établissant des interactions cellule-cellule, 

particulièrement développées en culture tri-dimensionnelle (données personnelles non 

publiée et 175). Les VIC formant une population hétérogène, nous ne pouvons exclure 

que la technique de mise en culture n'induise une sélection d'une sous-population du 

tissu valvulaire provenant éventuellement plus spécifiquement d'une des trois couches 

du feuillet60. Afin de remédier à ces biais éventuels de sélection et de limiter l'impact des 

variabilités inter-individuelles, nos expériences in vitro ont été réalisées sur des VIC 

provenant de plusieurs patients et dans la mesure du possible d'âges différents. Les 

écart-types raisonnables dans les réponses de ces différentes souches cellulaires aux 

divers traitements in vitro semblent indiquer que les populations isolées se comportent 

de façon similaire. 

 L'expression des protéines du cytosquelette dans les cellules en culture a été 

comparée à celle des VIC dans le tissu valvulaire. En accord avec leur caractère 

mésenchymateux, toutes les cellules in vitro expriment la vimentine tandis que l'α-SMA 

n'est présente que dans une faible proportion des VIC isolées de valves saines (14±6 %). 

Cette proportion est largement inférieure à celle rapportée dans d'autres études portant 

également sur des VIC mitrales humaines 61, 176, 177 ou porcines 178, 179 où elle est de 

l'ordre de 60 à 70%. En accord avec la littérature, nous avons observé que, dans le tissu 

valvulaire sain, la majorité des VIC expriment également la vimentine. Seule une 

population réduite de cellules localisées au sein d'une fine couche tissulaire située juste 

en-dessous de l'endothélium dans l'atrialis, est positive pour l'α-SMA65, 175, 179. Les 

caractéristiques que nous observons en culture semblent donc assez proche du 

phénotype des VIC dans le tissu. Par contre, nous n'observons pas dans les VIC isolées 

des feuillets myxoïdes l'accroissement d'expression d'α-SMA décrit dans le tissu 

pathologique par Rabkin 33 et in vitro par certains auteurs180. Nous avons 

personnellement remarqué que l'expression d'α-SMA est très facilement modulée par les 

conditions de culture (confluence, qualité de sérum,...) ce qui pourrait être à l'origine de 

ces divergences.  
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Pathogénie de la MMV 

 La biologie des valves cardiaques est un domaine de recherche qui a fortement 

évolué grâce à la mise au point et à l'utilisation in vitro des cultures des VIC, à l'étude 

approfondie de la valvulogenèse et au développement de nombreux modèles animaux 

ciblant la compréhension des mécanismes physiologiques et pathologiques déterminant 

la fonction valvulaire. Les études visant à créer des substituts de valves humaines par 

des techniques d'ingénierie tissulaire ont également contribué de manière significative à 

élargir ces connaissances. L'ensemble de ces approches a permis d'appréhender 

l'influence de la matrice extracellulaire et le rôle des VIC dans la fonction valvulaire et 

l'évolution des mécanismes pathogéniques associés4. Même si la valve aortique et sa 

sténose sont indéniablement les sujets les plus étudiés, ces dernières années ont vu un 

intérêt grandissant pour la biologie de la valve mitrale et de sa pathologie la plus 

répandue, la dégénérescence myxoïde.  

 Les feuillets myxoïdes épaissis ont d'abord été largement caractérisés par des 

techniques histochimiques et immunochimiques. Comme nous l'avons détaillé dans 

l'introduction, les feuillets myxoïdes sont le siège d'un remodelage matriciel caractérisé, 

entre autres, par un dépôt excessif de plusieurs protéoglycans. La décorine, colocalisée 

avec les fibres de collagène et connue pour contrôler la fibrillogenèse, s'accumule dans 

la fibrosa tandis que le biglycan, appartenant à la même famille des SLRPs, se retrouve 

également en abondance dans les régions riches en fibres élastiques (atrialis). Ces deux 

SLRPs pourraient ainsi participer à la désorganisation des fibres élastiques et du réseau 

fibrillaire de collagène76. Le dépôt de versican est surtout localisé dans la spongiosa, 

riche en glycosaminoglycans88. Ce remodelage matriciel a été attribué à une activation 

des VIC en myofibroblastes 33. D'autres auteurs ont proposé l'implication d'un processus 

d'ossification endochondrale caractérisé par l'expression d'un phénotype cartilagineux 

dans les valves mitrales myxoïdes et d'un phénotype osseux dans les valves aortiques67. 

A ce jour, aucun mécanisme pathogénique sous-tendant ces altérations matricielles n'a 

toutefois été identifié.   
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 Dans le but d'améliorer les connaissances de la dégénérescence myxoïde 

humaine, notre premier objectif a été d'établir une vue d'ensemble du profil 

transcriptionnel global au sein des tissus pathologiques et normaux. Cette analyse 

comparative a fait ressortir des données originales suggérant l'implication potentielle de 

plusieurs familles de protéines. Nous avons choisi de nous intéresser plus 

particulièrement à la diminution d'expression des protéoglycanases en raison de 

l'accumulation anormale de protéoglycans dans le feuillet myxoïde et de l'intérêt de 

longue date que porte le LBTC à la famille des ADAMTS94, 181. La suppression quasi 

totale de l'expression de tous les membres de la famille des métallothionéines et la 

parution dans une publication de l'implication de ces molécules dans les remodelages de 

l'aorte chez les patients porteurs d'une valve bicuspide a également orienté notre 

choix153. D'autres modulations mériteraient cependant d'être étudiées sur un plus grand 

nombre de patients et évaluées dans le cadre du développement de la MMV. Ces 

résultats ont été intégrés avec les données transcriptomiques d'une publication récente180  

et ont fait l'objet d'une troisième publication, en voie de soumission (Publication n°3). 

 

 Les métallothionéines 

 Les métallothionéines sont des petites protéines riches en résidus cystéine. Elles 

se retrouvent impliquées dans de nombreux processus physiologiques parmi lesquels 

l'homéostasie des métaux, plus particulièrement du zinc, ainsi que la protection contre 

les métaux lourds et le stress oxydatif. Leur absence d'expression dans les feuillets 

myxoïdes combinée à la répression de la NADP(H) déshydrogénase quinone (NQO1), la 

superoxide dismutase 2 (SOD2), la glutarédoxine (GLRX) et la thiorédoxine suggèrent 

une faiblesse de la protection contre les radicaux libres dans la MMV. En concordance 

avec nos résultats, la concentration plasmatique du malondialdéhyde chez les patients 

atteints de MMV est plus élevée que chez les sujets sains indiquant un stress oxydatif 

accru182 qui serait d'ailleurs corrélé à la sévérité de l'insuffisance mitrale 183. En dehors 

de l'étude d'Arocha et al 182, ce mécanisme oxydatif et sa conséquence fonctionnelle 

restent cependant très peu évoqués dans la MMV humaine.   
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 Les analyses transcriptomiques par microarray montraient que 6 gènes des sous-

familles MT-1 et MT-2 (MT1/2) étaient largement sous-exprimés dans la MMV. Cette 

réduction a été confirmée, sur l'ensemble des patients, tant au niveau transcriptomique 

que protéique.  Nous avons dès lors entrepris une série d'expériences in vitro comparant 

les VIC saines et pathologiques et visant à déterminer les mécanismes de régulation 

impliqués et l'impact de la sous-expression des MT1/2 sur le phénotype des VIC. 

 Une réduction du taux basal des métallothionéines et une réponse inadéquate à 

un stress oxydant, produit par le cadmium, avaient été observées dans les cellules 

musculaires lisses de patients présentant une bicuspidie aortique, anomalies 

potentiellement impliquées dans le remodelage de la paroi aortique et sa dilatation 

anévrysmale153. La situation semble différente dans les MMV puisque l'induction 

d'expression des MT1/2 par le cadmium est d'une intensité similaire dans les cultures de 

VIC provenant de valves myxoïdes ou saines. Cette observation suggère que les cellules 

pathologiques ne présentent pas d'altération du facteur de transcription MTF1 ou de sa 

séquence spécifique de fixation dans le promoteur des MT1/2 (MRE)154. Il existe 

cependant des voies d'activation alternative184 et leur implication dans la réduction 

d'expression des MT1/2 dans le tissu myxoïde ne doit donc pas être exclue. Par ailleurs, 

nous avons noté une absence de corrélation entre des données obtenues in vitro et in 

vivo, avec notamment une expression basale des MT1/2 bien plus élevée en culture 

qu'au sein des valves pathologiques. Comme il est peu probable que nous ayons 

sélectionné lors de la mise en culture les quelques rares cellules qui expriment les 

MT1/2 au sein des feuillets myxoïdes, il apparait donc que la réexpression des MT1/2 en 

culture soit liée à la perte d'un signal de régulation négative spécifique au tissu 

valvulaire myxoïde. Diverses hypothèses concernant la nature de ces mécanismes ont 

été avancées.  

 Les contraintes mécaniques sont souvent considérées comme des facteurs 

pathogéniques directement impliqués dans la progression de la MMV.  Au cours d'essais 

préliminaires, des VIC ont été soumises à des tractions cycliques d'une fréquence de 

1.16Hz mimant le rythme cardiaque et donc la fréquence de sollicitation des tissus 

valvulaires in vivo. Bien que des modulations de l'expression de plusieurs gènes, dont 

l'α-SMA et le CTGF aient été mises en évidence, aucune régulation significative n'a pu 
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être démontrée pour les MT1/2. Ces résultats négatifs ne démontrent toutefois pas de 

manière définitive l'absence d'implication des forces mécaniques dans la régulation 

d'expression des MT1/2. D'autres conditions expérimentales devront être évaluées 

prenant mieux en compte les niveaux de contraintes et conditions rencontrées 

localement in vivo par les VIC et en nous inspirant de travaux récents, dont celui 

rapportant que des cellules endothéliales soumises à des forces de cisaillement 

surexpriment les MT1/2. 169, 185.  

 Une hypothèse alternative repose sur une régulation paracrine des VIC par les 

cellules endothéliales. Ces cellules sont largement impliquées dans le développement 

des valves cardiaques et leur contribution dans les pathologies valvulaires fait l'objet 

d'un nombre grandissant d'études 186. Une production excessive de NO résultant d'une 

activité accrue de la NO synthase a été corrélée à la dégénérescence myxoïde des valves 

mitrales porcines187, 188. Il a, par ailleurs, été montré, dans un modèle in vitro de co-

culture, que des cellules endothéliales cultivées en conditions statique ou soumises à des 

forces de cisaillement régulaient de manière différente le phénotype des VIC189. Au vu 

de ces derniers résultats, il est maintenant clair que certaines de nos expériences 

mériteraient d'être répétées dans diverses conditions de co-culture afin de dégager des 

synergies éventuelles entre les régulations opérées par les cellules entre-elles et les 

sollicitations mécaniques. 

 Nos résultats de transcriptomique ont également été analysés en détail grâce au 

logiciel "Ingenuity Pathway". Celui-ci permet notamment, sur base de l'activation et de 

la répression de groupes de gènes, de prédire quels sont les voies de signalisation et les 

facteurs de transcription les plus susceptibles d'être impliqués dans les régulations 

étudiées. Cette approche bioinformatique a permis d'identifier l'axe de régulation 

PI3K/Akt. La phosphorylation des facteurs de transcription FoxO par Akt favorise leur 

délocalisation du noyau ce qui résulte en une inhibition de la transcription de ses gènes 

cibles, dont les MT1/2 et des protéines régulatrices du cycle cellulaire170.  Les réductions 

d'expression de PTEN (-1.3x) et SM22α (-1.7x) dans les valves myxoïdes sont deux 

arguments supplémentaires en faveur d'une activation de la voie PI3K/Akt dans les 

tissus myxoïdes. PTEN est en effet un antagoniste de la PI3K et sa répression pourrait 

favoriser l'activation de Akt. De son coté, SM22α est une protéine du cytosquelette des 
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cellules musculaires lisses et sa surexpression induit l'expression des MT1 par inhibition 

de IGF-1Rbeta/Akt190. Nous avons confirmé que l'axe PI3K/Akt était en effet impliqué 

dans la régulation des MT1/2 puisque l'ajout d'un inhibiteur de cette voie dans des 

cultures de VIC stimule la synthèse des MT1/2. Ces résultats sont en accord avec ceux 

obtenus sur des cellules de carcinomes hépatiques où l'activation de la voie PI3K/Akt 

induit la répression transcriptionnelle des MT1/2 171.  Dans cette étude toutefois, 

l'inhibition ne semble pas dépendre du facteur de transcription FoxO mais bien de 

C/EBP171. Dans ce contexte, il faut souligner qu'une diminution de la transcription  de 

l'isoforme C/EBP delta a été observée dans nos échantillons de valves myxoïdes (-3.2x). 

Il est intéressant de noter que C/EBP peut, au même titre que PTEN, interagir avec le 

facteur de transcription MTF1 pour moduler son activité transcriptionnelle154. Par 

ailleurs, au-delà de la régulation de MT1/2, l'activation de la voie PI3K/Akt pourrait 

expliquer l'accroissement de densité cellulaire observée dans les valves myxoïdes 

murines par réduction de l'apoptose77. Nos tentatives de mesure du niveau de 

phosphorylation d'Akt dans les tissus valvulaires normaux et myxoïdes par western-blot 

n'ayant pas abouti, une approche immunohistochimique devra être tentée dans le futur. 

 

 Outre une association des MT1/2 à une dégradation de la paroi aortique chez les 

patients porteurs d'une bicuspidie153, l'absence d'expression de leur facteur de 

transcription MTF1 a été corrélée à une production accrue de TGF-β1 ainsi qu'à un 

dépôt de protéines matricielles par les cellules tumorales191. Dès lors, un rôle significatif 

des MT1/2 dans le remodelage matriciel de la MMV a été suspecté d'autant qu'elles sont 

principalement exprimées par les VIC dans la spongiosa où l'accumulation de versican 

est majoritaire. Afin de déterminer l'implication de ces protéines dans le phénotype des 

VIC nous avons eu recours à de petits ARN interférentiels (siRNA). Notre approche fut 

d'inhiber à la fois les MT-1 et MT-2 afin de créer une situation comparable à ce que 

nous observions dans les tissus myxoïdes. Dans ces conditions, aucune modification des 

niveaux de TGF-β1 et TGF-β3 n'a été détectée mais par contre la transcription et la 

sécrétion de TGF-β2 étaient toutes deux significativement accrues. Ces données 

rapportent pour la première fois une régulation du TGF-β2 par les MT1/2, qui pourrait 
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avoir un impact significatif dans le développement de la pathologie myxoïde. Les voies 

de signalisation intermédiaires restent cependant à déterminer.  

 

 Implication du TGF-β2 dans la MMV 

 Ces résultats in vitro ont été directement exploités pour explorer cette voie in 

vivo qui s'est révélée plausible puisque nous avons également mis en évidence une 

présence accrue de TGF-β2 dans les tissus myxoïdes et corrélé son expression avec 

l'épaisseur du feuillet. Par ailleurs, les effets du TGF-β2 in vitro tels que l'acquisition 

d'un phénotype myofibroblastique par les VIC, l'expression accrue de Sox9 et 

l'accumulation du versican suggèrent qu'il contribue effectivement à l'acquisition de ces 

trois signes distinctifs de la MMV humaine idiopathique. Enfin, un argument 

supplémentaire supportant le rôle actif du TGF-β2 dans la MMV est le développement 

d'une dégénérescence myxoïde valvulaire mitrale dans des pathologies génétiques 

humaines115, 128 associées à une stimulation de la voie de signalisation du TGF-β. Cette 

activation résulte de mutations d'éléments intrinsèques de la voie de signalisation, que 

sont les récepteurs et les smads, ou d'altérations de protéines de structure des 

microfibrilles régulant sa biodisponibilité. Le TGF-β est en effet séquestré sous sa forme 

latente par les LTBPs qui interagissent avec la fibrilline-1108 et indirectement avec 

d'autres molécules tels que le versican, l'ADAMTS10 et l'ADAMTSL2, l'ensemble 

régulant l'activité du TGF-β 97, 192, 193. L'accumulation de versican et la désorganisation 

structurelle de la matrice des valves myxoïdes sont des éléments qui devraient dès lors 

participer activement à la régulation du TGF-β.  

 Il est important de préciser, qu'en dehors du TGF-β1, une quantité accrue de 

TGF-β2 est également décrite dans les valves myxoïdes de souris déficientes pour la 

fibrilline-1 77 et dans les aortes de patients souffrant du syndrome de Marfan194. Chez ces 

patients, la paroi de l'aorte ascendante est d'ailleurs caractérisée par un dépôt matriciel 

de type myxoïde riche en protéoglycans et par une activation de smad2195. 
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 Le TGF-β2, contrairement au TGF-β1 et TGF-β3, ne se lie pas directement au 

récepteur de type II du TGF-β (TGFβRII) mais forme d'abord un complexe avec le 

récepteur de type III (TGFβRIII ou betaglycan)196. Le rôle unique de ce récepteur au 

cours du développement a été mis clairement en évidence dans des modèles 

expérimentaux197, 198 et par délétion de son gène chez la souris199. La spécificité de sa 

régulation pourrait également découler de la présence ou l'absence de certains co-

facteurs 111. C'est le TGF-β2 qui est majoritairement impliqué dans le développement 

des valves cardiaques200 en régulant la EMT 201 et le remodelage matriciel du bourrelet 

endocardique et en modulant l'expression de gènes matriciels, mais également en 

contrôlant la différenciation des cellules mésenchymateuses en lignées valvulaires21. 

Une densité accrue de cellules progénitrices CD34-positives observée dans les valves 

myxoïdes humaines202 semble confirmer cette hypothèse. Notre analyse par microarray 

met d'ailleurs en évidence un accroissement d'expression de CD34 dans la MMV 

(publication n°3). Le TGF-β2 pourrait faire progresser la MMV en réactivant une sous-

population de cellules progénitrices endothéliales présentes dans la valve adulte55, 58 ou 

en déclenchant la différenciation de cellules progénitrices mésenchymateuses.    

 L'implication de la voie de signalisation du TGF-β dans la MMV idiopathique 

pourrait, si elle se confirme, justifier l'utilisation de "losartan" qui a déjà fait ses preuves 

dans le cadre du traitement du syndrome de Marfan 119, 120, 203, en réprimant de manière 

indirecte la synthèse de TGF-β. 

 

 Les ADAMTS et le clivage des protéoglycans 

 Une des caractéristiques majeures de la MMV est une accumulation de 

protéoglycans. Celle-ci pourrait résulter d'une stimulation de la transcription accrue des 

gènes codant pour les coeurs protéiques (versican, décorine, biglycan) ainsi que le 

suggère l'analyse de Sainger et al180 . Dans notre groupe de patients, hormis un léger 

accroissement de la xylosyltransferase I, une enzyme qui initie la synthèse de la chaîne 

polysaccharidique sur la protéine,  aucune modulation significative de l'expression des 

protéoglycans n'a été mesurée. Dans ces conditions, l'accumulation de versican pourrait 

donc résulter d'une réduction de sa dégradation, une hypothèse qui cadre parfaitement 
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avec la réduction d'expression des enzymes à activité protéoglycanase dans les tissus 

myxoïdes. Les protéoglycanases, dont font partie les ADAMTS-1, -4, -5 et -9 96, clivent 

les isoformes du versican à un site bien spécifique 78 tandis que le biglycan et la 

décorine sont des substrats des ADAMTS-4 et -5 204-206. La réduction d'expression de ces 

enzymes que nous avons observée dans nos échantillons pathologiques apparait dès lors 

comme un facteur significatif dans la biologie de la MMV.  La stratégie la plus 

pertinente pour évaluer leur implication dans la MMV consistait à utiliser un modèle de 

délétion dirigée chez la souris. Etant donné que l'expression de l'ADAMTS-4 était la 

plus fortement réduite dans les tissus humains myxoïdes par rapport aux valves saines, 

notre premier choix s'est porté sur cette enzyme. Grâce à une collaboration avec l'équipe 

de M. Tortorella et A.M. Malfait, travaillant sur l'ostéoarthrite, nous avons obtenu des 

souris déficientes pour l'ADAMTS-4 âgées de 16 à 20 mois. Elles ont été soumises à des 

échocardiographies permettant de réaliser des mesures de la fonction cardiaque et 

d'observer une éventuelle insuffisance mitrale. Ces travaux, qui ne sont pas rapportés 

dans ce mémoire, ont été réalisés par S. Margagliotti et C. Beauloye, CARD, UCL. 

Aucune altération fonctionnelle du système cardiovasculaire et aucune modification 

histologique du feuillet mitral n'ont été décelées. Nous avons interprété cette absence 

d'altération par un processus compensatoire dû à l'activité de l'ADAMTS-5 qui est 

décrite comme la principale aggrécanase dans le cartilage murin 207 ou à une autre 

ADAMTS présentant une activité similaire. Quelques mois après cette tentative, deux 

études utilisant des modèles murins de déficience en ADAMTS-5 ou d'haploinsuffisance 

en ADAMTS-9, démontraient l'impact de l'absence de clivage du versican et de son 

accumulation dans le développement des valves cardiaques et l'apparition de MMV 9, 26. 

Dans la pathologie humaine, nous suggérons que la réduction par le TGF-β2 de l'activité 

des protéoglycanases principalement l'ADAMTS-1 qui est la plus exprimée, et 

l'ADAMTS-5, serait un des mécanismes participant à l'accumulation de versican dans 

les feuillets myxoïdes208. 
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 Plus que la seule altération de la structure tri-laminée typique des valves, qui est 

indispensable à leur bon fonctionnement, l'accumulation de versican non clivé joue 

probablement un rôle actif dans la MMV. En effet, le versican intact et ses fragments 

clivés sont distribués de façon asymétrique au cours du développement et de la 

maturation de la valve mitrale 25. Par ailleurs, le fragment clivé du versican est impliqué 

dans le contrôle de l'apoptose 209. Un manque de clivage pourrait donc contribuer à la 

densification cellulaire qui s'observe dans les feuillets myxoïdes. Le versican est 

également capable de fixer le hyaluronan et de nombreuses protéines matricielles telles 

que, la fibronectine, les fibulines et la fibrilline-1. Il est donc évident que des 

modulations de sa protéolyse devraient influer de nombreuses voies de signalisation. A 

titre d'exemple, le versican non clivé est capable d'activer la voie de signalisation TGF-β 

et d'induire la transition de fibroblastes en myofibroblastes 192.  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

  La dégénérescence myxoïde est l'affection principale de la valve mitrale et la 

cause majeure de son dysfonctionnement. En dépit de son impact clinique majeur, les 

causes initiales de cette pathologie fréquente et les mécanismes guidant sa progression 

demeurent peu connus. Notre travail, portant à la fois sur la caractérisation de 

prélèvements tissulaires de valves saines et myxoïdes et sur l'étude in vitro des cellules 

qui en sont issues, a contribué à identifier de nouveaux acteurs potentiellement 

impliqués dans la progression de la pathologie. Ce mémoire a ainsi permis de mettre en 

évidence une cascade de signalisation liant, dans les valves myxoïdes idiopathiques, les 

métallothionéines, le TGF-β2, certaines ADAMTS et l'accumulation de protéoglycans. 

 

 Une analyse transcriptomique globale avait d'abord permis de mettre en 

évidence deux familles de gènes dont l'expression est altérée dans les tissus myxoïdes: 

les ADAMTS possédant une activité protéoglycanase et les métallothionéines. Une 

activité protéoglycanase réduite semble à l'origine de l'accumulation de versican qui est 

une caractéristique des feuillets pathologiques, tandis qu'une expression insuffisante de 

métallothionéines stimulerait la synthèse de TGF-β2 dans la MMV. Les effets du TGF-

β2, tels que nous les avons mis en évidence in vitro dans des cultures de cellules 

valvulaires interstitielles et tels que rapportés dans un cadre plus large dans la littérature, 

supportent un rôle actif dans la MMV idiopathique. Il est d'ailleurs intéressant de 

considérer que, bien que la MMV soit sans conteste multifactorielle, une activation de la 

voie de TGF-β semble être un aboutissement commun et le désigne comme une cible 

thérapeutique prometteuse.  L' implication spécifique des différents acteurs participant 

aux cascades intracellulaires de signalisation régulées par les facteurs de la famille du 

TGF-β reste cependant à être identifiée dans le cadre de la MMV idiopathique. 

 

 La suite de notre travail a consisté à comprendre quels pouvaient être les 

mécanismes responsables d'une absence d'expression de MT1/2 dans les valves 

myxoïdes. Ces travaux préliminaires ont été réalisés à l'aide de cellules mises en culture 

à partir de valves saines et pathologiques. Ils semblent indiquer que ce défaut 
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d'expression résulterait d'un signal spécifique au sein du tissu valvulaire myxoïde et non 

d'une altération de réponse des cellules qui en sont issues puisque les deux types 

cellulaires se comportent de manière similaire in vitro. 

 

 Enfin, les causes primaires des altérations observées restent encore à être 

déterminées. Bien que la diversité des étiologies potentielles rende malaisée 

l'incrimination spécifique des facteurs déclenchants, il est clair que les sollicitations 

mécaniques jouent un rôle à la fois central et très précoce. Par ailleurs, l'influence de 

l'endothélium n'a pas été directement étudié dans le cadre de ce mémoire alors que ses 

interactions avec les cellules valvulaires interstitielles sont bien établies notamment dans 

le développement. Ce domaine mériterait dès lors d'être approfondi afin de déterminer si 

les cellules endothéliales participent activement dans la perception des sollicitations 

mécaniques, la régulation du phénotype des cellules interstitielles et le développement 

de la MMV.  
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