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RESUME

L’élastine confere la propriété d’élasticité aux
organes qui la contiennent (aorte, poumon, cartilage
élastique,...). Les différentes étapes de synthése de
Pélastine sont : la transcription du géne, I’épissage
différentiel des ARN prémessagers, la traduction des
ARNm, I’hydroxylation de quelques résidus proline,
I’association de la protéine néosynthétisée -la tropoé-
lastine- avec une protéine chaperonne de 67 kDa, la
sécrétion des molécules de tropoélastine dans I’espace
extracellulaire et leur déposition sur le réseau des
glycoprotéines de structure microfibrillaires -fibril-
lines 1 et 2, MAGP 1 et 2,...-. L’élastine devient inso-

luble et assure sa fonction d’élasticité apres la syn-
thése des acides aminés de pontage. Des mécanismes
de régulation interviennent a chacune de ces étapes.
Le mécanisme de régulation le plus récemment mis en
évidence concerne la stabilité des ARNm. La syntheése
de I’élastine est trés contrélée au cours du dévelop-
pement. De nombreux facteurs solubles (cytokines,
vitamines, hormones,...) et les contraintes hémody-
namiques la régulent. Pour assurer sa fonction, la
quantité et la qualité de I’élastine dans les tissus doi-
vent étre et rester optimales.

SUMMARY Regulation of elastin synthesis

Elastin is the main protein of elastic fibers and
confers the property of elastic recoil to the tissues
such as arteries, lung, elastic cartilage,... Elastin syn-
thesis goes through several steps : gene transcription,
alternative splicing of pre-mRNA, mRNA translation,
hydroxylation of some proline residues of the newly
synthetized protein -tropoelastin-, association of with
a 67 kDa chaperon protein, secretion of tropoelastin
molecules in the extracellular space, and their depo-
sition on the microfibrillar scaffold which contains
fibrillin 1, fibrillin 2, MAGP 1 and MAGP 2,.... After
the synthesis of cross-links -lysinonorleucine, desmo-

sine, isodesmosine-, elastin becomes insoluble and
elastic. The elastogenic pathway is regulated at many
levels. The most recently described regulatory mecha-
nism of elastin synthesis is the control of elastin
mRNA stability. Elastogenesis is well controlled
during development and aging but remains respon-
sive to external factors such as soluble compounds -
cytokines, vitamins, hormones,...- and hemodynamic
stress. In order to ensure its function, both quantity
and quality of elastin should be and should remain
optimal in elastic tissues.

Liste des abréviations utilisées :

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique
ARNmE : ARNm codant la tropoélastine
CML : Cellules Musculaires Lisses

bFGF : « basic Fibroblast Growth Factor »
GMPc : Guanosine MonoPhosphate cyclique

IGF-I : « Insulin Growth Factor-I »

IL-1p : Interleukine-1f3

MAGP : « Microfibrillar-Associated Glycoproteins »
TGF-o0. : « Transforming-Growth Factor-o. »

TGF-B : « Transforming-Growth Factor-f3 »

TNF-0. : « Tumor Necrosis Factor-o. »
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INTRODUCTION

L’¢élastine est I'un des composants des fibres élas-
tiques. Les autres composants sont les glycoprotéines de
structure microfibrillaires que sont les fibrillines 1 et 2 et
les « Microfibrillar-Associated GlycoProteins » (MAGP)
| et 2. Les fibres élastiques conférent la propriété d’élas-
ticité aux organes qui les contiennent : les arteres et les
veines, le parenchyme pulmonaire, les cartilages élas-
tiques... (Jacob, 1993, Jacob & Robert, 1989).

L’¢lastine est synthétisée par les cellules de ces tissus :
les cellules musculaires lisses artérielles (Sauvage et al.,
1998), les fibroblastes de la peau (Kdhiri ef al., 1992 a et
b, du parenchyme pulmonaire, du ligament large de la
nuque de beeuf (Wrenn et al., 1987), ou de I’adventice de
I’aorte (Davidson et al., 1985), les cellules endothéliales
d’artére pulmonaire (Mecham et al., 1983), les chondro-
cytes du cartilage élastique (Wrenn et al., 1987),...

Les différentes étapes de synthése de 1’élastine sont :
la transcription du gene, 1’épissage alternatif des ARN
prémessagers, la traduction de I’ARN messager
(ARNmE), la coupure du peptide signal N-terminal (26
acides aminés) (Davidson et al., 1982) de la protéine
synthétisée. La protéine alors synthétisée est la tropoé-
lastine. Quelques résidus de proline (= 10 %) sont
hydroxylés, la tropoélastine n’est pas glycosylée.

Ces cinq premiéres étapes intracellulaires se poursui-
vent par le transport des molécules de tropoélastine a
I’intérieur de 1’appareil de Golgi et leur sécrétion, la
déposition des molécules de tropoélastine sur le réseau
des glycoprotéines de structure microfibrillaires, puis la
synthese des acides aminés de pontage (Figure).

La synthése d’élastine par les cellules et tissus est
mise en évidence par I’incorporation d’un acide aminé
radioactif (Gly, Pro, Ala, Val ou Lys). Vingt minutes
apres I’incorporation de I’acide aminé radioactif, la tro-
poé¢lastine est sécrétée dans |’espace extracellulaire
(Rosenbloom & Cywinski, 1976).

Chacune de ces étapes qui conduisent a la formation
de I’élastine est susceptible a régulation. Les principaux
facteurs qui régulent la synthese de 1’élastine sont le
développement/vieillissement, les facteurs solubles
(cytokines, hormones, vitamines...), les contraintes
hémodynamiques. Tant qu’il n’y a pas eu synthése des
acides aminés de pontage, 1’élastine ne peut assurer sa
fonction principale, 1’élasticité. De plus, cette synthése
des acides aminés de pontage rend la protéine insoluble
et résistante a la dégradation par les protéases.

SYNTHESE DE L'ELASTINE

Structure du géne de I’élastine

I n’existe qu’une seule copie du gene de I’élastine par
génome haploide (Olliver ef al., 1987). Le géne humain
est localisé sur le chromosome 7 (7 ql1.1-21.1) (Fazio
et al., 1991) et le géne du Rat sur le chromosome 8
(Mathern et al., 1994). Les genes codant pour les tro-
poélastines humaine et bovine ont été isolés et séquen-
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FIG. 1. — Etapes de synthése de 1’¢lastine et régulations

cés (Indik et al., 1987; Yeh et al., 1989 ; Bashir et al.,
1989). A I’intérieur du géne de 1’élastine, les exons sont
relativement petits (27 a 186 pb) et sont séparés par de
larges introns; seul I’exon 36 qui contient une large
séquence non codante fait = 1 kpb. Les séquences
codantes ne représentent qu’un vingtiéme du géne. La
structure de la protéine est le reflet de 1’organisation des
exons sur le géne : les séquences hydrophobes et les
séquences Ala-Lys sont codées par des exons différents.
A de rares exceptions, ces deux types d’exons alternent.

Une forte homologie (= 80 %) (Indik et al., 1990;
Rosenbloom et al., 1993 ; Parks et al., 1993) existe
lorsque les séquences 3’ codant la courte séquence C-ter-
minale trés basique et les séquences 3’ non traduites de
la plupart des mammiféres (Homme, Beeuf, Mouton, Rat,
Poulet) sont analysées. Deux sites de polyadénylation
situés a 230 pb I'un de ’autre sont apparemment fonc-
tionnels. Les génes humain et bovin ont été séquencés sur
750 pb en aval du deuxieéme site de polyadénylation mais
aucun autre site n’a été trouvé (Rosenbloom et al., 1995).

Le séquengage de la région en amont du codon d’ini-
tiation des génes de 1’¢lastine humain et bovin a révélé
de fortes homologies de certaines séquences : 94 % de -
1 a-192 et 86 % de -193 a -588. Cela suggére que ces
séquences ont un role fonctionnel important (Yeh et al.,
1989 ; Bashir ef al., 1989). Le promoteur ne contient pas
de boite TATA. Deux boites CAAT ont été trouvées,
mais ne semblent pas fonctionnelles étant donné leurs
positions: -57 a -61 et -599 a -603. Cette région est en
général riche en G + C (66 %) avec une fréquence impor-
tante de dinucléotides CpG.

Le promoteur du gene de 1’élastine présente plusieurs
sites potentiels de fixation de facteurs de transcription. Il
y a quatre sites SP1 et quatre sites AP2, et des éléments
de réponse aux glucocorticoides, esters de phorbol et
AMPc; des éléments de réponse aux TNF-o, IGF-I et
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TGF-P ont également été mis en évidence. L absence de
boite TATA laisse supposer qu’il y a plusieurs sites
d’initiation de la transcription. Des expériences de diges-
tion par la nucléase S1 et d’extension de primers sur des
ARNmM extraits d’aorte feetale humaine ont permis I’iden-
tification de trois sites d’initiation centrés autour des
nucléotides -(7, 8), -(15, 16) et -(32, 33). Cinq autres
sites mineurs d’initiation ont été trouvés entre -45 et -195
(Bashir ef al., 1989). Il reste a déterminer si ces sites
d’initiation ont un role et a savoir si la position de I’ini-
tiation de la transcription influe le dépissage différentiel
que subissent les ARN prémessagers.

Les séquences au niveau des jonctions exon/intron ont
été analysées. Le codon formé lors de la jonction de
deux exons code le plus souvent pour une Gly. Dans le
but de mieux comprendre |’épissage différentiel des
ARN prémessagers de la tropoélastine, Pierce et colla-
borateurs (1992a) ont étudié les séquences introniques
flanquant les exons soumis a I’épissage différentiel. Ces
séquences sont différentes des séquences flanquant les
exons présents dans tous les ARNmE : les introns 14 et
33, par exemple, n’ont pas de séquences polypyrimidine
normalement présentes dans la séquence consensus du
site accepteur.

Il existe environ 300 000 copies de séquences ALU par
génome humain (Schmid & Jelinek, 1982). Ces
séquences répétées d’une longueur de 300 pb, de la
famille des rétrotransposons, sont dispersées dans tout le
génome aussi bien dans les introns que dans les exons.
Une séquence consensus a €té établie par Deininger et
collaborateurs en 1981 a partir de dix séquences ALU
différentes (Deininger et al., 1981). Etant donné leur
nombre et la taille du génome humain, il a été démontré
que le géne de I’élastine contient quatre fois plus de
séquences ALU que le reste du génome (Rosenbloom et
al., 1995). En plus de ces séquences ALU, de longues
répétitions de dinucléotides ont été trouvées. La fonction
de ces ¢léments répétitifs, s’ils en ont une, doit étre élu-
cidée. Chez ’Homme, des délétions qui résultent d’une
recombinaison entre ces séquences ALU homologues et
qui sont liées a des maladies ont été décrites pour
d’autres genes. Cela pose la question de la stabilité du
gene de I’élastine, des expériences ayant montré une
instabilité du génome liée a un enrichissement en
séquences ALU (Calabretta et al., 1982). En ce qui
concerne le geéne de I’¢lastine, la sténose aortique supra-
valvulaire et le syndrome de Williams sont étroitement
liés a la dislocation du geéne de 1’élastine (Milewicz et al.,
2000) mais celle-ci ne serait pas due a un mécanisme
impliquant les séquences ALU. Quelques sites polymor-
phiques ont été identifiés par PCR et action d’endonu-
cléases de restriction (Thromp et al., 1991).

Epissage différentiel des ARNmE.

Les ARNmE ont une longueur d’environ 3,5 kb. Lors
de la détermination des séquences des ADNc humain et
bovin, il est apparu que toutes les séquences d’une méme
espece ne sont pas identiques. Ceci est le résultat de
’épissage différentiel des ARN prémessagers.

Chez I'Homme, les exons susceptibles d’étre épissés sont
les exons 13, 22, 23, 24A, 26A, 32 et 33 ; chez le Beeuf, les
exons 13, 14, 27, 30, 32 et 33 ; et chez le Rat, les exons 12
a 15 et 33. Dans la plupart des cas, I'épissage est de type
« cassette-like » ¢’est-a-dire qu’il inclut ou exclut un exon.
Cependant, au niveau des exons 24 et 26 de I’ARN humain,
I’épissage se fait au sein de I'exon qui se trouve ainsi
scindé. Les domaines hydrophobes et les séquences Ala-
Lys sont concernés par |’épissage différentiel de telle sorte
que deux régions de pontage peuvent se trouver juxtaposées
apres épissage, ou a I'opposé, I'intervalle entre deux régions
de pontage peut se trouver accru. Il n’est pour I'instant pas
possible de prédire le role des variations de I'épissage dif-
férentiel sinon qu’il est sans doute a I’origine d’un réseau
de fibres élastiques plus ou moins compact.

Pour connaitre la fréquence d’épissage des exons en
fonction du stade de développement, des essais de pro-
tection contre la digestion par la nucléase S1 ont été réa-
lisés avec des ARNm isolés du ligament large de la nuque
de beeuf a différents ages (feetus, nouveau-né et adulte
(Parks & Deak, 1990). Ces expériences montrent que les
exons 13, 14, 27, 30 et 33 sont épissés a tout dage (Yceh er
al., 1989) et que I'exon 33 est épissé a la méme fré-
quence quel que soit I’age de I'animal (40-45 %). En
revanche, les exons 13, 14 et 27 sont épissés plus fré-
quemment a 270 jours de gestation (4,0-7,9 %, 2,5-8.8 %,
7,8-12,6 % respectivement) qu’a 14 jours (0,2-3 %, 0,3-
1,9 %, 1,3-1,6 % respectivement). Ces différences d’¢épis-
sage au cours du développement suggérent que les iso-
formes produites apres la naissance sont de plus grands
poids moléculaires que celles produites in utero pendant
le développement embryonnaire (Parks et al., 1988). Le
nombre d’exons épissés a I’age adulte est plus grand.

Des expériences ont également été réalisées chez le rat
agé de 10 jours et 6 semaines avec des ARNm extraits a
partir de 1’aorte, de la peau et des poumons (Heim er al.,
1991). Les exons 12 a 15 et I’exon 33 peuvent étre épis-
sés. Les exons 12 a 15 sont épissés avec la méme fr¢é-
quence dans les trois tissus (moins de 1 %), quel que soit
I’age des rats. En revanche, I'utilisation du site d’¢pis-
sage de I’exon 33 est tissu-spécifique et dépendante de
I’age. A 10 jours, les ARNmE extraits de 'aorte et des
poumons sont épissés a ce site 10 fois plus fréquemment
que ceux extraits de la peau (= 9-12 % vs = 2 %). Entre
I’age de 10 jours et de 6 semaines, la fréquence d’¢pis-
sage de I’exon 33 est diminuée de 20 fois au niveau de
la peau (2,1£1,4 % vs 0,2+0,1 %), 10 fois au niveau des
poumons (9,3+0,4 % vs 0,9+0,7 %), et 2 fois pour les
ARNm extraits de 1'aorte (11,8+1,6 % vs 4.8+0,4 %).

Les ARN prémessagers de I’¢lastine de Poulet sont
également soumis a I’épissage différentiel (Baule & Fos-
ter, 1988).

Ces expériences suggerent que I’épissage des exons
est différent selon les tissus et le stade de développement.
Cela explique la présence des isoformes de la tropoélas-
tine trouvées dans différentes especes (Rich & Foster,
1984 ; Wrenn et al., 1987). L’ importance de ce phéno-
mene dans certaines pathologies doit étre ¢tudiée. Le cas
de I’exon humain 26A est particulierement intrigant :
cet exon correspond a une séquence en acides aminés
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trés hydrophile. Cette séquence est rarement exprimée en
conditions normales. Lorsqu’elle est incluse, cette
séquence doit sans doute modifier les propriétés de la
protéine correspondante (Rosenbloom et al., 1995).

Sécrétion des molécules de tropoélastine

La tropoélastine ne subit que peu de modifications
post-traductionnelles intracellulaires. L’une d’entre elles
est I’hydroxylation de quelques résidus proline, en posi-
tion 4, par la prolyl hydroxylase avec le fer et I’ascorbate
comme co-facteurs (Barone et al., 1985). La teneur en
hydroxyproline de I’élastine (1 a 2 %) (Sykes & Par-
tridge, 1974) est néanmoins trés inférieure a celle des
collagénes, ou elle atteint 13 %. La conséquence fonc-
tionnelle de I’hydroxylation des résidus proline de I’¢élas-
tine est incertaine. A la différence de ce qui se passe pour
les collagenes, I’hydroxylation des résidus proline ne
semble pas indispensable a la fibrillogenése de 1’élastine
(Kao et al., 1982 ; Rosenbloom & Cywinski, 1976 ; Uitto
et al., 1976). 11 a été émis I’hypothese que la tropoélas-
tine serait « accidentellement » hydroxylée par la prolyl
hydroxylase lors de la synthése concomitante d’élastine
et du collagéne par la cellule (Rosenbloom, 1982). Mais
une hydroxylation trop importante compromet la forma-
tion des fibres d’élastine matures (Urry et al., 1979).

Les molécules de tropoélastine néosynthétisées sui-
vent un routage d’exocytose typique des protéines sécré-
tées via I’appareil de Golgi et les vésicules de sécrétion
vers la surface de la membrane (Thyberg ef al., 1979;
Saunders & Grant M. E, 1984 ; Damiano et al., 1984 ;
Daga-Gordini et al., 1987). La voie passant par le Golgi
est souvent empruntée par les molécules glycosylées;
or, la molécule de tropoélastine n’est pas glycosylée.
Pourquoi ces molécules extrémement hydrophobes ne
forment-elles pas spontanément des agrégats avant
d’avoir atteint la surface membranaire ? Le milieu modi-
fie-t-il temporairement les propriétés hydrophobes de la
molécule pendant son transit ? Il a été supposé 1’existence
d’un milieu acide dans le compartiment trans de 1’appa-
reil de Golgi (Anderson & Pathak, 1985) et cela pourrait
favoriser la solubilité de la protéine. L’autre possibilité
est que chaque molécule de tropoélastine est prise en
charge par une protéine chaperonne (Grosso & Mecham,
1988 ; Hinek, 1994). Cette protéine chaperonne est le
récepteur de 1’élastine-laminine (Mecham et al., 1989).
Ce récepteur se comporterait comme transporteur et pro-
téine d’assemblage de la matrice. Cette protéine de 67
kDa a également été identifiée comme étant le récepteur
des peptides d’¢élastine a la surface des cellules (Mecham,
1991 ; Robert et al., 1989). Elle est un variant de la -
galactosidase (S-gal) résultant de I’épissage différentiel
des ARN prémessagers (Privitera et al., 1998). Avant
méme que soit caractérisé le récepteur de 1’élastine, il
avait été observé que la présence de B-galactose ou
d’agarose dans le milieu de culture de CML ou de chon-
droblastes perturbe la formation des fibres élastiques
(Hinek et al., 1984). De plus, dans les coussins intimaux
qui se développent lors de I'occlusion du ductus arte-
riosus et dans les plaques athéroscléreuses, la désorga-

nisation des fibres élastiques et la diminution des quan-
tités d’élastine insoluble coincident avec une augmenta-
tion des concentrations en glycosaminoglycannes a chon-
droitine sulfate ou a dermatane sulfate et une déficience
en récepteurs de 1’élastine (Hinek et al., 1991 et 1992).
Un site de fixation des lectines au niveau du récepteur
explique son affinité pour les sucres a galactose.
Lorsqu’un sucre a galactose se fixe sur le récepteur, le
changement conformationnel qui en résulte diminue
I’affinité du récepteur pour la tropoélastine d’une part et
pour les protéines transmembranaires du récepteur
d’autre part. Le role du récepteur dans la formation des
fibres élastiques a été confirmé par le fait que les CML
isolées a partir de ductus arteriosus, déficientes en récep-
teur, ne déposent pas I’élastine dans les mémes propor-
tions que les CML d’aorte mais sécrétent abondamment
un produit de dégradation de la tropoélastine -tropoélas-
tine dont la région C-terminale a été clivée- qui ne
s’assemble pas en fibres élastiques (Hinek & Rabino-
vitch, 1993). L’utilisation de chloroquine ou de bafilo-
mycine Al, qui bloque I’acidification des endosomes,
bloque le recyclage du récepteur dans les CML aortiques
en culture ; ceci entraine la rétention de la tropoélastine
dans les cellules et donc inhibe la formation des fibres
élastiques. La tropoélastine nouvellement synthétisée
serait donc transportée dans I’espace extracellulaire par
le récepteur. Au contact des glycosaminoglycannes, le
récepteur relargue la tropoélastine. En bloquant la sécré-
tion des protéines entre les compartiments cis et trans de
I’appareil Golgi par la monensine, Frish et collabora-
teurs (Frish ef al., 1985) ont mis en évidence une dimi-
nution du taux d’ARNmE; ce qui suggere |’existence
d’un mécanisme de régulation de la synthese de tropoé-
lastine par le taux de sécrétion des molécules de tropoé-
lastine néosynthétisées. Ikeda et collaborateurs (1997)
ajoutent que la régulation par la monensine interviendrait
non seulement au niveau transcriptionnel mais égale-
ment post-traductionnelle. En effet, ils démontrent que la
dégradation intracellulaire de la tropoélastine est aug-
mentée en présence de monensine.

Formation des fibres élastiques et synthese
des acides aminés de pontage

Lorsque les molécules de tropoélastine se dissocient de
leurs protéines chaperones, elles s’associent entre elles et
s’associent aux microfibrilles. La quantité de tropoélas-
tine est trés faible dans les tissus car, des sa sécrétion
dans I’espace extracellulaire et déposition sur le réseau
microfibrillaire, débute la formation des acides aminés de
pontage. La premiére étape fait intervenir une enzyme,
la lysyl oxydase. Cette enzyme, dépendante du cuivre,
catalyse la déamination oxydative de quelques résidus
lysine de la tropoélastine en présence d’oxygene (Reiser
et al., 1992 ; Jacob, 1993). L’ allysine formée, ou acide -
aminoadipique &-semi aldehyde, s’associe « spontané-
ment » avec un, deux ou trois autres résidus
allysine/lysine pour former les acides aminés de pontage
de I’¢élastine : la lysinonorleucine, la mérodesmosine, la
desmosine ou son isomere, I’isodesmosine, respective-
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ment produits de condensation de deux, trois ou quatre
résidus allysine/lysine.

La formation de ces acides aminés de pontage confére
a I’élastine ses propriétés d’élasticité, d’insolubilité et
de résistance a de trés nombreuses enzymes.

REGULATION DE LA SYNTHESE
DE L'ELASTINE

Régulation au cours du développement

La tropoélastine est synthétisée au cours de la
deuxiéme moitié de la gestation et de la phase de crois-
sance de I’individu (Davidson er al., 1984 ; Sephel &
Davidson, 1986). Le métabolisme de 1’élastine chez
I’adulte est trés lent (Lefévre & Rucker, 1993 ; Davis,
1993). Des expériences pertinentes ont déterminé que la
durée de vie de I’élastine dans le parenchyme pulmonaire
humain normal est égale a la durée de vie de ’'Homme
(=70 ans) (Shapiro et al., 1991). Ce résultat confirme
ceux antérieurement obtenus au cours des études de bio-
synthese de 1’élastine (Moczar et al., 1976). Cette dimi-
nution de la synthése de I’élastine chez I’individu adulte
est liée a une diminution de la stabilit¢ des ARNmE
(voir § 11.4). Dans de multiples situations pathologiques,
le métabolisme de I’¢élastine est modifié (Kramsh e al.,
1971 ; Goldstein & Starcher, 1978), d’ou I’intérét d’étu-
dier sa régulation.

Analyse fonctionnelle du promoteur du géne
de I’élastine

Des expériences de transfection transitoire, dans des
CML de rat, de constructions promoteur-geéne rappor-
teur ont démontré 1’existence de multiples séquences qui
augmentent ou diminuent I’activité du promoteur (loca-
lisées sur 2,2 kpb en amont du codon d’initiation)
(Kahari ef al; 1990 ; Wolfe et al., 1993). Les séquences
importantes pour le maintien d’un taux d’expression
basal sont contenues dans la région -148 a -1 car leur
suppression abolit toute activité du promoteur. Les sites
SPI et AP2 sont souvent décrits comme étant des sites
activateurs de la transcription. Ceci est encore vérifié au
niveau du promoteur du gene de I’élastine car la délétion
de la séquence -134 a -87 contenant potentiellement trois
sites SP1 réduit I’activité promotrice a 10-20 % de ’acti-
vité promotrice prise en référence — séquence -475 a -1-.
Ces résultats établis avec des CML ont été confirmées
avec des cellules NIH/3T3, avec des fibroblastes de peau
humaine, avec des cellules de fibrosarcome humain HT-
1080 et les cellules HeLa. Le géne de I’élastine est fai-
blement exprimé dans les fibroblastes de peau et les cel-
lules HT-1080, et ne 1’est pas du tout dans les cellules
HeLa et NIH/3T3. Des expériences de retardement sur
gel avec le segment —195+2 du promoteur du gene de
I’¢élastine ont montré que les extraits nucléaires des cel-
lules exprimant I’élastine donnent un déplacement diffé-
rent de celui obtenu avec des cellules n’exprimant pas
I’¢élastine (HeLa). Cela suggere que des protéines diffé-

rentes se fixent sur le promoteur suivant le type cellulaire
(Rosenbloom er al., 1995).

Lorsque les tissus de souris transgéniques exprimant
5.2 kpb du promoteur du gene de I'élastine humaine sont
analysés, I’expression du transgene correspond a celle du
gene endogene : le taux d’expression est important dans
les poumons et 'aorte, et plus faible dans les reins, le
cerveau, la peau et le coeur. Au cours du développement,
la distribution de I’expression du transgéne suit celle des
animaux témoins (Hsu-Wong er al., 1994). Cependant, il
existe quelques incohérences entre I'expression du trans-
gene et celle du gene endogéne, tous les ¢léments de
régulation cis ne sont donc pas contenus dans cette
région du promoteur. Il a été observé dans de nombreux
genes et, en particulier, dans trois génes de collagéne que
le premier intron contient des séquences qui augmentent
I’activité promotrice. La comparaison des séquences des
introns | humain et bovin a montré 77 % d’homologie
mais I’activité stimulatrice de cette séquence sur le pro-
moteur n’a pas encore ¢té démontrée (Rosenbloom et
al., 1995).

Polymorphisme du geéne de I’élastine
et synthése d’élastine

Le geéne de I’¢élastine contient des sites de restriction
et des microsatellites polymorphiques (Raybould er al.,
1995). Ce polymorphisme du geéne de I'élastine a ¢été
décrit chez I'Homme et le Rat (Mathern er al., 1994). Les
deux souches de Rat BN et LOU se différenciant par le
contenu en ¢lastine de leur aorte, deux questions ont été
posées :

— Ces quantités d’élastine différentes sont-clles déter-
minées par des syntheses différentes ?

— Le polymorphisme du gene de I’¢lastine détermine-
t-il le taux de synthése et la quantité d’¢élastine dans la
paroi artérielle ?

Pour répondre a ces deux questions, un croisement
entre les rats BN et LOU a été réalisé, la quantité
d’ARNmE a été mesurée dans les aortes des rats FO, Fl
et F2 agés de 6 semaines, et la quantité d’¢lastine déter-
minée chez les Rats FO, FI et F2 agés de 18 semaines.
L’étude de liaison entre le polymorphisme du géne de
I’¢lastine et la quantité d’¢lastine dans I'aorte des rats FF2
a été réalisée.

Les résultats ont montré que :

— la plus faible quantité d’¢élastine dans I"aorte des rats
BN est liée a une synthése de 1’¢élastine plus faible chez
les animaux en croissance,

— le polymorphisme du géne de I'élastine ne détermine
que 4 % de la variance totale dans la population des rats
F2, bien que la quantité d’¢lastine dans I'aorte des rats
F2 adultes soit déterminée a 72 % par des facteurs génc-
tiques. Le polymorphisme d’un ou plusieurs autres génes
détermine donc ces quantités d’élastine différentes dans
I’aorte des rats BN et LOU (Sauvage et al., 1999). Des
investigations sont actuellement entreprises pour mettre
en évidence ce ou ces autres genes.
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Stabilité des ARNmE

L’effet stimulateur ou inhibiteur de plusieurs facteurs
solubles sur la synthése de I’élastine passant par des
mécanismes post-transcriptionnels et, en particulier, par
une augmentation (TGF-f3) ou une diminution (ester de
phorbol, 1,25-dihydroxyvitamine D3) de la stabilité des
ARNME, la question s’est posée de savoir si, plus géné-
ralement, le controle de la synthése de 1’élastine était lié
a la stabilit¢é des ARNmE.

En quantifiant dans les mémes tissus, le taux de trans-
cription du gene de I’élastine par le dosage des ARN pre-
messagers d’une part, et la quantité d’ARNmE d’autre
part, il a ét¢ démontré que I'induction et I’augmentation
de la synthése de I’¢lastine au cours du développement
feetal sont liées a une augmentation de la transcription du
géne de I’¢lastine. Par contre, la diminution de la synthese
de I’élastine dans les tissus adultes est liée a une diminu-
tion de la stabilité des ARNmE, alors que la transcription
se maintient a un niveau élevé (Swee et al., 1995).

Deux séquences contrdlant la stabilit¢ des ARNmE
ont ¢té identifiées a ce jour : une séquence de 10 nucléo-
tides dans I’exon 30 qui, lorsqu’elle est fixée a une pro-
téine cytosolique de 50 kDa, diminue la stabilité des
ARNME (Zhang et al., 1999a), et une séquence riche en
GA, désignée G3A et localisée dans la séquence 3’ non
traduite de ’ARNmE, qui augmente la stabilité des
ARNmE lorsqu’elle fixe des protéines cytosoliques ou
nucléaires (Hew et al., 2000).

Régulation de la synthése de I’élastine
par des facteurs solubles

Beaucoup d’études sur la régulation de la biosynthése
de I’¢lastine ont été réalisées au niveau protéique (dosage
ELISA de la tropoélastine dans les milieux de culture ou
incorporation d’un acide aminé radioactif dans 1’élastine
insoluble ex vivo). Les études sur la régulation de la bio-
synthese au niveau de la transcription du gene de I’élas-
tine sont récentes et le plus souvent incomplétes. En
effet, souvent la transcription est étudiée par mesure du
taux d’ARNmE. Or cette mesure est le résultat de la syn-
these et de la dégradation de ces ARN. La quantité
d’ARNm mesurée est-elle alors le reflet d’une variation
au niveau de la synthése ou de la dégradation? Y a-t-il
modification au niveau de la production d’ARNm ou de
la stabilit¢ des ARNm? Quoi qu’il en soit, toutes les
¢tudes s’accordent pour dire que la production de tro-
poélastine est proportionnelle a I’abondance des ARNmE
(Burnett ef al., 1980, Davidson et al., 1984).

De nombreuses cytokines, hormones, vitamines, fac-
teurs de croissance et autres facteurs solubles régulent la
synthése de 1’élastine. Ainsi, I’injection de dexamétha-
sone a des embryons de poulet augmente 1’accumulation
d’¢lastine dans leur aorte (Eichner & Rosenbloom,
1979). Le méme traitement de trois jours par la dexa-
méthasone (1 mg/kg/jour) de rattes gestantes augmente
d’un facteur 3 le taux d’ARNmE au niveau des pou-
mons de I’embryon dgé de 19 jours. Cette augmentation
est lice a une augmentation du nombre de cellules qui

synthétisent la tropoélastine et une augmentation de la
synthése par cellule (Pierce et al., 1995). Ces glucocor-
ticoides stimulent la synthese de 1’¢lastine par les cellules
déja productrices d’élastine mais n’induisent pas la syn-
thése dans les cellules non productrices (Mecham et al.,
1984).

Dans les fibroblastes du ligament large de la nuque de
Beeuf, la biosynthése de I’élastine est stimulée par I’addi-
tion de dérivés du GMPc. Cet effet des dérivés du GMPc
n’est pas observable dans les cellules dépourvues de
Ca2 +. Les dérivés de I’AMPc ou I'isoprotérénol (qui
induit une augmentation de I’AMPc intracellulaire) ne
modifient pas la biosynthése de I’élastine; par contre,
lorsqu’il y a augmentation simultanée de GMPc et
d’AMPc intracellulaires, 1'effet du GMPc est aboli par
celui de I’AMPc (Mecham et al., 1985). Rappelons que,
dans la paroi artérielle, la concentration de GMPc dans
les CML est sous le contréle de la fonction endothéliale
(Arnal et al., 1992).

L’acide rétinoique stimule la synthese de 1’élastine par
les fibroblastes de poumon de rat (Liu ez al., 1993). Par
contre, les esters de phorbol et la vitamine D3 inhibent
la synthése de 1’élastine (Parks et al., 1992 ; Pierce et al.,
1992b).

L’effet de nombreuses cytokines et facteurs de crois-
sance a également été testé. L’IGF-I (« Insulin Growth
Factor-I ») stimule I’expression du gene de I’¢lastine in
vitro (Rich et al., 1992) et in vivo (Foster et al., 1989).
Dans des cultures de CML d’aorte de Rat nouveau-né
mises en présence d’IGF-I pendant 24 heures, le taux
d’ARNmE est augmenté ainsi que la quantité de tropoé-
lastine. Cet effet n’est pas observé avec des fibroblastes
de poumon des mémes rats bien que les récepteurs soient
présents et fonctionnels (Rich et al., 1992). Des expé-
riences de transfection des CML ont démontré que I"'IGF-
I agissait au niveau de la transcription et la séquence
sensible du promoteur est la séquence -195 -136 (Wolfe et
al., 1993). In vivo, un traitement de deux semaines par
I'IGF-I (1,2 mg/kg/jour) de rats agés de 2 a 25 mois stimule
la synthése d’¢lastine au niveau de I’aorte mais pas au
niveau des poumons (Foster ef al., 1989). L’effet de I'IGF-
I sur la synthése de I’¢élastine est donc cellule- et tissu-spé-
cifique. En 1996, Coon et collaborateurs (Coon et al.,
1996) démontrent que I'IGF-I déréprimerait la transcription
du géne de I’élastine en inhibant la fixation de I’inhibiteur
Sp3 au site RCE («Retinoblastoma Control Element »). Ce
site -séquence en — 137-123 du promoteur — se trouve plus
en aval que celle qui avait précédemment été supposée
intervenir dans la réponse a I’IGF-I.

Le TNF-o («Tumor Necrosis Factor-o ») réprime
jusqu’a 91 % la synthese des ARNmE dans les fibro-
blastes de peau humaine et les cellules musculaires lisses
d’aorte de Rat; cet effet est dépendant du temps (maxi-
mum a 24 heures) et de la dose (maximum a 10 ng/ml)
(Kéhéri et al., 1992a). Cette diminution de I’expression
du gene de I’élastine est précédée d’une augmentation
rapide et transitoire de 1’expression des oncogénes c-jun
et c-fos. La fixation du complexe Jun/Fos au site AP1 -
223 — 229 du promoteur est le médiateur de la répression.
Comme le TNF-0, I'interféron inhibe la synthése de
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I’élastine mais la régulation intervient au niveau post-
transcriptionnel (Kdhari et al., 1992a).

Les effets de I'IL-1p (interleukine-1p) sont différents
selon le type cellulaire auquel elle est ajoutée. Cette cyto-
kine diminue la quantité d’¢élastine déposée et diminue le
taux d’ARNmE lorsqu’elle est ajoutée a une population
particuli¢re de fibroblastes de poumon de Rat nouveau-
né (Berk et al., 1991). Ajoutée a des fibroblastes de peau
humaine, I’IL-1 stimule I’expression du géne de 1’élas-
tine en agissant au niveau de la transcription (Mauviel et
al., 1993).

Liu et Davidson (1988) ont démontré en utilisant
’ELISA que le TGF-B augmente fortement la production
de tropoélastine par les CML d’aorte de Porc. Cet effet
du TGF-B est supprimé lors de I’addition simultanée de
BFGF (basic Fibroblast Growth Factor) ou de TGF-o.
(Transforming Growth Factor-o.) (Davidson et al., 1993).
Les TGF-B1 et TGF-B2 induisent également une aug-
mentation de la quantité d’ARNmE dans les fibroblastes
de peau humaine ; cette augmentation résulte d’une aug-
mentation de la stabilité des ARNmE (Kahiri et al.,
1992b). Pourtant, un « TGF-f responsive element » a été
mis en évidence dans le promoteur du gene de 1’élastine
(Marigo et al., 1994). La transfection de constructions
promoteur du gene de I’élastine humain-géne reporter
CAT dans des cellules musculaires d’aorte d’une part, et
des fibroblastes de tendon d’embryon de Poulet d’autre
part, a démontré que 1) le TGF-B1 n’active le promoteur
du gene de I’élastine que dans les CML d’aorte fortement
productrices d’élastine mais pas dans les fibroblastes de
tendon qui en produisent peu et, 2) la séquence impliquée
est localisée entre les bases -138 et -127 du promoteur
(Marigo et al., 1993, 1994).

Au niveau de l’aorte, nous avons plus précisément
démontré que le TGF-B1 stimule la synthése de 1’élastine
par les cellules musculaires lisses et les cellules endo-
théliales artérielles mais il ne modifie pas la synthése de
I’¢lastine par les fibroblastes de I’adventice (Sauvage et
al., 1998). Une étude de Kucich et collaborateurs (1997)
avec des fibroblastes de poumon confirme 1’augmenta-
tion des ARNmE aprés addition de TGF-1. Des expé-
riences de run-on et de mesure de la stabilité des ARNm
confirment également que I’effet du TGF-1 passe par
une augmentation de la stabilit¢ des ARNmE. Le TGF-
B1 induit I’activation d’une PKC via la PLC spécifique
de la phosphatidylcholine.

De I’ensemble de ces études, il émane qu’une extréme
prudence est de rigueur pour I’extrapolation des résultats
a d’autres systémes que ceux étudiés. En effet, un méme
facteur peut étre inhibiteur pour un type cellulaire et acti-
vateur pour un autre, ou bien méme activateur ou inhi-
biteur pour un méme type cellulaire suivant que les cel-
lules ont été mises en culture a partir d’un organe de
feetus, nouveau-né ou d’adulte. La technique de mise en
culture, explant ou digestion enzymatique, détermine
¢galement le niveau basal de synthése de 1’élastine par
les cellules (Ruckman et al., 1994). Le sérum de veau
feetal (SVF) utilisé pour le maintien des cellules en cul-
ture modifie aussi le niveau de synthése de I’élastine. Il

ne faut donc pas négliger de préciser les conditions de
culture. Il faut également tenir compte du fait que 1’agent
pharmacologique a été ajouté a la culture cellulaire en
présence ou en absence de SVF.

Contrairement a ce qui est observé pour beaucoup de
genes, la synthése de I'élastine est plus modulable dans
les cellules déja fortement productrices d’élastine.

I1.6. Régulation de la synthése de I’élastine par des
facteurs hémodynamiques

La quantité d’¢élastine diminue le long de I'aorte, du
ceeur a la bifurcation des arteres iliaques (Cleary, 1977).
Ainsi, ’aorte abdominale contient relativement moins
d’¢élastine (30 %) que I’aorte thoracique (40 %) et les seg-
ments proximaux des artéres distributrices — les branches
majeures de ’aorte telles que les artéres mésentériques,
rénales, iliaques — en contiennent encore moins. Au niveau
de I’aorte, ceci est le résultat d’une synthése différentielle
le long de I’axe aortique (Davidson et al., 1985). Plu-
sieurs hypothéses ont été envisagées pour expliquer cette
synthése différentielle : réponse directe ou indirecte des
cellules aux contraintes hémodynamiques, différents phé-
notypes de CML et/ou environnement différent des cel-
lules. Chez I’animal adulte, les cellules de I’aorte resyn-
thétisent 1’élastine lorsqu’il y a une augmentation des
contraintes (Jacob er al., 1997). Cette augmentation est
proportionnelle a I’augmentation des contraintes. Lorsque
les contraintes se stabilisent, la biosynthése de I’¢lastine
redevient nulle (Keeley et al., 1990).

Quelques observations cliniques appuient ces obser-
vations expérimentales. L’aorte d’un jumeau parasite
acardiaque, qui ne regoit pas de volume d’éjection sys-
tolique, présente la structure d’une artére musculaire
(Arey, 1963). De plus, chez les enfants présentant le syn-
drome de I’artére ombilicale unique, I’artére iliaque
située du coté ou I’artére ombilicale manque se déve-
loppe en artere musculaire alors qu’une artére élastique
est observée de |’autre coté (Berry, 1978). Cet effet des
contraintes hémodynamiques sur la biosynthése de 1’¢las-
tine n’exclut pas différents phénotypes de CML ni I’effet
de I’environnement sur les cellules.

Il est probable que I’étirement rythmique des cellules
musculaires pendant le cycle systole-diastole joue un
role dans la détermination du phénotype des CML et
donc des macromolécules qu’elles sécrétent. Dés 1976,
Leung et collaborateurs ont montré que les CML d’aorte
de Lapin cultivées sur des membranes élastiques et sou-
mises a un étirement rythmique synthétisaient 2 a 4 fois
plus de collagene et certains protéoglycannes que les
cultures stationnaires (Leung et al., 1976). Lei et colla-
borateurs ont fourni plus tard une preuve plus directe que
la stimulation mécanique des CML par des pulsations
artérielles est un stimulus important pour la formation
des lames élastiques dans le tissu artériel (Lei., 1986). Ils
ont étudié, chez le Rat, la régénération du tissu artériel
apres la mise en place de greffes biodégradables dans
’aorte qui sert de support a cette régénération. Si ces
greffes sont entourées d’un matériel rigide, des quantités
limitées d’¢lastine sont synthétisées et disposées de fagon



138 SOCIETE DE BIOLOGIE DE PARIS

irréguliére entre les CML. Par contre, si la greffe est
compliante et subit des pulsations depuis 6 semaines,
des quantités importantes d’élastine sont déposées en
lames concentriques paralléles a la surface du vaisseau
dans le tissu vasculaire néoformé.

Des modifications hémodynamiques surviennent dans
des pathologies comme I’hypertension artérielle essen-
tielle. Cette pathologie est associée a une hypertrophie
des grosses artéres (Wolinsky, 1970 ; Lévy et al., 1988).
Bien qu’une augmentation de la taille (hypertrophie) et
du nombre de cellules (hyperplasie) soient en partie res-
ponsable de cette hypertrophie pariétale (Girerd et al.,
1994), Wolinski (1970), d’autres auteurs (Poiani er al.,
1990 ; Keeley & Johnson, 1986; Keeley & Alatawi,
1991) ont démontré une augmentation de la quantité
totale d’élastine et de collagénes.

Keeley et collaborateurs (Keeley & Johnson, 1986;
Keeley & Alatawi, 1991) ont démontré une augmenta-
tion rapide et coordonnée de la quantité d’élastine, de
collagénes, et de protéines totales dans trois modeles
d’hypertension systémique chez le Rat (occlusion de
I’artére rénale, Doca-sel, rat Dahl sensible au sel).
L’hypertension pulmonaire induite par une hypoxie
entraine également une synthese rapide de matrice carac-
térisée par une augmentation paralléle des quantités de
collagenes et d’élastine (Poiani et al., 1990 ; Stenmark et
al., 1987). La quantité de matrice extracellulaire dans les
artéres et, en particulier, les quantités de collagénes et
d’¢élastine, s’adaptent donc aux contraintes tensionnelles
que subit le tissu.

Régulation au niveau de la formation
des fibres élastiques

La premiére étape de synthése des acides aminés de
pontage fait intervenir la lysyl oxydase, enzyme dépen-
dante du cuivre. Un régime alimentaire déficient en
cuivre a donc pour conséquence une réduction de 1’acti-
vité de la lysyl oxydase et une diminution des acides
aminés de pontage dans |’élastine et les collagenes
(Jacob, 1993). Un régime déficient en cuivre prolongé
conduit a la formation d’anévrismes vasculaires, voire a

la rupture de ’aorte. La formation des acides aminés de
pontage peut étre inhibée expérimentalement en traitant
les animaux avec le B-aminopropionitrile, agent lathyro-
géne qui est un substrat compétitif pour la lysyl oxydase.

CONCLUSIONS

La formation des fibres ¢lastiques est liée a I’expres-
sion de multiples génes. La formation de fibres défec-
tueuses peut étre le résultat d’'une mutation sur le gene
de I’¢lastine lui-méme ou bien sur ceux des multiples
autres protéines impliquées dans la formation des fibres
élastiques (Tableau) (Zhang ef al., 1999b ; Bergen et al.,
2000 ; Hinek et al., 2000 ; Le Saux et al., 2000 ; Milewicz
et al., 2000 ; Ringpfeil er al., 2001). L intégrité des deux
alleles du gene de ’élastine est le premier élément indis-
pensable a la synthése d’une quantité optimale d’élastine
dans les tissus. Un état pathologique est induit dés qu’un
allele est déficient soit a la suite d’une délétion, soit a la
suite d’une mutation ponctuelle (Tableau). L’intégrité
du réseau des microfibrilles sur lequel se déposent les
molécules de tropoélastine aprés leur sécrétion, et une
lysyl oxydase pleinement fonctionnelle sont d’autres élé-
ments indispensables a la synthése optimale de 1’¢lastine.
Ce n’est qu’apres formation des acides aminés de pon-
tage que I’élastine confére la fonction d’élasticité aux
organes qui la contiennent. En absence de ces maladies
génétiques, la quantité d’élastine synthétisée au cours du
développement dans les arteres, les poumons, la peau,...
est optimale pour la fonction qu’ils doivent assurer. Le
métabolisme de I’élastine chez 1’adulte est ensuite trés
lent. Préserver la qualité de 1’élastine est donc trés impor-
tant. Le dépot de lipides au cours de 1’athérosclérose ou
de calcium au cours du vieillissement et dans les cas de
Pseudoxanthoma elasticum conduit a une perte de fonc-
tionnalité de I’élastine. La néosynthese d’élastine chez
I’individu adulte peut étre observée (hypertension, €las-
tose solaire, cancer mammaire) mais 1’organisation tri-
dimensionnelle des fibres élastiques néosynthétisées n’est
jamais aussi optimale que celle des fibres synthétiséees
au cours du développement.

TABLEAU. — Mutations induisant des altérations dans la synthése des fibres élastiques.

Genes (altérations)

Maladies

Elastine (délétion d’un alléle)
Elastine (mutations ponctuelles)

Fibrilline 1 (mutations ponctuelles)

Fibrilline 2 (mutations ponctuelles)

f3- galactosidase

« Copper-transporting P-type ATPase A [ATP7A] »
« ATP-Binding Cassette transporter [ABCC6] »

= « Multidrug resistance protein 6 [MRP6] »

Syndrome de Williams-Burren

Sténose supravalvulaire aortique

Cutis laxa autosomal dominant

Syndrome de Marfan

Arachnodactylie contracturante congénitale
Syndrome de Morquio B

Syndrome de Menkes

Pseudoxanthoma elasticum
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