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Résumé

Le syndrome d'Ehlers-Danlos (SEDv) est une maladie artérielle génétique autosomique
dominante, affectant le collagéne de type Ill au sein de la matrice extracellulaire de la paroi artérielle
notamment. Les patients atteints de SEDv ont une prédisposition aux ruptures artérielles, digestives et
utérines qui font toute la sévérité de cette maladie. Les mutations du gene COL3A1 codant pour le
collagene de type Ill sont le plus souvent des mutations hétérozygotes faux-sens, responsables de la
substitution d'une glycine par un autre acide aminé, affectant la structure en triple hélice du collagéne
de type lll. Des variants d'un site d'épissage, des insertions-délétions sont également rencontrées, et plus
rarement des mutations faux-sens n'affectant pas une glycine, ou des mutations responsables
d'haploinsuffisance.

Les mutations du COL3A1 sont presque exclusivement privées, et une corrélation entre le
phénotype observé et les mutations retrouvées n'a jamais été mise en évidence. Nous avons rapporté
I'expérience du centre de référence francais du SEDv sur 215 patients, et retrouvé une sévérité de la
maladie plus importante chez ceux avec une substitution glycine, ou une insertion/délétion du cadre de
lecture dans région de la triple hélice comparativement aux autres génotypes: variants responsables
d'haploinsuffisance, variants faux-sens n'affectant pas une glycine, ou les altérations des extrémités N ou
C-terminales. Par ailleurs, le phénotype de ces 3 derniers groupes de génotype ne rassemblait pas
I'ensemble des symptoémes habituellement décrits dans le SEDv et notamment pas de complication
digestive.

Afin de mieux comprendre l'altération des propriétés biomécaniques de la paroi artérielle des
patients atteints de SEDv nous avons utilisé une nouvelle technologie ultrasonore, ultrafastécho,
permettant de visualiser et mesurer la vitesse de I'onde de pouls (VOP) localement au niveau carotidien
et tout au long du cycle cardiaque. La VOP est un marqueur de rigidité artérielle bien étudié dans
I'athérosclérose, et connu pour étre un facteur indépendant de mortalité cardiovasculaire. Nous avons
établi des valeurs normales des paramétres de I'ultrafastécho chez 102 volontaires sains et analysés 37
patients avec SEDv. Cette étude n'a pas retrouvé de différence de la VOP, donc de rigidité artérielle, en
début de systole. En revanche, au cours du cycle cardiaque on a pu observer une moindre rigidification
de la paroi artérielle avec I'augmentation de la pression artérielle chez les patients SEDv.

Nous avons poursuivi nos explorations par ultrafastécho sur un modele murin haploinsuffisant
pour le collagéne de type Il (souris Col3al hétérozygote) et retrouvé le méme profil de réponse. En effet
une moindre augmentation de la rigidité artérielle alors que la pression artérielle était augmentée par
perfusion de vasopresseur était constatée chez les souris col3al hétérozygotes comparativement aux
souris sauvages.

En conclusion, l'altération du collagene de type lll dans le SEDv affecte les propriétés
biomécaniques de la paroi artérielle des patients, avec notamment une moindre rigidification lors de
I'augmentation de la pression artérielle. Nos travaux ont permis d’affiner la physiopathologie du SEDv,
de préciser le phénotype vasculaire par une nouvelle mesure de la VOP et ouvrent des pistes de
recherche thérapeutiques d'un traitement augmentant la rigidité artérielle afin de tenter de réduire les
risques de ruptures artérielles.
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Abstract

Vascular Elhers-Danlos syndrome (VEDS) is an autosomal dominant genetic vascular disease,
affecting the collagen type Ill, a component in the extracellular matrix of the arterial wall. Patients with
VEDS are prone to arterial, intestine or uterine ruptures, which explain the severity of the disease.
Mutations in COL3A1, gene encoding for collagen type Il are usually heterozygous missense mutations
responsible for the substitution of a glycine amino acid for another, which affects the triple helical
conformational structure of the collagen type Ill. Variants of a splice site, deletions/insertions, are also
encountered, and more rarely missense mutations not affecting a glycine residue, or alterations
responsible for haploinsufficiency.

The COL3A1 mutations are almost exclusively private, and a genotype/phenotype correlation has
not been clearly studied. We reported the experience of the French reference center for véDS of 215
patients and found a greater severity of the disease in those with a glycine substitution, or in frame
insertion / deletion within the triple helix domain than in other genotypes: responsible variants of
haploinsufficiency, missense variants not affecting glycine, or alteration of the N- or C-terminal ends.
Furthermore, the phenotype of these last three genotype groups did not combine the complete
phenotype described in VEDS especially no gastrointestinal complication.

To better understand the alteration of the biomechanical properties of the arterial wall of
patients with VEDS we used a new ultrasound technology, ultrafastecho, to visualize and measure the
pulse wave velocity (PWV) locally on carotids, over the cardiac cycle. The PWV is a marker of arterial
stiffness studied in atherosclerosis, and well known to be an independent risk factor for cardiovascular
mortality. We have established normal values ultrafastecho parameters in 102 healthy volunteers and 37
patients with vEDS. This study found no difference in PWV, thus arterial stiffness, in early systole cardiac
at diastolic blood pressure. However, in patients with vEDS, weaker stiffening of the arterial wall was
observed when blood pressure increases during the cardiac cycle.

We continued our explorations by ultrafastecho on a mouse model of VEDS, haploinsufficient for
the collagen type Ill (Col3al heterozygous mice). We figured out that Col3al heterozygous mice
presented the same response profile. Indeed a smaller increase in arterial stiffness while blood pressure
was increasing secondary to vasopressor infusion was revealed in the mice compared to the wild mice.

In conclusion, alterations of collagen type lll in the VEDS affect the biomechanical properties of
the arterial wall of the patient, through lower stiffening during the increase of blood pressure over the
cardiac cycle. This provides a therapeutic approach for targeting treatment increasing arterial stiffness in
VEDS in order to reduce the risk of arterial rupture.
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Introduction

La structure et la fonction des vaisseaux sanguins du systéme circulatoire pulsatile des vertébrés,
ont présenté des modifications adaptatrices avec I'émergence d’un régime a haute pression. Les
vaisseaux sanguins ne sont pas de simples tubes dont la seule fonction serait de canaliser le sang de la
pompe cardiaque. Dans ce systéme circulatoire fermé, les arteres, notamment celles de gros calibre,
sont un élément important de la physiologie cardiovasculaire en servant de réservoirs élastiques,
permettant d’absorber d’importants changements de volume, sans grand changement de pression. Sans
vaisseaux élastiques, le pic de pression engendré par le sang éjecté des ventricules empécherait ces
derniers de remplir leur role de pompe intermittente (par augmentation de la post-charge). Dans un
second temps, la chute de la pression dans des vaisseaux inélastiques serait si rapide et profonde que le
cceur ne pourrait plus se remplir (par diminution de la pré-charge). Ainsi I’élasticité de la paroi artérielle
confere a celle-ci une capacité de tampon. Cette énergie mécanique stockée lors de la distension de la
paroi artérielle lorsque le sang est poussé par le cceur en systole est restituée sous forme d’énergie
cinétique lorsque la paroi artérielle se contracte, permettant de déplacer la colonne de sang plus en aval.
Le changement qui a conduit a cette étape critique dans I'évolution des organismes supérieurs a été
I'émergence d'une paroi vasculaire contenant des cellules spécialisées dans la production et
I'organisation d'une matrice extracellulaire (MEC) conférant a I'artére ses propriétés élastiques.

La paroi des artéres de gros calibre comprend trois compartiments histologiques:
- l'intima, constituée d'une monocouche de cellules endothéliales accolées les unes aux autres et
reposant sur la limitante élastique interne;
- la média, située entre la limitante élastique interne et la limitante élastique externe, est constituée de
couches concentriques de cellules musculaires lisses enchassées dans des feuillets d'élastine (les lames

élastiques) de la MEC;
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- I'adventice, située a la périphérie de la limitante élastique externe, est composée de fibroblastes qui
produisent les protéines de la MEC et principalement les fibres de collagene.

Au sein de la média, les fibres de collagene et d'élastine sont agencées pour former un systéme
biphasique. Les fibres de collagéne se déforment peu et ont une résistance élevée. Elles supportent la
majeure partie de la force au-dessus de la pression artérielle physiologique empéchant la paroi du
vaisseau de rompre. L'élastine est extensible et a une faible résistance a la traction. Elle fonctionne
principalement comme un réservoir élastique et répartie la force uniformément tout au long de la paroi
et sur les fibres de collagene (Berry and Greenwald 1976; Wolinsky and Glagov 1964). Le nombre
d'unités lamellaires (la lame élastique et les cellules musculaires lisses adjacentes) dans un segment
vasculaire est corrélé aux forces de pression qui s’exercent contre la paroi, avec le plus grand nombre
d’unités lamellaires dans la paroi des vaisseaux les plus proches du cceur, et de plus grand calibre, c’est a
dire ceux qui subissent un stress de la paroi le plus élevé (Wolinsky and Glagov 1967). Par ailleurs, la
tension relativement constante par unité lamellaire et I'uniformité de leur composition, parmi de
nombreuses especes de mammifére, indiquent que la proportion de collagéne, d'élastine, et de cellules
musculaires lisses dans la média est optimale pour les sollicitations auxquelles |'aorte est soumise
(Wolinsky and Glagov 1967).

Ainsi, toute altération des propriétés des protéines de la MEC est susceptible d’engendrer une
altération des propriétés biomécaniques de la paroi artérielle et une fragilité artérielle se manifestant
chez 'homme sous forme de dilatation (anévrisme), de clivage de la paroi (dissection), de rétrécissement
(sténose) ou de rupture artérielle.

Plusieurs protéines composent les lames élastiques, la majoritaire étant I'élastine, un polymere
de chaines de tropoélastines. Des mutations du géne ELN codant pour la tropoélastine sont responsables
de 3 syndromes cliniques chez I'homme: la sténose aortique supravalvulaire (Online Mendelian

Inheritance in Man (OMIM) #185500), le syndrome de Williams et Beuren (OMIM #194050) associant
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une sténose aortique supravalvulaire, un retard mental et des traits faciaux caractéristiques dits
« elfiques », et le cutis laxa autosomique dominant (OMIM #123700). D’autres protéines composent les
lames élastiques, formant des microfibrilles, avec notamment des protéines associées aux microfibrilles :
les protéines liées au tumor growth factor béta (TGFB): LTBP1-4; les glycoprotéines liées aux
microfibrilles (MAGP-1 et MAGP-2), la famille des fibulines 1-5, et les fibrillines 1 et 2, dont les mutations
de leur genes sont responsables du syndrome de Marfan (OMIM #154700) associant anévrisme et
dissection de I'aorte, subluxation du cristallin, troubles musculo-squelettiques et arachnodactylie.

Les fibres de collagene sont ubiquitaires dans le corps humain et plus de 20 collagénes différents
sont répertoriés parmi les protéines des MEC. Les collagenes majoritaires de la paroi vasculaire sont les
collagénes de type |; lll et IV. Les mutations des génes codant pour le collagéne de type | s’expriment
sous forme de troubles musculo-squelettiques et non vasculaires: c’est le cas de l'ostéogénese
imparfaite (OMIM#166200 ;166210 ;166220 ;259420) et du syndrome d’Ehlers—Danlos arthrochalasique
(ancien type VIIA et VIIB) (OMIM#130060) associant : hyperlaxité articulaire, et dysplasie congénitale de
hanche. Les mutations du gene COL3A1 codant pour le collagene de type Ill sont responsables en
revanche d’une maladie vasculaire grave et bruyante, le syndrome de d’Ehlers—Danlos vasculaire (SEDv)
(ancien type 1V) (OMIM#130050).

Bien que d’autres collagénes soient présents dans la paroi artérielle (type IV, V, VI) I'objet de cette

these restera focalisé sur le collagéne de type Il et les conséquences du géne COL3A1.
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I1 Les collagénes

Les collagenes sont les protéines les plus abondantes chez les mammiféres représentant 25 a 30%
de la masse protéique. La superfamille des collagenes comporte 28 types de collagéne numérotés en
chiffres romains de | a XXVIII. La caractéristique commune des collagénes est la structure en triple hélice
qui peut représenter 10% (collagéne de type Xll) a 96% (collagene de type |) de la protéine. D’autres
protéines posseédent un domaine en triple hélice sans appartenir a la superfamille des collagénes. C'est le
cas de la fraction Clg du complément, de la Mannose-binding protein C, des ficolines 1, 2 et 3, des
protéines Al, A2 et D associées au surfactant pulmonaire, de la gliomédine, des émilines 1 et 2 entre

autres.

I 1.1 Diversité au sein de la superfamille des collagénes

Les collagenes sont formés de 3 chafnes polypeptidiques appelées chaines alpha (a) et
numérotées en chiffres arabes. Ainsi aux 28 différents types de collagéne s’ajoute un niveau de
complexité avec la possibilité d’isoformes pour un méme type de collagéne (collagéne de type IV ou VI
par exemple), ou isoformes hybrides par la combinaison de 2 types de collagéne (type V et type Xl par
exemple). Par exemple, le collagéne de type Xl est habituellement composé de 3 chaines a (al et a2)
assemblées sous forme d’hétérotrimere. Mais dans le vitrée (Mayne et al. 1993) et le cartilage (Wu et al.
2009), des chaines a (XI) s’assemblent a la chaine al (V) pour former un collagéne hybride V/XI. La
diversité s’accroit encore par la possibilité de former différentes isoformes par la présence de
promoteurs alternatifs (chaines al (XI) et a (XVIII)), ou I'existence d’épissages alternatifs (chaines a1l (ll),
a2 (VI), a3 (VI), a1 (VII), a1 (XI), a1 (XH1), ad (XIV), al (XIX), al (XXV), al (XXVIII)). Les variants d’épissage
peuvent moduler les capacités fonctionnelles du collagéne au cours du développement, ou selon le type

de tissu dans lequel il est sécrété. Par ailleurs, les collagénes (IX, XIlI, XIV, XV, XVIII) portent des chaines
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glycosaminoglycanes et sont donc considérés comme des protéoglycanes dont les modifications post-
traductionnelles peuvent également moduler leurs capacités fonctionnelles.

Enfin, le clivage protéolytique de plusieurs types de collagenes libére des composés doués
d’activité biologique intrinseque offrant ainsi d’autres moyens d’action des collagenes. Il en est de méme
des contraintes conformationnelles induites par les interactions avec les glycosaminoglycanes, la
multimérisation, ou des forces mécaniques, faisant découvrir des sites de liaison cachés (Ricard-Blum
and Ballut 2011). Par exemple, les collagénes membranaires existent sous forme transmembranaire et
sous forme soluble, libérée par fragmentation de la précédente. Ce collagene devenu soluble peut

réguler le comportement de la cellule, de la membrane de laquelle il faisait partie (Franzke et al. 2005).

I 1.2 Latriple hélice

Les chaines a de collagéne comportent entre 662 (al (X)) et 3152 acides aminés (a3 (V1)) (Gordon
and Hahn 2010; Ricard-Blum et al. 2000). Les trois chaines a peuvent étre identiques (collagéne de type
I, de type Ill) on parle d’homotrimeres, ou différentes (collagéne de type IX) on parle d’hétérotrimeres.
Les 3 chafnes a formant les collagénes fibrillaires sont 3 chaines d’hélice de proline de type I, tournant a
main gauche, c’est a dire suivant le sens des doigts d’'une main pouce vers le haut, équivalent au sens
horaire pour la main gauche. En effet la proline est un acide aminé dont |'azote alpha fait partie d'un
cycle pyrrolidone. Pour cette raison, la chaine latérale de la proline, au lieu de s'étirer
perpendiculairement a la chaine principale du polypeptide, revient se coller dessus comme une anse de
tasse. Cette structure ne se préte pas a une structure en hélice alpha ou en feuillet béta, pouvant
engendrer une distorsion (un coude dans une hélice alpha, par exemple), mais permet par contre
d'autres types de structures: les hélices de proline. Une répétition de prolines en cis donne une hélice de
polyproline de type |, qui tourne a droite. Une répétition de prolines en trans donne une hélice de

polyproline de type Il qui tourne a gauche. La chaine a des collagenes s’apparente a I’hélice de
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polyproline de type Il, formée d’une répétition de triplets Gly-X-Y dont Gly est une glycine et X et Y, sont
respectivement une proline et une 4-hydroxyproline le plus fréquemment (Figure 1-1) (Myllyharju 2003).
La participation de résidus de 3-hydroxyproline dans la formation d’assemblages supramoléculaires a

également été identifiée dans les collagénes de type |, II, Il et V/XI (Weis et al. 2010).

Figure 1-1: Hélice de collagéne. Cette hélice est de pas gauche (elle tourne en montant dans le sens des aiguilles d'une montre).
Tous les 3 acides aminés revient une glycine; les autres résidus X sont le plus souvent une proline ou une hydroxyproline. L'hélice
de collagene s'éleve de 0,29 nm par résidu et elle compte un peu moins de trois résidus par tour.

In http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/3f.html

La molécule de collagéne est constituée de trois chaines a torsadées en une microfibrille
orientée dans le sens de la main droite, équivalent au sens anti-horaire (Figure 1-2). La triple hélice est
stabilisée par des liaisons hydrogenes entre les chaines et par des forces électrostatiques impliquant des

résidus lysine, aspartate et d’hydroxyprolines (Fallas et al. 2009; Persikov et al. 2005). Ce dernier résidu
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est capital car en I'absence d'hydroxyprolines la triple hélice ne se forme pratiquement pas a la
température du corps. Au cours des modifications post-traductionnelles du collageéne, les résidus proline
sont hydroxylés au niveau du réticulum endoplasmique par la prolyl-hydroxylase, enzyme dont l'acide
ascorbique est un cofacteur. Une carence en vitamine C conduit a une synthése défectueuse de
collagene, ce qui engendre une fragilité des vaisseaux sanguins, des tendons, et de la peau —symptomes
caractéristiques du scorbut. A l'issue de ces modifications post-traductionnelles, la fibrille de collagéne

en triple hélice longue d’environ 300nm, s'appelle tropocollagene (Figure 1-2).

droite

Vue en plongée
de I'axe de la
triple hélice

gauche

gauche

gauche

La chaine laterale d'un résidu sur trois pointe a
I'interieur de la triple helice: il faut donc que ce soit
une glycine en raison du peu d'espace disponible

Figure 1-2: Formation du tropocollagéne a partir de 3 chaines a.
In http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/3f.html
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I 1.3 Les différents classes de collagénes

Les 28 types de collagéne sont regroupés en sept classes différentes en fonction de leur fonction
et de leur organisation (Ricard-Blum 2011). On distingue les collagénes fibrillaires (collagene de type |, Il,
[, V, XI, XXIV, XXVII) qui s"assemblent en fibrilles puis en fibres, et les collagenes non-fibrillaires (de type
IV, XI a X et XIl a XXVIII) (Figure 1-3). Parmi les collagenes non-fibrillaires, on trouve :
- des collagénes localisés a la surface des fibrilles et appelés les « fibril-associated collagens with
interrupted triple-helices »: FACIT (collagenes de type IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII et XXVI) ;
- des collagenes formant des réseaux hexagonaux (collagénes de type IV, Vil et X) ;
- des collagénes microfibrillaires (collagéne de type VI) ;
- des collagénes formant des fibrilles d’ancrage (collagene de type VII) ;
- des collagénes contenant un domaine transmembranaire (collagenes de type XlII, XVII, XXIIl et XXV) ;
- les multiplexines contenant de multiples domaines en triple-hélice et qui s’associent aux membranes
basales (collagéne de type XV et XVIII).

La découverte du collagene IX, premier collagéne FACIT a été une avancée importante,
démontrant que des collagénes pouvaient étre composés de domaines en triple hélice entrecoupés
d’autres domaines (Shaw and Olsen 1991). On parle depuis de protéines multidomaines. Ces domaines
dits « non-collagéne» participent a la structure tridimensionnelle des collagenes et aux interactions
protéine-protéine. Les domaines fibronectine Ill, Kunitz, thrombospondine-1 et Willebrand sont les

domaines non-collagénes les plus fréquemment rencontrés.
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I 1.4 Les collagenes fibrillaires

Les collagenes fibrillaires se trouvent en abondance dans le corps humain, en particulier dans les
tissus tels que la peau, des os, des tendons, et de la cornée. Ces collagénes ont des structures que I'on
peut comparer a de longues cordelettes qui n’ont pas d’interruption dans le domaine de leur triple hélice.
lIs s’organisent régulierement pour former une structure caractéristique en bandes. Chaque unité est

appelée "D" et a une période de 67 nm telle qu'observée en microscopie électronique (Figure 1-4).

chevauchement espaces

Figure 1-4: Collagene fibrillaire. A) arrangements réguliers et continus des collagéenes, formant des chevauchements a leurs
extrémités N et C-terminales. B) visualisation en microscopie électronique. Echelle: 100nm. D’apres (Garrone 1986)

Le diametre des fibrilles de collagéne varie entre 50 et 500 nm en fonction du tissu. Les collagenes
formant des fibrilles sont stabilisés par des liaisons transversales covalentes qui impliquent des acides
aminés, notamment les hydroxyprolines de la triple hélice. Ces liaisons sont la principale source de
résistance a la traction dans la plupart des tissus a base de collagéne. Les molécules de collagéne homo
ou hétérotriméres de chaines a s’organisent en fibrilles, qui s’agrégent a leur tour en fibres de 0,25 a 100

pum de diametre en fonction du tissu (Figure 1-5).
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Figure 1-5: De la formation des protocollagénes a partir des trimeres d’hélices alpha, a la formation des fibrilles puis des fibres.
D’apres (Garrone 1986)
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I 1.5 Maladies associées a des atteintes d’un collagéne

Les mutations affectant un géne codant pour un collagéne sont rares du fait de I'importance de

ces protéines de structure dans la résistance des tissus. Voici quelques exemples de pathologies en

rapport avec des mutations des genes codant pour un type de collagene (Myllyharju and Kivirikko 2001)

(Tableau 1-1).

ostéogénese imparfaite collagene type |

fragilité osseuse, fractures, réduction de Ia
masse osseuse, sclérotique bleue, perte de
cheveux.

Ehlers-Danlos collagéne de type |
arthrochalasique

hyperlaxité des articulations, luxations et
subluxations répétitives

Ehlers-Danlos classique collagéne de type V

hyperextensibilité cutanée, hyperlaxité
articulaire, ecchymoses faciles, cicatrices larges

Ehlers-Danlos vasculaire  collagéne de type

ruptures artérielles, digestives, utérines

Syndrome d’Alport collagene de type IV

insuffisance rénale, surdité, |ésions oculaires

Epidermolyse bulleuse collagénes type VIl et XVII

décollement de la peau et des muqueuses a la
moindre agression cutanée

Myopathie de Bethleem  collagéne de type VI

déficit moteur, crampes, atteignant
principalement les muscles des doigts, du
poignet, du coude et de la cheville

syndrome de Stickler collagene de type Il et XI

myopie précoce, cataracte, surdité, fente
labiale atteinte vertébrale, arthrose précoce

Tableau 1-1: Quelques exemples de pathologies liées a I'anomalie d’un collagene

On remarque que les atteintes du squelette, des articulations et de la peau dominent en terme de

symptomes révélant la distribution majoritaire du collagéne dans ces tissus, mais d’autres organes sont

également affectés en cas d’atteinte d’un type de collagene plus spécifique: reins, arteres, colon, utérus,

oreille, muscle...




IZ Syndrome d’Ehlers—Danlos vasculaire

I 2.1 Les syndromes d’Ehlers-Danlos

Le syndrome d’Ehlers-Danlos vasculaire (SEDv) est un type de syndrome d’Ehlers-Danlos (SED),
groupe nosologique hétérogene de maladies du tissu conjonctif réunies sur une base commune
d’éléments syndromiques : I'hyperlaxité articulaire, I’"hyperextensibilité cutanée, la fragilité tissulaire
dont les témoins sont les ecchymoses, le retard de cicatrisation, les cicatrices papyracées (en feuille de
papyrus).

L'hyperlaxité articulaire se manifeste au niveau des grandes et petites articulations. Elle est
classiguement évaluée par le score de Beighton (Beighton et al. 1973) et confirmée si 5 ou plus de 5

points sur 9 possibles sont comptabilisés parmi les manceuvres suivantes (Figure 2-1):

Score de Beighton

) s

L4

a- Apposition du pouce fléchi sur I'avant-bras
(1 point par coté)

b- Dorsiflexion annulaire > 90°
(1 point par c6té)

_”/—/ c- Hyperextension du coude > 10°
—_—

(1 point par coté)

d- Hyperextension du genou > 10°
S (1 point par c6té)

* e- Paumes a plat sur le sol, genoux tendus
(1 point)

j& Score de Beighton = 5 points en faveur
4 e d’une hyperlaxité articulaire

Beighton P, Solomon L, Soskolne CL. Articular mobility in an African population. Annals of the Rheumatic Diseases.1973;32:413-8
Figure 2-1 Score de Beighton. Figure d’aprés (Steinmann et al. 2003)
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L’hyperextensibilité cutanée est évaluée en dehors des zones soumises aux flexions/extensions
articulaires, et des zones cicatricielles. En tirant sur la face antérieure de I'avant-bras, par exemple, on
note une extension anormale avant de ressentir une résistance. En relachant, la peau revient a sa
position.

Les cicatrices larges, papyracées se localisent aux zones de frottement : coude, genou, menton,
front... et sur les voies d’abord chirurgicales. La peau est si fine et fragile, comme du « papier a
cigarette », qu’elle se déchire pour un traumatisme méme minime. Enfin, les ecchymoses sont le témoin
de la fragilité cutanée et capillaire. Chez I'enfant, elles peuvent laisser penser a une maltraitance. A long
terme, elles vont laisser des dépots d’hémosidérine, responsables d’'une pigmentation brune a type de

dermite ocre, indélébile.
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I 2.2 Historique

Les SED doivent leur nom a deux dermatologues. Edvard Lauritz Ehlers (1863-1937), dermatologue
danois, décrit en 1901 un jeune homme avec une hyperlaxité articulaire responsable de luxations
itératives des genoux, une hyperextensibilité cutanée, et des ecchymoses faciles (Ehlers 1901). En 1908,
Henri-Alexandre Danlos (1844-1912), un dermatologue francais, présente devant la société francgaise de
dermatologie le cas d’un jeune homme ainsi : « |'état spécial de la peau, d’'une minceur anormale, d’une
élasticité extraordinaire domine la situation et constitue avec la vulnérabilité excessive, la caractéristique
de I’état morbide » (Danlos 1908). Mais la pathologie n’a pas émergée au début du XX°™ siécle. Aussi,
des — 400 avant Jésus-Christ, Hippocrate relate dans son traité des airs, des eaux et des lieux des
individus nomades probablement atteints de ce syndrome avec une hyperlaxité articulaire et des
cicatrices larges et multiples. Ces derniéres avaient néanmois peut-étre été pratiquées au pourtour des
articulations afin de les soutenir via I'atrophie cutanée engendrée. En 1657, le chirurgien hollandais Job
Janszoon van Meek’ren rapporte I'observation d’'un jeune garcon espagnol : George Albes, présentant
une peau facilement étirable. Ainsi, en tirant la peau de son menton, il pouvait toucher sa poitrine ou se
recouvrir les yeux. En 1892, Tschernogobow présente a la société de Vénérologie et de Dermatologie de
Moscou, le cas d’un garcon de 17 ans, épileptique avec luxations articulaires a répétition, des nodules
cutanés en regard des genoux et des coudes et une peau trés extensible, fragile (Parapia and Jackson
2008). En 1933, Achille Miguet utilisait déja la terminologie d’Ehlers-Danlos comme titre a sa these mais
c’est en 1936 que Frederick Parkes Weber publie une série de cas ayant en commun : hyperextensibilité
cutanée, hyperlaxité articulaire et fragilité tissulaire sous le nom de syndrome d’Ehlers-Danlos (Weber

1936). Depuis de nombreuses formes de ce syndrome ont été rapportées, démembrées et ont justifié la

description d’une classification.
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I 2.3 Classification des syndromes d’Ehlers-Danlos

Une premiére nomenclature des syndromes d’Ehlers-Danlos en 11 types a été établie a Berlin en
1986 (Beighton et al. 1988). Celle-ci fut révisée a Villefranche-sur-Mer en 1997, en une classification
simplifiée en 6 types (Beighton et al. 1998) basée sur les éléments cliniques, I’héritabilité et les

anomalies moléculaires connues a I'époque (Tableau 2-1).

Classique Gravis (type ) AD collagéne type V :

Mitis (type Il) AD COL5A1, COL5A2
Hypermobile hypermobile (type Ill) AD
Vasculaire Artério-ecchymotique (type IV) AD collageéne type Il : COL3A1
Cyphoscoliotique Oculo-scoliotique (type VI) AR lysyl hydroxylase : PLOD
Arthrochalasique Arthrochalasie multiple congénitale AD collagene type | :

(types VIIA et VIIB) COL1A1, COL1A2
Dermatopraxie Dermatopraxie (type VIIC) AR collagene type | : ADAMTS-2
Autres SED lié a I’X (type V) XR

Périodontal (type VIII) AD

Déficit en fibronectine (type X) ?

Sd d’hypermobilité familial (type XI)  AD

Progéroide ?

autres formes -

Tableau 2-1 : Classification des syndromes d’Ehlers-Danlos (SED) selon la classification de Villefranche-sur-Mer 1997 (Beighton et
al. 1998) rappel de I'ancienne classification de Berlin 1986 (Beighton et al. 1988) mode de transmission : autosomique dominant
(AD), autosomique récessif (AR), récessif lié a I’X (XR) et anomalie moléculaire retrouvée a I'époque avec les genes
correspondants.
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I 2.4 Syndrome d’Ehlers-Danlos de type vasculaire, critéres de Villefrance-sur-Mer (1997)

Le SEDv est une entité a part, distincte moléculairement des autres formes de SED. Des
complications vasculaires avaient été rapportées chez des patients souffrant de SED (André et al. 1965;
Lynch et al. 1965; McFarland and Fuller 1964; McKusick 1966; Mories 1960) et en 1936 Sack décrivait
sous le nom « status dysvascularis » un patient SED avec fragilité artérielle (Sack 1936). En 1967 Barabas
distingue 3 groupes de SED parmi 27 patients dont un type vasculaire. Quinze patients ont une
hyperextensibilité cutanée et une hyperlaxité articulaire prononcées, 10 patients présentent les mémes
symptomes mais un peu plus atténués et des varices, 2 patientes présentent des ruptures artérielles,
une peau peu extensible et des articulations peu laxes. Ainsi écrit-il, bien que ces 2 patients présentent
les éléments diagnostiques d’un SED, elles different par d’importants aspects : ecchymoses faciles,
transparence cutanée, moindre hyperextensibilité cutanée, moindre hyperlaxité articulaire et des
douleurs abdominales intenses (Barabas 1967). Ce type de SED artériel-ecchymotique, un temps appelé
syndrome de Sacks-Barabas est désormais dénommé SEDv.

Le SEDv représente moins de 4% des SED. (Barabas 1972). L’hypothese que le SEDv puisse étre due
a I'absence de collagéne de type Ill a été évoquée en 1975 par Pope et al. (Pope et al. 1975). Son équipe
observe une diminution du contenu en collagene de l'aorte et la peau de leur patient atteint du
syndrome de Sacks-Barabas, et n’y détecte pas d’antigéne du collagéne de type Ill. En effet, les
fibroblastes de ce patient et de 3 autres ne sécretent pas de collagene de type Ill dans le milieu de
culture, et le marquage en immunofluorescence contre le collagéne de type Il est négatif sur les
fibroblastes. Pope et al. pensent avoir identifié I'anomalie biochimique responsable du SEDv : I'absence
de synthese du collagéne de type lll. Nous verrons plus loin qu’il s’agit en fait plus d’anomalies
qualitatives post-traductionnelles lors de la sécrétion du collagene que I'absence compléte de synthese,
mais il faut reconnaitre a I'équipe de Pope et al. d’avoir découvert le type de collagene impliqué dans

cette maladie. Quelques années plus tard, Byers et al. confirment I'implication du collagéne de type I
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dans le SEDv mais retrouve une sécrétion réduite a 10-15% dans le milieu de culture de fibroblastes issus
de biopsies cutanées par rapport aux controles (Byers et al. 1981). Par ailleurs, ils montrent également
que le cytoplasme des fibroblastes de sujets atteints présentent une accumulation intracellulaire de
procollagéne de type Ill d’'un poids moléculaire plus élevé qu’habituellement, témoignant probablement
de modifications post-traductionnelles importantes (Byers et al. 1981; Byers et al. 1979). C'est en 1988,
gue la premiere mutation du géne COL3A1 a été mise en évidence et reconnue comme responsable d’un
SEDv (Superti-Furga and Steinmann 1988).

Seule la mise en évidence d’'une mutation du géne COL3A1 codant pour le collagene de type |l
apporte la certitude du diagnostic. Cependant un SEDv est suspecté devant la présence d’au moins 2

criteres majeurs conduisant a la réalisation du test génétique (Tableau 2-2).

Peau fine, translucide Acrogérie
Ecchymoses extensives Hyperlaxité des petites articulations
Morphotype facial caractéristique Rupture tendineuse ou musculaire

Rupture ou fragilité artérielle, digestive ou utérine  Pied-bot
Varices précoces
Fistule artério-veineuse carotido-caverneuse
Pneumothorax et hémopneumothorax
Rétraction gingivale
Cas ou mort subite inexpliquée chez Iles
apparentés

Tableau 2-2 Critéres diagnostiques du syndrome d’Ehlers-Danlos vasculaire. D’aprés la classification de Villefranche-sur-
Mer(Beighton et al. 1998).

D’autres points spécifiques au SEDv ont été explicités lors de la conférence de Villefranche-sur-Mer :

i) L'apparence faciale chez certains patients se caractérise par une diminution du tissu adipeux
sous-cutané, en particulier du visage et des membres.

ii) L'hyperlaxité articulaire est généralement limitée aux doigts.

iii) Les ruptures artérielles spontanées ont un pic d’incidence dans la troisieme ou quatriéme
décennie de la vie, mais peuvent survenir plus tot. Les artéres de moyen calibre sont le plus

souvent impliquées. La cause la plus fréquente de mort subite est la rupture artérielle.




vi)

vii)

viii)
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Un tableau douloureux abdominal aigu est une présentation fréquente devant faire évoquer
une rupture artérielle ou digestive.

La circulation veineuse sous-cutanée du haut du thorax et sur I'abdomen est facilement visible.
En cas d’ecchymoses faciles il convient d’éliminer une maladie hématologique ou une
maltraitance. Dans le contexte d’ecchymoses chroniques, de cicatrisation pathologique, il
convient de distinguer le SED de type vasculaire du type classique.

En I'absence d’histoire familiale, le diagnostic de SEDv est difficile a évoquer chez I'enfant.

Les grossesses des patientes SEDv peuvent se compliquer de rupture utérine, d’hémorragie en
per- ou peri-partum, et de déchirures périnéales lors de I'accouchement.

La chirurgie est a risque de complications graves et fréquentes, per- ou post-procédure par

lachage des sutures.

Au sein des SED, le type vasculaire est le seul a voir survenir des complications artérielles et des

ruptures d’organes creux qui font toute la sévérité de la maladie et rendent son pronostic sombre.
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I 2.5 Caractéristiques du SEDv

f25.1 Epidémiologie

La prévalence du SEDv est difficile a mesurer du fait de sa rareté, de la variabilité du phénotype
qui n‘oriente pas toujours vers un test génétique et a cause de la mortalité élevée des complications,
situation durant laquelle le prélevement génétique est souvent manquant. Ainsi la prévalence est
estimée entre 1/90 000 et 1/300 000 (Bergqvist et al. 2013; Frank et al. 2015a; Pepin et al. 2014), voire
méme 1/25 000 sur des projections par comparaison a la prévalence des mutations du collagéne de type
| (Pepin et al. 2014). En I'absence de traitement curatif, le dépistage familial pourrait apparaitre sans
intérét. Toutefois la connaissance de son statut vis a vis du géne COL3A1 a toute son importance dans la
prévention des complications. Informés de son risque artériel, digestif, et utérin, le patient dépisté peut
bénéficier d’'une prévention par l'instauration d’un traitement bétabloquant diminuant la survenue des
complications (Ong et al. 2010) et par I’éviction si possible des actes invasifs a risque : ponction artérielle,
coloscopie...

Le pronostic de cette maladie est dramatique avec un age de survenue d’une premiere
complication majeure entre 29 et 31 ans (Frank et al. 2015a; Pepin et al. 2014), et 80% des patients a 40
ans ont déja présenté une complication grave. Cette premiere complication est une fois sur deux
vasculaire et chaque complication est grevée d’une mortalité autour de 10% (Frank et al. 2015a; Oderich
et al. 2005; Pepin et al. 2000; Pepin et al. 2014). Dans la premiéere publication de leur cohorte en 2000,
Pepin et al. rapportent que 92% des décés des 220 cas index sont d’origine vasculaire. Dans leur seconde
publication en 2014, 22 % des complications vasculaires sont des anévrismes, dissections ou ruptures
aortiques, conduisant au décés dans 68 % des cas (Pepin et al. 2014). Ceci explique que la premiére
cause de déces est la rupture artérielle (79%) et que la médiane de survie est de 51 ans soit 35 ans
inférieure a celle de la population générale (Pepin et al. 2014). L’atteinte suivant le sexe est variable en

fonction des séries de la littérature : variant entre 36% et 55% d’hommes (Frank et al. 2015a; Oderich et
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al. 2005; Pepin et al. 2014; Shalhub et al. 2014; Watanabe and Shimada 2008). Il existe possiblement une
mortalité supérieure chez les hommes comparativement aux femmes : médiane de survie de 46 ans
versus 54 ans par excés de mortalité des jeunes hommes. Parmi les hommes, 18% des déces, tous
d’origine vasculaire, surviennent avant I'age de 20 ans, comparativement a 7% des déces féminins (Pepin
et al. 2014). Le SEDv est une maladie grave et contrairement a d’autres maladies génétiques vasculaires,
comme la maladie de Marfan, les complications surviennent sur des vaisseaux qui ne sont pas
morphologiquement dilatés et la topologie et le moment de survenue d’une rupture artérielle (ou
digestive) sont totalement imprévisibles (Karkos et al. 2000). Cette épée de Damoclés est responsable
également de conséquences psychologiques importantes a considérer lors de la prise en charge de ces

patients.
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I 2.5.2 Clinique et symptomes

Le SEDv se distingue des autres formes de SED par des symptémes cardinaux : hyperlaxité
articulaire, hyperextensibilité cutanée moins marquées, alors que la fragilité tissulaire est au premier
plan avec des complications d’organe : vaisseau, utérus, colon qui font toute la gravité de la maladie

(Tableau 2-5).

2.5.2.1 Acrogérie, morphotype facial

Les patients atteints de SEDv présente un morphotype facial assez caractéristique avec un visage
fin en « madone », avec des pommettes saillantes, des joues creuses, des yeux globuleux et enfoncés,
une légére pigmentation au pourtour et de fines télangiectasies des paupieres, un nez fin et pincé, des
levres horizontales et peu ourlées. Au niveau des oreilles, le pavillon est fin, étroit et ferme au toucher,
et le lobe de I'oreille est peu développé voire absent (Figure 2-2). Il existe par ailleurs une tendance a
I"alopécie. Enfin, on remarque facilement I'aspect de vieillissement prématuré du dos, des mains et des
pieds avec un lacis veineux sous-cutané bien visible, une peau ridée, fine moulant les reliefs osseux, d’ou
le terme acrogérie (Germain 2007; Pepin et al. 2000; Watanabe et al. 2007; Watanabe and Shimada

2008).

2.5.2.2 Atteinte cutanée

L'atteinte cutanée se traduit par une peau lisse, douce et veloutée au toucher, fine, translucide, avec
présence d’hématomes ou de dépots pigmentés séquellaires. L’hyperélasticité est absente ou discrete a
la différence des SED classique ou hypermobile (Germain 1995). Ainsi, Catala-Pétavy et al. ont analysé
différents parametres biométriques cutanés et n’ont pas en évidence d’hyperextensibilité dans le SEDv a
la différence des autres SED, mais en revanche une moindre épaisseur 0,95 mm chez les patients avec
SEDv contre 1,10mm chez les sujets controles (Catala-Pétavy et al. 2009). La transparence cutanée
excessive laisse transparaitre une circulation veineuse sous-cutanée a la partie haute du thorax et sur la

paroi de I'abdomen. Moindre que dans le SED classique, la fragilité cutanée est responsable de plaies
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pour des traumatismes minimes dont la cicatrisation est lente, avec des cicatrices larges d’aspect
papyracé qui s’élargissent au fil du temps (Figure 2-2).

L" « elastosis perforans serpiginosa » n’est pas rare dans le SEDv et se présente sous la forme de
papules a centre clair affaissé et plan, localisées au cou et aux plis de flexion (Ahmadi and Choi 2011).
Ces lésions cutanées témoignent de la fragmentation des fibres élastiques, éliminées a travers
I’épiderme. Des hématomes spontanés ou consécutifs a des légers coups sont également le témoin de
cette fragilité et finesse cutanées.

Ces ecchymoses « faciles » sont souvent un motif de consultation ; conduisant a la réalisation
d’explorations biologiques a la recherche d’un trouble de ’hémostase primaire ou de la coagulation. Ces
résultats reviennent systématiquement négatifs. Anstey et al. ont pratiqué des test de coagulation et
d’agrégation plaquettaires sur 51 patients atteints de SED. Parmi les 7 SEDv, tous avaient des tests de
coagulation et des taux plaquettaires normaux. Aux tests d’agrégation plaquettaires seul un patient
présentait un défaut de sécrétion, et 3 des réponses diminuées au test a la ristocétine (Anstey et al.
1991). Chez I'enfant, la présence des ecchymoses doit faire éliminer une pathologie de I'hémostase
primaire ou secondaire, puis le diagnostic de maltraitance ce qui met en porte-a-faux les parents

d’enfants atteints de SEDv (De Paepe and Malfait 2004).
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Figure 2-2: Caractéristiques cutanées : A (http://www.tadcoalition.org/tad/4771/Josh) & B (in (Nuytinck et al. 1992):
morphotype facial ; C: transparence cutanée; D : acrogérie; E & F In (Germain 2002) : cicatrices papyracées; G : hypolobulation
de l'oreille.

2.5.2.3 Atteinte articulaire

L'atteinte articulaire est au second plan. On retrouve une hyperlaxité articulaire des petites
articulations (phalangiennes et métacarpophalangiennes), mais pas des grosses articulations comme
dans les autres types de SED bien que quelques unes soient parfois retrouvées a l'interrogatoire

(Germain 2007; Steinmann et al. 2003). On retrouve également des dysplasies congénitales de hanche

(1%) et des pieds bots (8%), plus fréquemment que dans la population générale (Pepin et al. 2014).
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2.5.2.4 Atteinte buccale

La rétraction gingivale est un critére mineur défini lors de la conférence de Villefranche-sur-Mer
en 1997 classiquement rapporté dans le SEDv (Beighton et al. 1998; Steinmann et al. 2003). L'étude de
17 patients de notre centre, atteints de SEDv moléculairement prouvé, comparés a 46 témoins, a
retrouvé une rétraction gingivale moins fréquente dans le SEDv (41,2%) que chez les contrdles (67,3%)
alors que d’autres signes dentaires étaient plus spécifiques (Ferré et al. 2012). La gencive et la muqueuse
buccales étaient plus fines et transparentes dans le SEDv, laissant plus facilement transparaitre la
vascularisation sous-jacente. Il était d’ailleurs retrouvé une plus grande fragilité gingivale avec
saignement facile lors de I'examen buccal. Par ailleurs, une douleur de [l'articulation temporo-
mandibulaire était présent chez 41% des SEDv contre 6,5% des contréles. Un remaniement prématuré
des surfaces articulaires de l'articulation temporo-mandibulaire était tres fréquemment retrouvé chez
les SEDv (43,8%) contre 4,3% des sujets témoins. Sur un cliché panoramique dentaire, un trouble de
I'articulé temporo-mandibulaire, des fusions des racines des molaires, une augmentation de la longueur
des racines, une réduction du volume pulpaire étaient des caractéristiques des patients atteints de SEDv
(Ferré et al. 2012).

A noter que 5 des 17 patients n’avaient pas de frein labial inférieur. L'absence de frein labial
inférieur a en effet été évoqué comme signe spécifique des SED classiques et hypermobiles (sensibilité
de 100%, spécificité de 99,4%) (De Felice et al. 2001). Néanmoins une enquéte britannique auprés de
371 patients atteints de SED y a retrouvé une prévalence de 11 % d’absence de frein labial inférieur

contre 8 % chez des témoins, différence non significative (Shankar et al. 2006).
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‘ 2.5.2.5 Atteinte pulmonaire

Pneumothorax, hémothorax, hémoptysies sont des complications qui peuvent révéler la maladie
(Herman and McAlister 1994; Selim et al. 2010; Yost et al. 1995). L'imagerie met en évidence des bulles
ou blebs sous pleuraux (Figure 2-3) et une série de 9 cas avec analyse histologique des prélevements
pulmonaires et pleuraux a retrouvé différentes caractéristiques : dilacérations du tissu pulmonaire
responsable d’un saignement et de bulles, cavité et fibrose autour de I’"hématome, puis formation d’un

nodule dense aprés rétraction du tissu et de ’'hématome (Kawabata et al. 2010).

Figure 2-3: Tomodensitométrie thoracique mettant en évidence des bulles: sous-pleurale (supra), intra-parenchymateuse (infra)
chez un homme de 17 ans atteint de SEDv
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2.5.2.6 Atteinte vasculaire

L'atteinte vasculaire domine le tableau clinique comme exposé plus haut. Elle se manifeste par
des dissections compliquées ou non d’anévrisme (48%), des ruptures d’arteres (38%) de moyen calibre le
plus souvent mais également de 'aorte, des anévrismes fusiformes (14%) (Oderich et al. 2005) (Figure 2-
4). Les symptomes sont variés: mort subite; hématome: mollet, rétropéritonéal, intrabdominal ;
hémothorax ; hémoptysie ; hématémese ; accident vasculaire cérébral (Cikrit et al. 2002; Cikrit et al.
1987; Freeman et al. 1996; Mattar et al. 1994).

Les artéres le plus souvent atteintes dans les complications vasculaires du SEDv sont les branches
de I'aorte abdominale comme le montre le Tableau 2-3: artéres rénales, arteres hépatique et splénique

mais également les iliaques (Bergqvist 1996; Cikrit et al. 1987; Germain 2002; Habib et al. 2001; Oderich

et al. 2005; Pepin et al. 2014; Shalhub et al. 2014).

Figure 2-4: Complications artérielles du SEDV. A: rupture de I'artére sous-claviére droite. B: faux anévrisme de I'artére iliaque
primitive droite. C: dissection de I'artére iliaque externe droite et anévrisme de I'artere iliaque primitive gauche. D: anévrisme de
I'artere splénique. E: rupture de I'artere hépatique gauche. F: embolisation de la rupture de I'artére hépatique gauche présentée
en E. G: dissection de I'aorte abdominale et I'artére rénale gauche. H: 6 mois aprés la dissection présentée en G, artére rénale
disséquée, atrophie rénale gauche.
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Des dissections coronaires peuvent également survenir et engendrer un syndrome coronaire
aigu (Oderich et al. 2005; Pepin et al. 2014). Dans la cohorte nord-américaine, Pepin et al. rapporte 25
cas (9 hommes, 16 femmes) d’age moyen 31 ans (hommes 25 ans, femmes 34 ans) (Pepin et al. 2014). La
mortalité était de 33%, 42% ont survécu apres chirurgie, 17% ont survécu sans chirurgie.

Une manifestation classique, entre 4 et 24% selon les séries est la fistule carotido-caverneuse
responsable d’acouphénes, d’un souffle orbitaire, d’'une exophtalmie (Bergqvist 1996; Oderich et al.
2005; Pepin et al. 2014; Shalhub et al. 2014) (Tableau 2-3). La fistule carotido-caverneuse peut étre
traitée avec succes par embolisation dans des mains expertes avec toutes les précautions requises chez
ce type de patient et une surveillance étroite du point de ponction artériel (Chuman et al. 2002; Desal et
al. 2005). Pepin et al. rapportent 27 cas de fistule carotido-caverneuse (5 hommes, 22 femmes) d’age
moyen 31 ans (idem entre hommes et femmes). La survie était de 100%, avec 17 embolisations, et
complications per- ou post-procédure pour 7 d’entre-elles (41%) (Pepin et al. 2014). La survenue

spontanée d’une fistule carotido-caverneuse, chez un patient jeune, doit d’emblée faire évoquer un

diagnostic de SEDv (Figure 2-5).

Figure 2-5: Complications artérielles cérébrales dans le SEDv. A : dissection de I'artere vertébrale droite a son entrée dans la boite
crGnienne. B : Fistule carotido-caverneuse droite. C: compliquée d’un saignement intraparenchymateux secondaire a
I’hyperpression veineuse du sinus latéral droit.

L'atteinte des artéres intracraniennes est sévere, grevée d’'une mortalité de 39% et les

dissections carotidiennes sont moins séveres mais ont tout de méme une mortalité de 14% (Pepin et al.
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2014). Les dissections carotidiennes ou vertébrales sont assez fréquentes dans le SEDv (North et al.
1995; Schievink 2004; Schievink et al. 1990) (Figure 2-5). Néanmoins, les données de la cohorte CADISP
montrent que la prévalence du SEDv dans les dissections des artéres cervicales reste exceptionnelle: 2
patients sur une cohorte de 1934 patients (Debette et al. 2014). Néanmoins cette étude met en évidence
de maniére intéressante des particularités dans les formes familiales de dissections cervicales (1% des
cas): notamment une atteinte de l'artére carotide (90%) plus fréquente que dans les formes non-
familiales (68%). Enfin, il est a noter qu’en plus des 2 patients avec SEDv, un patient était diagnostiqué
SED classique, un SED hypermobile, un avec ostéogénese imparfaite, un syndrome de Marfan,
témoignant de I'impact des protéines de la MEC dans le maintien de l'intégrité de la paroi artérielle.
Enfin dans plusieurs séries de dissections cervicales totalisant 53 patients (Kuivaniemi et al. 1993; Martin
et al. 2006; Pein et al. 2002; van den Berg et al. 1998), le séquencage systématique du gene COL3A1 a la
recherche de mutations n’a permis de retrouvé que 2 apparentés avec une mutation responsable d’une
substitution glycine de la triple hélice (Martin et al. 2006), mais dont la clinique n’était pas évocatrice de

SEDv laissant supposer une pénétrance incomplete de la mutation rapportée.



Fréquence Fréquence Fréquence taux de

mortalité
Téte et cou 25% 17%
fistule carotido-caverneuse 6% 1% 0%
carotide 8% 20%
vertébral 2% 12% 8% 14%
sous-clavier 12% 12%
intracranien 3% 5% 39%
Thorax 23% 14% 32%
aorte thoracique 15% 5% 59%
aorte abdominale 7% 4% 53%
aorte 14% 13% 75%
cardiaque 2% 85%
thorax 5% 37%
coronaire 4% 31%
Abdomen 39% 34%
renal 8% 26% 5% 34%
hepatique ou splénique
tronc coeliaque 4% 21% 7% 46%
hépatique 1% 12%
splénique 5% 27%
artére mésentérique 6% 4%
supérieure
iliaque 8% 40% 8% 26%
abdominal 2% 14% 25%
Membres 17% 17%
membres 17% 7% 4%
anévrismes multiples 4% 20%
vasculaire 6% 52%

Tableau 2-3: Répartition des atteintes artérielles au cours du SEDv d’aprés trois grandes séries de la littérature
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Enfin, 'apparition précoce de varices des membres inférieurs est fréquente au cours du SEDv.
L’éveinage des veines saphénes est classiquement contre-indiqué car exposant au risque de déchirure de
la veine d’abouchement, la veine fémorale commune ou la veine poplitée lors de la procédure.
L'insuffisance veineuse secondaire aux varices représente une gene pour les patients pas uniquement
esthétique mais également douloureuse avec tous les signes cliniques d’insuffisance veineuse chronique

des membres inférieurs (Frank et al. 2015b).

2.5.2.7 Atteinte vasculaire asymptomatique

La surveillance par imagerie est controversée car I'attitude thérapeutique est le plus souvent
conservatrice alors que la connaissance de lésions artérielles asymptomatique est anxiogene (Bergqvist
et al. 2013). Oderich et al. ont retrouvé chez 24 patients explorés 52% de lésions vasculaires
asymptomatiques notamment par des explorations non invasives avec une sensibilité de 76% (Oderich et
al. 2005). De plus, comme évoqué plus haut, des complications aigués peuvent survenir dans un lit

artériel apparaissant indemne de Iésions préalables.

2.5.2.8 Atteinte cardiaque

Aux explorations échocardiographiques, des insuffisances valvulaires aortique, mitrale ou
tricuspide ont été rapportées (Dill-Russell and Jones 2001; Jiang et al. 2012; Oderich et al. 2005). Jaffe et
al. ont exploré par échocardiographie une série de 10 individus d’'une méme famille dont le diagnostic de
SEDv était porté a partir de I'examen clinique et de la diminution de production du collagéne de type llI
par analyse biochimique des cultures de fibroblastes cutanés. Les 8 patients atteints de SEDv avaient
tous un prolapsus valvulaire mitral (Jaffe et al. 1981). Toutefois cette surreprésentation du prolapsus
valvulaire mitrale semble inconstante dans d’autres séries, retrouvant une prévalence de 6,1% versus 7%
chez les sujets contréles (Dolan et al. 1997). D’ailleurs, une étude systématique des génes codant pour
les collagenes fibrillaires de type | et Ill n’a pas permis de ségréger les cas familiaux de prolapsus

valvulaire mitral des cas sporadiques (Wordsworth et al. 1989).
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2.5.2.9 Atteinte digestive

L'atteinte digestive est elle aussi responsable de tableaux cliniques séveres et bien souvent
dramatiques. La complication la plus fréquente est la rupture colique responsable d’une douleur
abdominale avec abdomen chirurgical et péritonite (Frank et al. 2015a; Oderich et al. 2005; Pepin et al.
2000; Pepin et al. 2014). Les ruptures spontanées digestives affectent dans 80% des cas le colon
sigmoide (Freeman et al. 1996; Pepin et al. 2000). L’hyperpression lors du passage des selles pourrait
induire des contraintes pariétales a I'origine de ces perforations (Perdu et al. 2006). La prévalence de la
diverticulose sigmoidienne est élevée dans le SEDv (Beighton and Horan 1969) tout comme la
constipation facteur de risque de diverticulose (Demirogullari et al. 2006; Sentongo et al. 1998). Ces
diverticules sont assez fréquents chez les enfants atteints de SEDv (Beighton and Horan 1969; Habib et al.
2001; Sykes 1984) et peuvent se compliquer de perforations sigmoidiennes dées I'enfance (Naclerio et al.
1990; Shi et al. 1989) voire méme in utéro (Sykes 1984). Une autre hypothese physiopathologique serait
la survenue de micro-saignements dans la paroi colique, responsable d’une nécrose locale et
secondairement d’une perforation (Aldridge 1967). Les cas de saignements du tractus gastro-intestinal,
d’hématémeses, d’hématomes intra-muraux au scanner ou en endoscopie viennent étayer cette
hypothése (Aldridge 1967; Beighton et al. 1969; LAPAYOWKER 1960). Toutefois, plusieurs auteurs
rapportent des perforations coliques survenant sur un célon d’apparence macroscopiquement saine
(Aldridge 1967; Bedda et al. 2005). L’analyse histologique des prélévements tissulaires au niveau des
perforations coliques met en évidence une rupture de la muqueuse musculaire, des plages de nécrose et
surtout une infiltration inflammatoire aspécifique (Ng and Cheong 2011).

Les récidives de perforation sont fréquentes, jusqu’a 50% pour certains, justifiant une colectomie
totale dés la premiere perforation (Berney et al. 1994; Freeman et al. 1996; Fuchs and Fishman 2004;

Stillman et al. 1991).
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Des ruptures spontanées de I'cesophage (Reis et al. 1998), de I'estomac (Massé et al. 1967), de l'intestin
gréle (André et al. 1965; Gdmez Sugrafies et al. 1995; Pflumio et al. 2000), de la rate ou du foie sont

également rapportées (Germain 2002; Harris et al. 1985; Solomon et al. 1996).

2.5.2.10 Atteinte obstétricale

Enfin, les femmes sont a risque de complications obstétricales: rupture utérine, déchirure
vaginale...responsables de 15 a 25% de déces dans le peri-partum selon les séries (Lurie et al. 1998; Pepin
et al. 2000; Rudd et al. 1983). Rudd et al rapportent 5 déces sur 10 femmes, pour 20 grossesses (Rudd et
al. 1983). Pepin et al rapportent 12 décés sur 81 femmes, pour 167 accouchements a terme parmi 183
grossesses soit une mortalité de 6,6% par rapport au nombre de grossesses (Pepin et al. 2000). Parmi les
17 femmes décédées en peri-partum, 7 sont décédées de rupture utérine pendant le travail, 3 de
rupture vasculaire a I'accouchement, 7 de rupture vasculaire aprés I'accouchement (Pepin et al. 2000;
Rudd et al. 1983). Du fait de cette mortalité élevée la césarienne systématique dans le SEDv est souvent
préconisée sur I'argumentaire que les accouchements par voie basse se compliquent de déchirures
larges et séveres du périnée et d’hématome et de ruptures utérines liées aux efforts de poussée, alors
que les césariennes préservent la filiere vaginale et permettent plus facilement un contréle de
I’'hémostase en cas de saignement. Néanmoins, on ne sait pas si la césarienne préviennent des ruptures
artérielles, et elles n’offrent pas de supériorité pour controler cette complication par rapport a
I’accouchement par voie basse et peu de données soutiennent cette recommandation de césarienne
systématique (Brighouse and Guard 1992; Lind and Wallenburg 2002; Lurie et al. 1998). Par ailleurs, les
chiffres de mortalité maternelle sont probablement surestimés et pessimistes par sous-déclaration des
grossesses menées sans complication. Ainsi, sur 72 grossesses chez 36 patientes suivies dans notre
centre, 67% ont été menées a terme, 21% étaient des fausses-couches spontanées, 11% des
interruptions volontaires de grossesse et une était extra-utérine. L’age moyen était de 28 + 5 ans a la

premiere grossesse et le terme 38 + 2 semaines. Les poids et taille des nouveau-nés étaient dans les
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normes par rapport au terme. Alors que la majorité des accouchements (75%) s’est compliqué, 1
patiente est décédée soit une mortalité maternelle de 3,8% et un taux de mortalité de 1,4%, par rapport
au nombre de grossesses, bien loin des 12-25% classiquement rapportés (Frank et al. 2011). Le déces est
survenu sur une rupture aortique. Une autre complication artérielle est a rapporter : une dissection
vertébrale. Les complications se répartissent en déchirures périnéales lors de 24 (50%) d’accouchement
par voie basse dont 9 déchirures complétes, et 15% d’hémorragies lors de césariennes, nécessitant dans
5 cas des transfusions sanguines pour choc hémorragique et la réalisation d’une hystérectomie
d’hémostase. D’autres complications sont survenues : une rupture colique, une perforation vésicale et
une rupture de pilier mitral. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Gilchrist et al. qui ne rapportent
aucun déces sur 37 grossesses chez 8 femmes d’'une méme famille ayant au niveau moléculaire la
substitution d’une glycine par une sérine en position 571 (Gilchrist et al. 1999). Parmi les 37 grossesses,
29 ont été menées a terme, 1 accouchement était prématuré a 26 semaines, 6 se sont arrétées
précocement en raison de fausses couches spontanées, et une était extra-utérine.

Le tableau 2-5 rassemble les données cliniques des grandes séries publiées, permettant
d’apprécier la prévalence des critéres majeurs et des critéres mineurs ainsi que celles des complications
dans le SEDv. Quand l'information est disponible, on peut noter que I'dge de diagnostic est plus tardif

pour les cas apparentés ainsi que le tableau clinique plus frustre par comparaison aux cas index.



cas cas cas cas cas cas cas cas cas cas

index apparentés index apparentés index apparentés index apparentés index apparentés

N=220 N=199 N=31 N=9 N=67 N=146 N=69
homme 55% 48% 48% 44% 39% 36%
age (ans) 25 (12-37) 33 (17-49) 29 (18-40) 26 41 (8-70) 33 (24-43) 38 (19-49)
facies caractéristique 29% 61% 82% 66%
peau fine translucide 77% 87% 57% 90% 87%
ecchymoses faciles 97% 76% 78% 68%
complication artérielle 46% 45% 87% 100% 80% 55%
complication digestive 19% 23% 44% 12% 36% 16%
complication utérine —15%— 16% 3% 25% 17%
acrogérie 67% 48%
rétraction gingivale 15% 9%
hyperlaxité articulaire 58% 43% 38% 33%
rupture 13% 9% 11% 5%
tendineuse/musculaire
pied bot 3% 9% 18% 8%
varices précoces 6% 13% 29% 22%
fistule carotido- 3% 6% 10% 2%
caverneuse
Pneumothorax- 16% 77% 22% 10% 5%
hémothorax
histoire familiale 38% 58% 44% 64% 28% -

Tableau 2-4: Caractéristiques cliniques des grandes séries rapportées dans la littérature, de patients atteints de SEDv.

L’dge est exprimé en médiane (25

me_758™ percentiles)




I 2.5.3 Aspects moléculaires

Le collagene de type lll, tout comme les collagénes |, I, V et X, est un collagene fibrillaire, classe
des collagénes la plus abondante et la plus répandue dans le corps humain. Ces collagénes forment de
longues fibrilles ordonnées dans les tissus de soutien. Le précurseur du collagene de type lll, le
procollagéne de type Il est formé d’un homotrimere de chaines pro-alphal (Ill) de 300 nm de long (1467
acides aminés dont 1029 pour le domaine central) comportant un domaine central en triple hélice et des
domaines globulaires N et C terminaux. Ces domaines sont ensuite clivés pour constituer le collagéne de

type lll, élément de base des faisceaux de fibres de collagéne (Figure 2-6).

wAAAAn) Chaines alphat de
MW procollagéne de type Il

Nucléation a partir de
I'extrémité
C-terminale

Procollagéne de type Ill
Trimere de chaines alpha 1

Protéinase N T 1 T Protéinase C

MMM@

Collagéne type IlI

hor Fibrilles

Figure 2-6 Résumé des étapes de synthése du collagene de type Ill par les fibroblastes.

Les chaines de procollagéne sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique. Trois chaines s’enroulent sur elles-mémes pour
former une triple hélice, a partir de leurs extrémités C-terminales. Dans le réticulum endoplasmique ont lieu toutes les
modifications post-traductionnelles non représentées ici. Apreés le transport dans I'appareil de Golgi, et une fois sécrété en dehors
de la cellule, le procollagéne de type Il voit ses extrémités N- et C-terminales clivées et le collagene ainsi formé, s’assemble avec
le collagene de type | pour former des fibrilles consolidées par des liaisons covalentes entre les fibres. D’aprés (Canty and Kadler
2005)
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2.5.3.1 Génétique

La stabilité de la triple hélice est étroitement liée a la conservation de sa structure primaire
répétitive constituée de triplets d’acides aminés le premier étant invariablement une glycine —le plus
petit des acides aminés— et les 2 suivants une proline, une hydroxyproline ou une lysine (motif Gly-X-Y)
(Myllyharju and Kivirikko 2004). La chaine pro-alphal (lll) est codée par le géne COL3A1 situé sur le bras
long du chromosome 2 en 2g24.3-q31 (Emanuel et al. 1985). Ce gene contient 51 exons répartis sur 44
kb d’ADN génomique. La plupart des mutations déléteres 62% sont des mutations faux sens des résidus
glycine qui empéchent la formation correcte de la triple hélice (Frank et al. 2015a; Pepin et al. 2000;
Pepin et al. 2014).

Les mutations du géne COL3A1 les plus fréquemment rencontrées sont les mutations
responsables d’une substitution d’une glycine du domaine de la triple hélice par un autre acide aminé
(Frank et al. 2015a; Pepin et al. 2014). Dans le cas de substitution glycine, la formation de la triple-hélice
avec une, deux, ou trois chalnes avec mutation est retardée a cause de I'encombrement stérique,
comme démontré dans des fibroblastes de patients avec ostéogénése imparfaite pour le collagéne de
type | (Vogel et al. 1988), et suspecté pour le collagene de type Il dans des cellules de patients avec SEDv
(Byers 1990; Tromp et al. 1995; Tromp et al. 1989a; Tromp et al. 1989b). Le collageéne de type Il anormal
subit des modifications post-traductionnelles importantes et est sécrété plus lentement voir pas du tout,
étant dégradé en intracellulaire (Byers et al. 1979; Byers et al. 1981; Superti-Furga and Steinmann 1988).

La premiere mutation du gene COL3A1 rapportée, concernait un patient de 22 ans portant une
délétion hétérozygote de 3 kb, n’affectant pas la transcription d’ou la production équivalente d’ARNm
mutés et non mutés. lls ont montré que cette délétion n’empéchait pas la transcription mais diminuait la
sécrétion du procollagéne de type Ill (Superti-Furga et al. 1988; Superti-Furga and Steinmann 1988). Les
exons étant répétitifs, en phase, leur délétion peut conserver le cadre de lecture et donc la transcription

traduction en protéine. Les mutations d’un site d’épissage conduisent ainsi le plus souvent a la
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production d’une chaine a tronquée avec un effet dominant négatif et non a une haploinsuffisance. Il y a
alors une sécrétion d’homotriméres normaux et anormausx, car plus courts, qui vont se déposer dans la
MEC. Schwarze et al. ont retrouvé seulement 2 patients avec mutations affectant le site accepteur
d’épissage contre 28 pour le site donneur alors que Pope et al. en retrouvait 2 sur 5, et Guinta et
Steinmann 1 sur 4 (Giunta and Steinmann 2000; Pope et al. 1996; Schwarze et al. 1997). La sous-
représentation des mutations du site accepteur d’épissage suggére que par sélection d’'un autre site
d’épissage accepteur, avec décalage du cadre de lecture et la survenue d’un codon Stop prématuré, la
conséquence en serait une haploinsuffisance.

Les mutations avec décalage du cadre de lecture, aboutissant a un codon Stop prématuré et
donc a un défaut quantitatif du collagéne de type Ill, appelé haploinsuffisance, ne sont pas
prédominantes dans le SEDv (Frank et al. 2015a; Pepin et al. 2014). Le collagéne de type Il est dans cette
situation qualitativement normal, mais produit en quantité insuffisante a partir de l'allele sauvage
restant (Leistritz et al. 2011; Schwarze et al. 2001). Le phénotype clinique n’en est pas moins sévére et
méme comparable aux patients avec SEDv, avec une forte prévalence des complications vasculaires

(Schwarze et al. 2001).
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2.5.3.2 Biochimie

La présence d’une chaine mutée de procollagene au sein d’une triple hélice induit des anomalies
conformationnelles séveres altérant le collagéne de type lll. La probabilité d’obtenir un homotrimeére de
chaines alphal non-mutées est égale a (%)® soit %. Les majorités des mutations hétérozygotes de
COL3A1 ont donc un effet dominant négatif. Les patients atteints de SEDv présentent un collagéne de
type Il altéré conduisant a une accumulation intracytoplasmique, une sécrétion diminuée, une stabilité
moindre du trimére sécrété. Ces mutations sont responsables d’anomalies qualitatives du collagene de
type Il qui n"est plus sécrété mais s’accumule dans le réticulum endoplasmique granuleux du fibroblaste
(Holbrook and Byers 1981).

Ainsi dans le cadre de saut d’exon sans décalage du cadre de lecture, il a été démontré chez un
patient avec saut d’exon 25, que la production de collagene de type Ill se normalisait pour des
températures inférieures a 37°C, a cause d’une diminution de la contrainte thermique sur la formation
de la triple hélice (Lee et al. 1991) comme démontré chez un autre patient (Wu et al. 1993). Des
délétions plus longues, sans décalage du cadre de lecture peuvent conduire a la production de 2
populations de collagéne de type Ill, comme pour la délétion de 9.0 kb responsable d’un saut entre
I'intron 33 et I'exon 48 et d’une perte de 413 acides aminés dans la séquence de la protéine (Vissing et al.
1991). Ainsi les molécules de procollagéne de type lll avec homotrimeéres de chaines alpha normales, et
celles avec homotriméres de chaines alpha mutées étaient décrites comme thermostables et sécrétées,
a la différence des homotriméres mixant les 2 types de chaine (Vissing et al. 1991).

Les études biochimiques s’effectuent a partir de I'extraction du collagene radiomarqué soit
extracellulaire, sécrété dans le milieu de culture, soit intracellulaire de cultures de fibroblastes cutanés
de patients. La migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide-SDS (sodium dodécyl sulfate)

(Figure 2-7) permet de mettre en évidence un défaut quantitatif (quantité moindre en cas
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d’haploinsuffisance), et un défaut qualitatif (migration perturbée par augmentation des modifications

post-traductionnelles) (de Paepe 1994; Mizuno et al. 2013; Pope et al. 1996).
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Figure 2-7: Electrophorese sur gel de polyacrylamide sodium dodécyl sulfate, des collagénes et procollagéenes des cellules d’un
patient atteint de SEDv (P: péritoine, V: vein, S: skin: peau, A: artére) et de cellules de peau d’un sujet contréle (C: contréle).
D’apres (Nuytinck et al. 1992)

A: séparation des collagenes non réduits, traités par pepsine. La bande a1(lll) triméere est moins intense, surtout dans la peau du
patient SEDv que la bande contréle.

B: Apres lente réduction, les chaines a1(lll) migrent comme monomeres. Tous les tissus du patients SEDv donnent un aspect de
double bande al(lll) et a’1(lll) alors que le témoin ne donne qu’une seule entité.

C: Séparation des procollagénes sécrétés dans le milieu par les cellules du patient SEDv montrant toujours les deux bandes a1(lll)
et a’1(lll) alors que le témoin ne donne qu’une seule entité. Le procollagene (1) est comparable entre le patient SEDv et le contréle.

Bien que le collagene de type Ill ne représente que 10 a 22% du collagéne total de la peau
normale, chez les patients atteints de SEDv sa réduction est responsable d’'une amincissement de la peau
jusqu’au % de la normale et d’une déstructuration architecturale Smith et al ont analysé des échantillons
de peau dont I'épaisseur variait entre 0,66 et 1,54 mm pour 22 patients avec mutation du géne COL3A1
contre 1,25 + 0,25 mm chez 14 témoins (Smith et al. 1997). Les fibres élastiques étaient plus nombreuses,
les fibres de collagéne plus fines et plus éparses et dispersées en cas de SEDv (Figure 2-8). Par ailleurs, les
substitutions glycines proches de I'extrémité C-terminale étaient associés a une accumulation intense du

collagene dans le réticulum endoplasmique granuleux, et une réduction plus prononcée du diamétre des
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fibrilles de collagene : 65—80 nm contre 95-110 nm chez les échantillons contréles et 80-90nm chez les
patients avec substitutions glycine et sauts d’exon dans le domaine de la triple hélice et 85—-120 en cas
de substitutions glycine ou sauts d’exon proches de I'extrémité N-terminale. Chez ces derniers,

I’'accumulation protéique du réticulum était moins marquée (Smith et al. 1997).

Figure 2-8: Imagerie en microscopie électronique de fibres de collagéne d’une biopsie de peau d’un témoin (a) et d’un patient
attaint de SEDv (b). L’échelle représente 10uM. in (Smith et al. 1997)

En histologie, les fibrilles de collagéne sont petites, et de diametres tres variables. Les fibres élastiques
apparaissent relativement abondantes du fait de la diminution de la quantité de collagéne.

En microscopie optique et en microscopie électronique, I'étude des fibroblastes cutanés retrouve un
agencement des fibres de collagénes altérées (Figure 2-8) aux diameétres d’'une trop grande variabilité,
des fibres élastiques fractionnées et réticulum endoplasmique dilaté témoignant d’une rétention
protéique (Masuno et al. 2012; Ong et al. 2012). L’histologie artérielle retrouve elle une paroi vasculaire
amincie, une diminution quantitative en collagéne, et une déstructuration du réseau fibrillaire de la MEC

(Germain 2002).
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I 2.5.4 Traitements

Le traitement des complications artérielles en dehors de |'urgence vitales est conservateur. Les

gestes invasifs et notamment les ponctions artérielles sont contre-indiqués.

‘ 2.5.4.1 Prévention

La prévention des complications artérielles occupe une place importante dans la prise en charge
des patients avec SEDv. On recommande d’éviter les sports de contact et/ou sources de traumatismes,
les médicaments vasopresseurs, les efforts a glotte fermée et, notamment le port de charges lourdes. De
par le risque de rupture artérielle spontanée, de perforation digestive, de rupture utérine, Il existe une
carte de soins d’urgence « Syndrome d’Ehlers-Danlos Vasculaire », éditée par la direction générale de la
santé dans le cadre du plan national des maladies rares, destinée a améliorer la coordination des soins et
la circulation des informations médicales (Figure 2-9). Des recommandations en cas d’anesthésie, de
chirurgie existent préconisant d’éviter procédures invasives en dehors de 'urgence, les prélevements

artériels, les poussées hypertensives par manipulation d’agents vasopresseurs (Figure 2-9).

Gestes responsables de iatrogénie qu’il faut

éviter dans le SEDv.
1.Gazomeétrie artérielle, artériographie, coronarographie
Lerisque est celui d'une dissection ou rupture au point de ponction.
» Leur morbidité est évaluée de 17 % a 37 % selon les séries.
« Leur mortalité est évaluée de 6 % a 20 % selon les séries.
Syndrome d'Ehlers-Danlos 2.Coloscopie et lavement baryté
Vasculaire Lerisque est celui d'une rupture colique lige a l'insufflation.
(Vascular Ehlers-Danlos Syndrome) 3.Hystérographie, hystéroscopie, dispositifs et gestes endo-utérins

Le risque est celui d'une rupture utérine.
4.Médicaments
+ Médicaments vasopresseurs (risque vasculaire) :

- médicaments utilisés dans le traitement de la crise migraineuse, dérivés de

« Dovant tout syndrome dowloureux abdominal ou thora- I'ergotde seigle,
o M - médicaments utilisés dans le traitement des rhinites (oxymétazoline type
e Aturgyl®, pseudoéphédrine type Actifed®) y compris ceux délivrables sans
* Risque de rupture utérine au 3° trimestre de grossessa. Ordonnance.
:f‘..;;...f.. ;.;;" o + Médicaments responsables d'un ralentissement du transit (risque digestif) :
Co d st confi ot soumis au dical P
Nul e peut en axiger fa o e Kk ou da0n - morphiniques, - B
TSt A, - psychotropes a effets secondaires atropiniques,
S5 e 056 Wi Vol eigsestie w1 e S e - vérapamil (Isoptine®).

Figure 2-9: Carte de soins et d’urgence éditée par la direction générale de la santé et gestes a risque de complication au cours du
SEDv. D’apreés (Frank 2009; Messas et al. 2009).
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2.5.4.2 Traitement médicamenteux

Il n’y a pas de traitement curatif. Les traitements symptomatiques visent a diminuer les épisodes
de toux en prévention des complications pulmonaires et a lutter contre la constipation qui expose au
risque de perforation colique.

En revanche, le bénéfice d’un traitement diminuant la contrainte pariétale sur la diminution des
complications artérielles a été démontrée par I’étude BBEST (Beta-Blockers in Ehlers-Danlos Syndrome
Treatment) (Ong et al. 2010). Le traitement a I'étude était le céliprolol, un bétabloquant B1 antagoniste
et 32 agoniste partiel avec effet vasodilatateur périphérique chez 25 patients avec SEDv comparés a 28
patients SEDv sous placebo. A la posologie de 400mg par jour le céliprolol a permis de diminuer de 69%
le risque de dissection ou rupture artérielle comparativement au placebo (Ong et al. 2010). L’essai a été
interrompu précocement en raison de la supériorité du groupe traité et de la futilité a poursuivre I'essai.
Lors de la conception de I'essai thérapeutique en 2000, les critéres d’inclusion avaient été choisis sur le
diagnostic de SEDv selon les criteres de Villefrance-sur-Mer de 1997 (Beighton et al. 1998). L’analyse a
posteriori des génotypes des patients inclus a retrouvé 33 patients avec mutation du gene COL3A1 : 13
dans le groupe céliprolol et 20 dans le groupe placebo. Néanmoins, le bénéfice était toujours supérieur

pour le céliprolol dans I'analyse en sous-groupe des patients avec mutation (Figure 2-10).
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Figure 2-10: Courbe de survie chez 33 patients SEDv moléculairement prouvés, avec ou sans Celiprolol (A) sans événement
cardiaque ou artériel (dissection ou rupture) ; (B) sans événement digestif (rupture), utérin (rupture) ou tout événement relié au

SEDv. In (Ong et al. 2010)
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2.5.4.3 Traitements chirurgicaux et endovasculaires des complications artérielles

Sur 15 patients rapportés par Oderich et al. (Oderich et al. 2005) 30 gestes opératoires ont été
effectués : 70% des interventions en urgence : rupture artérielle avec saignement actif : 47%, anévrisme
de grande taille (33%), extension rapide de I'anévrisme (7%). La moitié des gestes chirurgicaux ont
consisté en pontage ou remplacement prothétique et une néphrectomie d’hémostase, I'autre moitié en
procédures endovasculaires. Quatorze procédures se sont compliquées : saignements abondants (37%),
nécessitant une reprise chirurgicale dans 20% des cas, complications pulmonaires (20%), insuffisance
rénale (10%), un arrét cardiaque récupéré et 3 déces intra-hospitaliers. A plus long terme, aprés un suivi
médian de 7,7 ans, 40% de complications de ces gestes chirurgicaux avec évolution anévrismale des
anastomoses, rupture d’anastomose, thrombose de pontage, nécessitant toutes une reprise chirurgicale.
Sur les 32 cas rapportés par Pepin et al. de chirurgie aortique la mortalité s’élevait a 39% (Pepin et al.
2014). Enfin, Brooke et al. rapportent les gestes vasculaires effectués chez 9 patients avec SEDv (Brooke
et al. 2010). Des embolisations artérielles ont été pratiquées pour 3 d’entre eux, dont une en urgence,
sans nécessité transfusions sanguines, sans mortalité per procédure ou durant le séjour hospitalier de 1
a 6 jours. Les abords fémoraux étaient chirurgicaux, permettant d’exposer I'artére et d’effectuer une
suture en U a la fin de la procédure associée a un renforcement de la paroi par un lacet circonférentiel.
Une récidive d’anévrisme artériel a 2 ans % de la premiére procédure (embolisation d’anévrisme
splénique) est rapportée. Neuf chirurgies a ciel ouvert ont été pratiquées : 5 pour anévrisme de I'aorte
thoracique, 4 pour anévrisme de l'aorte abdominale. Les recours transfusionnels étaient de 4 a 26
concentrés érythrocytaires, 1 a 4 concentrés plaquettaires et 4 a 19 plasmas frais congelés, ressources
plus importantes que pour les autres types de SED opérés témoignant du risque hémorragique supérieur
du SEDv et de procédures plus complexes. La mortalité était de 22% : 1 patient per-procédure, 1 patient
durant son séjour intrahospitalier, et 3 patients ont présenté des complications dont un hématome

sternal nécessitant un drainage et une plaie du canal thoracique traitée médicalement.
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De nombreux cas cliniques de traitement endovasculaire ont été décrits: cure d’anévrisme
aortique sous-rénal par endoprothése (Bade et al. 2007), embolisation de faux anévrisme d’artére
hépatique (Naidu et al. 2007), de rupture d’artére sous-claviére (lida et al. 2009), stenting couvert d’une
rupture d’artére et veine sous-claviéere (Raval et al. 2012), d’un anévrisme iliaque (Tonnessen et al. 2007),
d’un anévrisme d’artére hépatique (Dalainas 2008).

Apres artériographie, des hématomes au point de ponction (Figure 2-11), une rupture
carotidienne lors d’une procédure d’embolisation d’une fistule carotido-caverneuse soit un taux de

complication de 23% sont survenus (Oderich et al. 2005; Slingenberg 1980).

Figure 2-11: Hématome au point de ponction fémorale d’une artériographie chez une patiente atteinte de SEDv

Dans notre centre de référence, entre Janvier 2000 et Septembre 2012, 84 patients (100%) sur
un total de 154 familles avec SEDv moléculairement prouvé, ont eu des évaluations vasculaires régulieres,
dont 35 (42%) ont eu un accident artériel aigu nécessitant une hospitalisation (Okada et al. 2014). Parmi
eux, 5 patients (6%) ont été traités par voie endovasculaire en raison d’une rupture artérielle engageant
le pronostic vital. L'age moyen de ces patients était de 29,8 (24-36) ans et le ratio homme-femme de 1:4.
Toutes les procédures ont permis d’arréter le saignement, parfois aprés une seconde tentative pour 2

patients. Parmi les cinq patients traités, un seul décés est survenu; les 4 autres patients étaient encore
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en vie aprés un suivi moyen de 19,4 (1-74,7) mois. Le taux de survie en face d’une rupture artérielle
menacant le pronostic vital était de 80% une fois traitée par embolisation. Des complications sont
survenues au cours de 3 procédures (43%). Une dissection artérielle en aval du site de largage du coil, ne
nécessitant pas d’embolisation supplémentaire, et pour 2 patients, une rupture de l'artere lors
I’'embolisation par coil de son lit d’aval, nécessitant de la colle pour traiter la fuite et emboliser I'artére
proximale. Grace aux précautions prises lors des procédures, par une équipe expérimentée, une seule
(14%) complication au point de ponction a été observée. Un pseudo-anévrisme de l'artére fémorale
commune droite a évolué spontanément vers la thrombose aprés un suivi de 18 mois. Un nouvel
événement artériel est survenu dans le mois suivant 3 procédures. Pour un patient, 'artere embolisée a
présenté un nouvel anévrisme nécessitant une nouvelle procédure, alors que pour les 2 autres patients,
les anévrismes sont apparus sur des artéres indemnes de Iésion auparavant, et aucun guide, ou cathéter

n’y avaient été introduits lors de la procédure initiale. lls ont été traités médicalement avec succés.

2.5.4.4 Approche conservative des complications artérielles

Quarante-deux lésions artérielles chez 15 patients ont été surveillées pendant une médiane de
8,6 ans (Oderich et al. 2005). On retrouve 4 déces (27%) dont 2 de complications vasculaires sans lésions
préexistantes. Six des 42 lésions connues se sont compliquées : 3 ruptures (dont 2 fatales), 3 extensions
de la dissection, 2 évolutions anévrismales. Cing patients enfin ont développé un total de 31 nouvelles

|ésions vasculaires.

2.5.4.5 Traitements chirurgicaux des complications digestives

Les patients pris en charge précocement sont opérés pour une colectomie partielle ou totale et
vivent avec une stomie. La fréquence des récidives (28-50%) sur le colon restant, certaines équipes
recommandent la colectomie totale dés la premiere perforation (Freeman et al. 1996; Pepin et al. 2000;
Stillman et al. 1991). Le rétablissement de la continuité est compliqué et craint du chirurgien du fait de la

fragilité du tissu et du risque de lachage des sutures (Fuchs and Fishman 2004; Yoneda et al. 2014).
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Néanmoins, dans la série de 52 cas de rupture du sigmoide de Pepin et al. 9 (17%) patients décédent et

25 (48%) ont un rétablissement de la continuité aprés plusieurs mois (Pepin et al. 2014).
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3 Propriétés élastiques de la paroi artérielle par I’étude la vitesse de I'onde de
pouls

La vitesse de I'onde de pouls (VOP) est largement utilisée pour déterminer la rigidité artérielle, qui
est considérée comme un marqueur précoce des lésions vasculaires et un facteur pronostique du risque
cardiovasculaire (van Bortel et al. 2012). La VOP est directement liée au module de Young, et donc a
|'élasticité de la paroi artérielle. La rigidité artérielle est le plus souvent évaluée soit par mesure de la
VOP (Davies and Struthers 2003; O'Rourke et al. 2001; Rajzer et al. 2008), soit par I'analyse des variations
locales de la pression locale et du volume (Brands et al. 1999; Brands et al. 1998; Hoeks et al. 1999). A ce
jour, les techniques de référence pour ['évaluation de la rigidité de la paroi artérielle sont
respectivement des méthodes qui soit mesurent la VOP régionale, comme le Complior® (Alam medical,
Vincennes, France) ou le SphygmoCor® (ArtCor medical, West Ryde, Australie)(Rajzer et al. 2008), soit
mesurent les variations du diamétre des artéres et de la pression artérielle et produit une mesure locale
de la rigidité artérielle, appelé, écho-tracking, qui est réalisée en utilisant le systeme d'échographie
Artlab® (Esaote, Italie) (Brands et al. 1998; Brands et al. 1999; Hoeks et al. 1999). Une nouvelle
technologie actuellement en développement est |'échographie ultrarapide UltrafastEcho ou Ultrafast
Ultrasound Imaging sur le systéeme d'échographie Aixplorer® (SuperSonic Imagine, Aix-en-Provence,
France) qui permet de visualiser en direct et de mesurer la VOP localement (Couade et al. 2011;

Montaldo et al. 2009).
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I 3.1 VOP etrigidité artérielle

L'ouverture de la valve aortique lors de la contraction myocardique, engendre une onde de
pression se propageant le long des artéres et propulsant le sang avec, il s’agit de 'onde de pouls (Davies
and Struthers 2003). La vitesse de propagation de I'onde de pouls le long de la paroi artérielle peut étre
estimée par le temps (T) que met I'onde a parcourir la distance (D) entre un point A et un point B de

|"arbre artériel.

my D(m) xp—x4
V( ) CT(G)  tg—t,

La résolution temporelle est nécessairement élevée, de I'ordre de la milliseconde, pour capturer
I'onde de pouls se propageant le long de la paroi artérielle. En effet la vitesse de celle-ci est de plusieurs
metres a quelques dizaines de métres par seconde (selon I'age, le sexe, la pathologie sous-jacente...). En
admettant qu’une artéere est un tube élastique, linéaire, isotrope, et que la perturbation mécanique est
lente, on peut démontrer que la vitesse de propagation (c), dans ce tube, est directement dépendante
de I'épaisseur de la paroi artérielle (h), du rayon de I'artere (R), de la densité du contenu (p) et de

I’élasticité ou module de Young (E) de la paroi artérielle le long de laquelle 'onde progresse

Eh
2pR

Cette formule, formule de Moens et Korteweg, montre que (c) est un indicateur de la rigidité
artérielle puisque (c) est directement relié a (E) le module de Young. La formule de Moens et Korteweg
rappelle également la relation de la vitesse de propagation avec le diametre de I'artére et I'épaisseur de

sa paroi.



63

I 3.2 Mesure de la VOP régionale

La VOP carotido-fémorale est habituellement acceptée comme le standard pour mesurer la
rigidité aortique (Safar et al. 2002). C’est une mesure de [|'élasticité sur le modele de propagation de
I'onde entre 2 points de mesure. Le résultat est une vitesse moyenne entre |'artére carotide et l'artere
fémorale, et représente la rigidité de l'aorte. On parle de VOP régionale puisque cette VOP integre
I’ensemble des VOP locales de I'arbre artériel entre la sortie du coeur et la bifurcation aortique vers les
jambes. Cette VOP offre également un apercu de la rigidité aortique contre laquelle le ventricule gauche
doit lutter pendant I'éjection systolique, c’est la post-charge. La pression résultante de I'éjection
systolique et de la rigidité aortique s’applique ensuite directement aux organes cibles (cceur, reins,
cerveau). Ainsi la rigidité aortique est responsable de phénomenes physiopathologiques qui finissent par
provoquer des complications cardio-vasculaires. C'est la raison pour laquelle la VOP carotido-fémorale, a
elle seule, a été validée comme facteur de risque indépendant d’événements cardiovasculaires. La VOP
est généralement mesurée a partir du « pied » de l'enregistrement de I'onde de pression artérielle,
détectée par flux Doppler, ou par la vague de distension de la paroi. En effet, au passage de I'onde de
pouls, I'artere se dilate, son diamétre augmente. Les enregistrements simultanés en carotidien et en
fémoral permettent de mesurer le décalage temporel entre ces 2 sites. La distance entre les deux sites
d'enregistrement est habituellement mesurée avec une regle. Certains chercheurs recommandent de
mesurer la distance entre la carotide et des sites fémoraux; d'autres conseillent de mesurer entre la
fourchette sternale et le site fémoral. Des publications récentes portent spécifiquement sur la technique
de mesure de la VOP (Laurent et al. 2006; Paini et al. 2006; van Bortel et al. 2012). Les derniéres
recommandations européennes 2013 de I'European society of Hypertension (ESH) réaffirment le bien
fondé d’une recherche d’atteinte asymptomatique d’organe secondaire a I’hypertension par la mesure
de I'épaisseur intima media et I’évaluation de la rigidité artérielle (ESH/ESC Task Force for the

Management of Arterial Hypertension 2013). Cependant, il faut se rappeler que les recommandations
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2007 soulignaient déja la mauvaise diffusion des appareils d’évaluation de la rigidité artérielle
(SphygmoCor® ou Complior®) et donc probablement I'absence de véritable impact du marqueur en
termes de santé publique (Laurent et al. 2006). La VOP carotido-fémorale ou VOP aortique a été
largement étudiée comme marqueur de substitution de la présence et I'évolution de maladies
cardiovasculaires, dont I'athérosclérose (Meaume et al. 2001). Elle est reconnue comme facteur de
risque indépendant d’événement cardiovasculaire tel qu’un syndrome coronaire aigu ou un accident
vasculaire cérébral (Cavalcante et al. 2011; Laurent et al. 2001; Laurent et al. 2003). Ainsi dans
I’évaluation du risque cardiovasculaire global d’un patient, un seuil de VOP supérieur ou égal a 10 m/s a
été retenu pour classer les patients a haut risque (van Bortel et al. 2012). Cette valeur est basée sur la
mesure de la VOP carotido-fémorale. La faisabilité de cette technique est proche de 100% et la
reproductibilité est bonne avec une variation de + 0,5 m/s (van Bortel et al. 2012).
Il faut toutefois relever plusieurs limitations a cette technique :
i) la mesure de la VOP reste d’'usage confidentiel étant donné la nécessité de s’équiper d’un
matériel particulier, dédié a cette mesure.
ii) cet examen n’est pas remboursé par la sécurité sociale en France.
iii) cette technique ne permet pas de mesurer une VOP locale, et donc de détecter des différences

selon les territoires.

iv) elle fait donc I'hypothése que la rigidité artérielle est constante tout le long du trajet de I'onde
de pouls,

v) et gu’elle ne varie au cours du cycle cardiaque.

vi) certaines situations peuvent fausser la mesure, notamment en cas d’obésité, de méga-dolicho-

artéres, de distension thoracique, faussant la distance entre les points étudiés (Laurent et al.

2006).
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C’est pourquoi, durant ces dernieres décennies, la VOP locale a été de plus en plus utilisée et

étudiée a I'aide de différentes techniques.

I 3.3 Evaluation de la rigidité artérielle locale en imagerie par résonnance magnétique

A la différence de la VOP carotido-fémoral, I'évaluation de la rigidité artérielle en imagerie par
résonnance magnétique (IRM) permet notamment I'étude d’un segment aortique plus localisé. L'IRM
comporte plusieurs avantages sur I'échographie-Doppler. En effet, en IRM le vaisseau étudié est imagé
dans les 3 plans de I'espace, permettant de construire un plan parfaitement perpendiculaire a I'axe du
vaisseau pour |'analyse des variations des diameétres aortiques au cours du cycle cardiaque, utiles au
calcul des compliance et distensibilité aortiques. Les séquences utilisées sont en écho de spin ou écho de
gradient avec un asservissement au tracé électrocardiographique (Metafratzi et al. 2002). Ainsi, dés 1989,
Mohiaddin et al. rapportaient dans une étude par IRM sur 70 témoins, 13 athletes et 17 patients
coronariens, une diminution de la compliance aortique chez les patients coronariens contre une
augmentation chez les athlétes comparativement aux témoins (Mohiaddin et al. 1989). Grotenhuis et al.
ont également mis en évidence une diminution de la distensibilité aortique des patients avec bicuspidie
aortique comparés a des sujets témoins (Grotenhuis et al. 2007). Par ailleurs, 2 sites aortiques distants,
peuvent étre étudiés simultanément lors d’une seule acquisition en contraste de phase, la distance entre
ces 2 sites étant mesurables précisément. Ceci permet de déterminer avec fiabilité la VOP aortique entre
les 2 sites d’analyse (Bolster et al. 1998; Hardy et al. 1994; Rogers et al. 2001). Redheuil et al. ont quant a
eux utilisé a la fois la distensibilité de I'aorte ascendante mais également la VOP de I’arche aortique
(Redheuil et al. 2010). Avec I'age la distensibilité diminue de 13,6 kPa™ x 10 alors que la VOP augmente
d’1,6 m/s par décade, et I'IRM offre une meilleure corrélation comparée a la VOP carotido-fémorale chez

les mémes sujets.
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L'IRM présente comme avantage d’étre une technique d’imagerie non irradiante,
tridimensionnelle, évaluant distensibilité et VOP aortique, mais elle nécessite un temps d’analyse assez
long, réduisant sa disponibilité, et a un colt élevé comparativement aux autres techniques (Cavalcante

et al. 2011).

I 3.4 Evaluation de la rigidité artérielle locale par intensité d’onde

La méthode de la boucle pression-vitesse du flux: PU-loop method en anglais ou (P) est la
pression et (U) la vitesse du flux, est une technique ou ces 2 parametres sont simultanément enregistrés
sur un méme site. En début de systole, un segment de cette boucle est linéaire et sa pente est égale a pc,
ou p est la densité du sang et c la VOP locale (Khir et al. 2001). Afin de s’affranchir de la mesure invasive
de la pression locale, une approximation est effectuée, basée sur la variation du diameétre de l'artére
étudiée. Les résultats de cette technique de calcul on été extrapolées a partir des données recueillies sur
les 1174 sujets de I'étude Asklepios (Rietzschel et al. 2007). Les résultats sont encourageants, mais la
technique reste encore expérimentale et les acquisitions des variations de diameétre et de vitesse du flux

au cours du cycle cardiaque sont séparées (Borlotti et al. 2012).

I 3.5 Evaluation de la rigidité artérielle locale par échotracking.

L’échotracking était jusqu’a peu I'unique outil capable d’évaluer localement le module de Young
d’une artére, la relation entre I'épaisseur intima-média, les propriétés viscoélastiques du sang, et
I'influence du remodelage concentrique ou excentrique de la paroi artérielle (Brands et al. 1998; Brands
et al. 1999; Hoeks et al. 1999). Cette technique s’appuie sur le calcul de la rigidité artérielle locale via les
variations de pression et de volume locales. L’échotracking mesure :

e |e diametre diastolique (D) de I'artére pour en déduire la surface de la lumiere de I'artere (A);
e |a variation de ce diametre au cours du cycle cardiaque, afin de calculer la variation systolo-

diastolique de la lumiére de I'artére (AA);
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e |'épaisseur de la paroi artérielle (h);
e |avariation systolo-diastolique de la pression artérielle, localement, (AP).
Les propriétés mécanique du vaisseau telles que distensibilité (DC), compliance (CC), et module de

Young (Y), sont déduits selon I’équation suivante a partir des parameétres mesurés (Brands et al. 1999):

AA
a=nD2.  pe=A. o=t yP 1
=) AP’ ~ AP’ ~h”DC

Toutefois deux assomptions sont faites :

i) les distensibilité (DC) et compliance (CC) de la paroi de I'artere étudiée sont constantes sur la
plage de pression s’étendant de la pression diastolique a la pression systolique, au cours du cycle
cardiaque,

ii) la longueur du segment artériel étudié est constante au cours du cycle cardiaque.

En pratique, la résolution spatiale des appareils commerciaux d’échographie est insuffisance et
ne peut précisément évaluer la variation des diametres de I'artére entre la diastole et la systole. Elle est
d’environ 100um (taille d’un pixel de I'image vidéo) alors qu’il faudrait quelques microns. De méme la
résolution temporelle est de quelques dizaines de millisecondes (balayage maximal de 100 Hz) alors qu’il
serait nécessaire d’échantillonner toutes les quelques millisecondes. La technique échotracking a donc
été développée afin d’offrir des résolutions tant spatiale que temporelle accrues (Brands et al. 1999;
Meinders et al. 2001). Par I'intermédiaire des cristaux piezzo-électriques de la sonde d’échographie, le
signal acoustique est transformé en signal électrique. C'est directement ce signal radiofréquence qui est
analysé permettant d’accroitre la résolution spatiale de 6 a 10 fois et celle temporelle de 10 fois par
rapport aux appareils d’échographie conventionnels. En effet, la résolution de ces derniers est limitée
par la vitesse de calcul afin de générer le pixel vidéo a partir du signal acoustique. L'échotracking permet

aussi une mesure fiable et précise de I'épaisseur intima-média nécessaire pour le calcul du module de
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Young. Ainsi les performances de I'échotracking permettent de calculer une rigidité locale via la mesure

de la distensibilité de I'artére et du régime de pression auquel elle est soumise.

Mais cette technique présente également des limitations rendant difficiles son application en

routine :

i)

I"acquisition en echotracking est beaucoup plus longue que la mesure de la VOP, ce qui explique
probablement son absence parmi les grandes études épidémiologiques et dans les services
cliniques

une limitation majeure est la capacité d’évaluation de la pression locale, i.e. 1a ou les parametres
biométriques sont mesurés, et sa variation au cours du cycle cardiaque (AP). La variation locale
de pression artérielle peut étre étudiée par un tonometre d’applanation. Toutefois cette
technique a recours a une fonction de transfert pour donner les valeurs en mmHg (Hoeks et al.
1990). La pression artérielle mesurée a I'artéere brachiale, lorsque le segment artériel étudié est
la carotide commune, reste une approximation bien que les valeurs de pression artérielle varient
d’'un site a l'autre. Cette approximation semble valable d’aprés les travaux de Reneman
(Reneman et al. 1992). C'est tout de méme I'imprécision de la mesure de la pression intra-
artérielle locale qui restreint 'utilisation de cette technique en pratique clinique;

L’évaluation de la VOP locale est limitée aux arteres assez superficielles comme la carotide
commune (Laurent et al. 2001). La carotide est réputée étre la sentinelle de I'aorte dans la
progression des lésions d’athérosclérose ce qui justifie le choix de ce site d’étude. D’autres
équipes ont cherché a évaluer la VOP locale au niveau de l'aorte elle-méme par ['utilisation
d’imagerie par résonnance magnétique et de séquences dédiées (Bolster et al. 1998; Li et al.
2010). Cependant, la technique reste limitée par les résolutions spatiale et temporelle requises

pour étudier le phénomene, et par son colt, expliquant que la majorité des études
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épidémiologiques et pharmacologiques sont restées sur les techniques conventionnelles de

mesure de la VOP.
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I 3.6 Evaluation de la VOP locale par échographie ultrarapide

L’échographie est la modalité d’'imagerie la plus utilisée en clinique. Cette méthode ultrasonore
est temps réel, non-invasive, rapide et peu colteuse. Pour faire une image échographique avec un
appareil « classique » on focalise en émission une onde ultrasonore avec des retards de telle sorte que
les ondes se rencontrent sur une ligne de I'image. Les hétérogénéités du milieu, le long de la ligne,
réfléchissent I'onde focalisée et on enregistre les signaux rétrodiffusés. L'image de cette ligne est
reconstruite en adaptant les lois de retard en réception. A chaque ligne de I'image I'opération de
focalisation-réception est répétée soit une centaine de fois pour reconstruire I'image en entier (Figure 4-
1). Avec cette méthode de tirs focalisés, on peut acquérir une image en temps réel a 50-100 images par

seconde.

Figure 3-1 : Principe de la formation d’une image en imagerie ultrasonore classique (ici en échocardiographie). Une premiére
onde est focalisée le long d’une ligne du milieu en ajustant la loi de retard a I’émission. Les signaux rétrodiffusés permettent de
reconstruire une ligne de I'image en appliquant une focalisation dynamique en réception. Ensuite, une deuxiéme onde est
focalisée sur la ligne a cété. De la méme maniére, les signaux rétrodiffusés permettent de reconstruire la ligne de I'image en
appliquant une focalisation dynamique en réception. En balayant le faisceau sur une centaine de lignes, une image compléte est
reconstruite.

Une nouvelle technique d'imagerie ultrarapide par ultrasons, appelé UltrafastEcho ou Ultrafast
Ultrasound Imaging (Montaldo et al. 2009; Tanter and Fink 2014), a été récemment mise au point. Elle a
été initialement développée pour l'analyse de la propagation des ondes de cisaillement dans |'imagerie

par élastographie pour le cancer du sein et I'exploration de la thyroide, mais est évaluée aujourd'hui
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comme un nouvel outil de diagnostic dans les pathologies vasculaires. Cette technique a été développée
par un laboratoire de recherche francais, I'Institut Langevin de I’école supérieure de physique chimie
industrielle de la ville de Paris (ESPCI). Sa principale innovation est l'imagerie a un cadencement
extrémement élevé, pouvant atteindre 10 000 images / s, soit 10 kHz, 100 fois plus rapide que les
dispositifs classiques d'échographie diagnostique actuellement disponibles. Rappelons qu’en
échographie « classique » le temps minimal pour former une ligne de I'image correspond au temps aller-
retour des ultrasons focalisés. Le temps minimal pour former une image entiére, composée de cent
lignes, est donc de cent fois le temps aller-retour des ultrasons. Une méthode originale a été développée
au laboratoire pour augmenter la cadence d’'imagerie de maniére drastique. Cette percée technologique
est basée sur le principe d'envoi de quelques ondes planes d’angles différents en émission (par
opposition a 128 lignes ciblées avec les systemes d'échographie classique). Au lieu d’émettre 128 tirs
focalisés selon 128 lignes de I'image, les cristaux piezzo-électriques émettent une seule onde plane de la
taille de la barrette, qui va se propager dans tout le milieu. En enregistrant les signaux rétrodiffusés, on
peut reformer une image entiére a partir d’'un seul tir d’'onde plane. La cadence d’imagerie est alors
démultipliée jusqu’a 100 et permet d’imager a des vitesses de plusieurs milliers d’images par secondes.
La focalisation ayant lieu en réception, les signaux réfléchis sont ensuite traités en réception par un
dispositif de traitement de signal acoustique qui permet a l'image d’étre reconstruite trés rapidement. La
résolution spatiale de I'image reconstruite par le tir d’une seule onde plane est cependant moindre que
celle obtenue partir des 100 tirs d’ondes focalisées.

Pour gagner en qualité, il est possible d’émettre plusieurs ondes planes successives mais avec un
angle d’émission différent (Figure 4-2). La sommation cohérente d’ondes planes correspond au fait de les
combiner a posteriori de maniére cohérente pour recréer des taches focales synthétiques partout dans
I'image comme si on avait focalisé les ondes en émission en chacun de ces points (Montaldo et al. 2009;

Tanter and Fink 2014). Avec un petit nombre d’angles, 'amélioration de la qualité d’image est notable. Il
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a été montré qu’avec environ 40 ondes planes angulées, la résolution spatiale obtenue est équivalente a
celle obtenue par des appareils d’échographie classique. Avec la technologie UltrafastEcho la VOP d'un
segment localisée de la paroi artérielle peut étre mesurée en direct. L'imagerie ultra-rapide comprend les
étapes suivantes. Le clinicien optimise I'image en mode B, de l'artére pour laquelle il souhaite mesurer
une VOP. La mesure est prise le long de I'axe principal de I'artéere a étudier (une bonne vue de l'intima-
média indique généralement que la qualité d'image optimale a été atteint). Une fois que |'image a été
optimisée, la procédure d'acquisition du dispositif d'imagerie ultra-rapide est activée et le systeme est
gelé pendant quelques secondes. Le systeme détecte automatiquement la paroi proximale et la paroi
distale de l'artere et effectue une analyse en Doppler tissulaire des parois de I'artére. En effet, au
passage de I'onde de pouls, I'artére se dilate, son diametre augmente. Le déplacement de proche en
proche de la paroi artérielle via le Doppler tissulaire permet de visualiser la propagation de I'onde de
pouls. Les gradients de vitesse dans le mode spatio-temporel de I'image Doppler tissulaire sont affichés

sur l'image. La VOP locale est dérivée des gradients et affichée.

Image 6° Image 3° Image 0° Image -3° Image -6°

Figure 3-2 : Principe de la sommation cohérente d’ondes planes. Le milieu est imagé avec des ondes planes angulées, 'image
reconstruite par chacune des ondes planes est une image de basse qualité. La sommation cohérente de ces images, crée une
tache focale synthétique partout dans I'image et permet de reconstruire une image de haute qualité.
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I 3.7 Perspectives

Les premieres techniques élaborées pour évaluer la rigidité artérielle, utilisent des mesures
indirectes telles que la vitesse de I'onde de pouls ou l'analyse des variations de la pression et du volume
intra-artérielles pour estimer la rigidité artérielle. Les techniques basées sur des mesures globales d'onde
de pouls manquent de précision car elles supposent que la rigidité artérielle est uniforme sur tout le
trajet de propagation de lI'onde de pouls, et qu'elle est constante tout au long du cycle cardiaque. Les
techniques basées sur I'analyse des variations de pression et de volume ne permettent pas de mesurer la
pression inter-artérielle, et utilisent donc une mesure indirecte. L'échographie ultrarapide est une
nouvelle technique d'imagerie a ultrasons qui peut enregistrer jusqu'a 10 000 images par seconde. Cette
haute résolution temporelle permet de mesurer la vitesse de I'onde de pouls locale. Il est possible en
temps réel, en utilisant une sonde a ultrasons vasculaire traditionnel et un dispositif d'imagerie a
ultrasons de diagnostic, d’effectuer une évaluation précise de la rigidité artérielle locale et de sa
variation au cours du cycle cardiaque. Ce saut technologique devrait permettre d'améliorer |'évaluation
du phénotype des patients souffrant de maladie vasculaire, d'évaluer plus efficacement le risque
cardiovasculaire des patients pour la prévention primaire et secondaire, et de procéder a de larges

études épidémiologiques sur le risque cardiovasculaire.
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I4 Objectif général de la these

Le SEDv est une maladie artérielle trés rare certes, mais affectant des sujets jeunes, et dont la
sévérité des complications, leur morbidité, leur mortalité, en I'absence de signes avant-coureurs
amenent a mieux appréhender les conséquences des mutations du gene COL3A1, a préciser les
mécanismes physiopathologiques en jeu dans cette pathologie du collagene de type lllI.

Nous aborderons dans le premier article publié les phénotypes de 215 patients atteints de SEDv
corrélés aux mutations du géne COL3A1 présentes. Cette recherche d’une relation génotype/phénotype
peut étre source d’hypothéses physiopathologiques en fonction des domaines de la protéine altérés par
la mutation d'une part, et de I'expression clinique d'autre part (Frank et al. 2015a).

Le second article publié vise a mieux caractériser les propriétés biomécaniques de la paroi artérielle
dans le SEDv. Pour cela nous avons eu recours a une technologie ultrasonore innovante, permettant
d’acquérir le signal échographique extrémement rapidement. Ainsi des phénoménes trés rapides,
comme la vitesse de I'onde de pouls qui se propage le long de la paroi des arteres aprés chaque
battement cardiaque, peuvent étre visualisés et mesurés en temps réel au niveau du segment artériel
étudié (Mirault et al. 2015).

Dans le troisieme article soumis et en cours de révision, nous avons appliqué cette technologie dans
un modele pré-clinique murin d’haploinsuffisance en collagéne de type lll, permettant I'étude de la
rigidité artérielle au cours du cycle cardiaque face a I'augmentation de pression artérielle générée par la
systole ventriculaire et la perfusion d’un vasoconstricteur périphérique.

Enfin, dans la derniére partie, sera abordé le développement d’'un modeéle cellulaire humain par
I’obtention de lignées de cellules pluripotentes induites isogéniques : exprimant ou pas une mutation du
géne COL3A1 responsable d’une substitution Glycine.

Ces travaux ont pour objectif d’essayer d’éclaircir les aspects physiopathologiques du SEDv, de

révéler des caractéristiques entre le phénotype et le type de mutation du gene COL3A1 et des
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différences de comportement de la paroi artérielle par rapport aux individus non atteints ; de définir des
parameétres nouveaux d’évaluation de la rigidité artérielle ; d’aborder la problématique sur le versant
cellulaire et non pas seulement matriciel. A terme cela pourrait permettre de développer des
thérapeutiques visant a diminuer I'incidence des ruptures artérielles, digestives, ou utérines, et de mieux
les traiter lorsqu’elles surviennent. Plus largement, le développement d’outils de caractérisation,
d’approches innovantes, de modeles pré-cliniques dans une pathologie affectant la paroi artérielle offre

I’opportunité d’'une meilleure compréhension de la mécanique artérielle et de ses déterminants.
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5 Article 1 publié : Association des variants du géene COL3A1 avec le phénotype
et la sévérité du syndrome d’Ehlers-Danlos vasculaire.

Cet article a été publié :

Frank M, Albuisson J, Ranque B, Golmard L, Mazzella J-M, Bal-Theoleyre L, Fauret A-L, Mirault
T, Denarié N, Mousseaux E, Boutouyrie P, Fiessinger J-N, emmerich J, Messas E, Jeunemaitre
X. The type of variants at the COL3A1 gene associates with the phenotype and severity of

vascular Ehlers-Danlos syndrome. Eur J Hum Genet 2015. doi :10.1038/ejhg.2015.32

I 5.1 Objectifs du travail

La variabilité du phénotype des patients avec SEDv tant sur les critéres majeurs que mineurs, et la
rareté de la maladie rend I'évocation du diagnostic difficile en pratique courante. En tant que centre
national de référence du SEDv en France, nous sommes consultés pour le diagnostic et la prise en charge
de patients suspects de SEDv. Ainsi, cette publication rassemble les données diagnostiques et de suivi
qguant a la survenue d’'une complication artérielle, digestive, ou obstétricale de plus de 200 patients
moléculairement prouvés. Lorsque I'on prend en charge ces patients, la grande variabilité phénotypique
de la maladie pose question. Une relation génotype-phénotype a déja été recherchée antérieurement,
sans succes (Pepin et al. 2000). Déja évoqué plus haut, seule I'haploinsuffisance en collagene de type Il
différe des substitutions glycines classiques avec un age au diagnostic supérieur mais des complications
artérielles tout aussi fréquentes et aussi séveres que les substitutions glycines (Leistritz et al. 2011; Pepin
et al. 2014; Schwarze et al. 2001).

L'ensemble des données cliniques a donc été analysé en correspondance avec les mutations du
géne COL3A1 afin de mieux comprendre la physiopathologie et tenter de déterminer des groupes a

risques. Dans une perspective d’essai thérapeutique, cette approche pourrait également permettre de
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définir les patients les plus a risques pour telle complication et de mieux cibler la prophylaxie en fonction

du bénéfice attendu du traitement administré lors d’un essai.

I 5.2 Article




Frank M, Albuisson ], Ranque B, Golmard L, Mazzella J-M, Bal-Theoleyre L, et al. The type of
variants at the COL3A1 gene associates with the phenotype and severity of vascular Ehlers-
Danlos syndrome. Eur ] Hum Genet. 2015 Dec;23(12):1657-64.

La publication au format pdf de cet article n’a pas été autorisée par I'éditeur pour la version
électronique de cette these.

Vous pouvez retrouver cet article en ligne a
http://www.nature.com/ejhg/journal/v23/n12/full/ejhg201532a.html
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SUPPLEMENTARY METHODS AND RESULTS
Supplementary method 1: Genetic analysis:
gDNA was isolated from blood leukocytes, using the QlAamp DNA kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands).
cDNA was obtained by reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) of total RNA
extracted from cultured fibroblasts obtained by skin or gingival biopsy. PCR protocols were adapted from
those described previously.®° The COL3A1 gene was amplified using 33 pairs of primers when gDNA was
used (supplementary Table 1) or 10 pairs of primers for the cDNA analysis (supplementary Table 2) and
genetic testing was performed by direct bidirectional Sanger sequencing using kits and run on a 3730
DNA analyzer (Applied Biosystems®, California, USA). DNA sequences were analyzed by the Sequencher®
software (Gene Codes Corporation, Michigan, USA). Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA ) was
performed with the SALSA MLPA P155 EDS kit according to the manufacturer's recommendations.
Supplementary method 2: Pathogenicity assessment of Unknown Variants:
All missense variants were analysed using Alamut software (interactivebiosoftware©) and bioinformatics
predictions of pathogenicity were performed using SIFT (http://sift.jcvi.org/) and Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/) tools. Variants frequencies in European American populations were
extracted from the Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/).
Supplementary results 1: Disease related complications
One hundred and fifty patients experienced at least one arterial event. These were predominantly
dissections (52%) and aneurysms (52%), arterial ruptures (33%) and false-aneurysms (7%). A majority of
these patients (79%) had multiple (=2) locations, 20% of them having more than 5 different affected
arterial sites. Renal, iliac and carotid lesions were the most frequently observed (respectively 30%, 50%
and 50% of patients with vascular complications for each location).
Digestive complications were mainly spontaneous ruptures and perforations of the sigmoid colon (n=46,
73%). Rupture of the small bowel occurred in n=3 patients and a spontaneous gastric perforation was
diagnosed in n= 1 patient. Recurrent non surgery-related rupture was observed in 43% of patients, and
almost half of affected patients suffered at least one postoperative complication (occlusion,
haemorrhage, fistula or evisceration). Solid organ rupture occurred in n=4 patients.
Amongst the n=132 women of the cohort, n=74 (56%) were at least pregnant once and totalled n=160
pregnancies. Maternal complications at delivery and in the post-partum period occurred in n=27 (36%)
patients. Detailed obstetrical course of pregnancies was available for n=39 patients, totalling 82
pregnancies, of which 59 were term pregnancies. Maternal morbidity during delivery was characterized
by a high incidence of haemorrhage (33%), especially during caesarean section. Vaginal delivery was
associated with the occurrence of perineal tears (56%). Arterial accidents were diagnosed in n=3
parturients and uterine ruptures occurred in n=2 patients. Other major maternal morbidity consisted in
n=1 colonic and n=1 bladder rupture/perforation (during c-section), n=1 mitral papillary muscle rupture
requiring urgent cardiac surgery (previously reported).’ Notably, diagnosis VEDS was known in only n=9
(24%) of patients at the time of delivery.

Supplementary results 2 : Arguments for pathogenicity of the groups 3 and 4 missense variants:

Group 3:

-The first variant, c.812G>A p.Arg271GIn in exon 11 was found in two index cases (AN_004765 and
AN_002975). The first patient is a 45 years woman who suffered from isolated mesenteric artery
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aneurysm revealed by chronic abdominal pain. No other typical feature suggestive of VEDS is associated
to this aneurysm. The second patient is a 47 years old woman presenting with humeral artery
thrombosis of unknown cause and dissection of common and internal right carotid artery. She does not
have minor criteria. The variation lies in the X codon of the helical Gly-Xaa-Yaa repeat. Analysis of the
variant showed arguments of moderate pathogenicity: i) bioinformatic prediction using four different
tools yielded inconsistent results: Polyphen, SIFT, AGVGD predicted it as deleterious, as MutationTaster
predicts it as a polymorphism; ii) phylogenetic and physical chemistry analysis revealed low nucleotide
and mean amino acid conservation at that position, as well as a moderate Grantham distance (=43; O-
215) ; iii) this variant is present at low frequency in population databases such as EVS and 1000 Genomes
(0.3%); iv) in a post-mortem analysis led by Pickup and colleagues, this variant was found in a patient
deceased from posttraumatic subarachnoid hemorrhage.’

-The second variant, c.1165A>T p.Asn389Tyr was found in a woman (AN_004713) with familial history
of possible classical Ehlers-Danlos syndrome. She had an isolated internal carotid dissection, like her
mother who also had the variant. No minor criteria was present in those patients, and skin
hyperelasticity segregated independently of the variant. This substitution is in the Y position of the
helical Gly-Xaa-Yaa repeat of the proa3(I)-procollagen chain, and several arguments lead to consider it as
moderately pathogenic: i) bioinformatic prediction using four different tools yielded inconsistent results:
AGVGD predicted it as deleterious, as MutationTaster and SIFT predicted it as polymorphism; ii) the
corresponding asparagine has a low level of interspecies conservation, but the aminoacid substitution is
predicted to be damaging for the local structure as tyrosine is a negatively charged aminoacid, and the
Grantham distance is high (=143; 0-215); iii) the variant is present at very low level in Caucasian
population (EA frequency in EVS: .02%).

-The third variant, c.3245G>A in exon 44, p.Argl082GIn is in the Y position of the helical Gly-Xaa-Yaa
repeat of the proa3(l)-procollagen chain, and was evidenced in a 48 year old patient (AN_002927) who
suffered from spontaneous dissection of a primitive iliac artery, associated with asymptomatic
aneurysms of renal and digestive arteries. In addition to having been found in a subject with suggestive
features of VEDS, several arguments favour the hypothesis of pathogenicity for this variant : i) arginine is
strongly conserved among species and the change from R (basic residue) to Q (uncharged residue) was
recurrently predicted as likely damaging; ii) infrequent R to C substitutions have been described in type |
collagen to cause a spectrum of milder, unusual and site-specific phenotypes;’ iii) R to C substitutions in
type | collagen have been shown to have a negative effect on procollagen secretion, collagen
fibrillogenesis and stability;* iv) the R residue at the Y position was also shown to have a stabilizing effect
on the triple helical conformation of type | collagen, and to be important for interaction with HSP47, a
collagen-specific molecular chaperone that facilitates normal procollagen biosynthesis.* Further direct
arguments should be obtained from the segregation of the phenotype and the variant within this family
as well as from in vitro experiments.

-The fourth variant, ¢.3511G>A p.Glul171Lys in exon 22 was found in a 22 years old man (AN_002971)
suffering from a left femoral artery rupture, associated with voluminous hematomas after minor
traumas. He also harboured a splenic and a renal aneurysm. The segregation analysis could,
unfortunately, not be performed.

The Glu substitution is located in the X position of the helical Gly-Xaa-Yaa repeat of the proa3(I)-
procollagen chain. Arguments for pathogenicity of this variant are based upon i) the very high
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conservation at the nucleotide level and the amino acid level of the corresponding position; ii) the
concordance of the three prediction tools for its pathogenicity (Mutation Taster, SIFT, AGVGD); iii) its
absence in the population databases. The Grantham distance is low in this case (=56, 0-215), but this
substitution brings important local charge alterations (from negative to positive amino acid).

Group 4:

We evidenced one missense variant in th N-terminal part of the protein (exon 2) and six non-Gly
missense variants in the C-terminal propeptide of type Ill procollagen (all but one in the exon 48, the
latter in the exon 49). The C-propeptide, referred to as the NC1 domain, is well conserved among the
fibrillar collagens and its correct trimerisation is crucial for collagen assembly.>®

-The N-terminal variant c.130G>A p.Val44lle was found in an Afro American 3 years old boy
(AN_004701) who has hyperlaxity, characteristic facial appearance, and easy bruising. The variant was
inherited from his father, presenting with the same phenotype.

This substitution, although present on population databases as rs79632685 (Caucasian population
0.02%; Afro American population 0.43%) is predicted to be deleterious by any of the three bioinformatic
tools used. The Valine 44 is higly conserved in vertebrates, but the Grantham distance is low (=29,0-215).
The pathogenicity of this variant is uncertain.

The first C-terminal variant, c.3607G>A p.Alal1203Thr (AN_004754), located in exon 48, was found in a
woman presenting with a dissection of the hepatic artery at the age of 53 years old, joint hypermobility,
skin fragility and hyperelasticity. We could not perform segregation analysis in her family. Arguments for
pathogenicity are : i) the high level of conservation of the Alanine residue at position 1203, ii) the
substitution from the non polar Alanine to the polar, “bulky” Threonine iii) bio-informatic predictions
(AGVGD, SIFT and Mutation Taster) inconsistently in favour of a damaging effect (mutation taster
predicting polymorphism), iiii) The absence of the variant in public population databases.

-The second variant, ¢.3772C>T p.P1258S, (AN_002932) was evidenced in a 49 year old woman with
signs of arterial fragility (procedural femoral artery dissection, spontaneous coronary artery dissection)
and several minor diagnostic criteria for vEDS. Arguments for pathogenicity are : i) the conservation of
the proline residue at position 1258 in species, ii) the change of charge from the hydrophobic proline to
the uncharged serine and the loss of the peculiar structure of proline, iii) bio-informatic predictions
(AGVGD, SIFT and Polyphen: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) in favour of a damaging effect. High
proline content is a major stability factor of the collagen triple-helix, and variations in the identity of the
residue in the Y position of the (Gly-X-Y)" repeating sequence, as here, may have significant
consequences on the assembly and binding of procollagen monomers.’

-The third variant ¢.3775G>A p.A1259T (AN_004753) was found in a 43 years old woman suffering from
dissection of the right internal carotid artery. She had joint hypermobility, and family history of bilateral
dissection of the internal carotid artery, dissection of the mesenteric artery, and sudden death.
Segregation analysis is ongoing in the family. Arguments for pathogenicity are : i) the high level of
conservation of the Alanine residue at position 1259, ii) the substitution from the non polar Alanine to the
polar, “bulky” Threonine iii) Consistent pathogenicity predictions from the three bioinformatics tools
(AGVGD, SIFT and Mutation Taster) iiii) The absence of the variant in public population databases.

-The fourth variant c.3808C>A p.Pro1270Thr (AN_004752) was found in a young woman (17 yo) with
skin fragility, easy bruising, joint hypermobility, severe menometrorrhagia. characteristic facial
appearance, and no vascular complications. Segregation analysis is ongoing; This aminoacid substitution
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leads to change from the nonpolar proline to bulky and polar threonine, but the Grantham distance is

low (=38, 0-215). The proline 1270 is highly conserved in the protein amongst species, and all

bioinformatics tools predicted this substitution to be pathogenic. It is not present in population
databases.

-The fifth variant was c.3818A>G, p.Lys1273Arg (AN_002920 and AN_002950), evidenced in two index

cases: the first patient was a 45 years old woman suffering from bilateral carotid artery dissection and

splenic aneurysms. The second index case presented with an iliac artery aneurysm and extensive bruising.

The nucleotide and amino acid are strongly conserved among species but there is no change of polarity

and bio-informatic tools predict it as benign. It is present at very low frequency in population databases

(EVS: 0.03%), which does not exclude a possible pathogenic effect.

-The sixth C-terminal missense variant ¢ 3938A>G p.(Lys1313Arg) (AN_004756), lying in exon 49, was

found in a woman who had genetic investigation for uterine rupture and peripartum hemorrhage at the

age of 38 years old. She had no symptomatic arterial lesion. Arguments for pathogenicity are : i) the high
level of conservation of the lysine residue at position 1313, ii) the substitution from the non polar lysine
to the polar arginine residue iii) Consistent pathogenicity predictions from the three bioinformatics tools

(AGVGD, SIFT and Mutation Taster) . However, the pathogenicity might be uncertain due to the presence

at relatively low frequency of the variant in the caucasian population (.26%). Segregation analysis is not

informative in the family.
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Supplementary figure 1: Age of occurrence of the first major event in 215 index cases and relatives with
vascular Ehlers-Danlos syndrome, depending on the sex of patients. Results are shown as Kaplan-
Meier survival curves with Log-rank test
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Supplementary Table 1: Primers used for the amplification and direct sequencing of the COL3A1 gene (reference sequence NG_007404.1).

Location Primer Forward Primer Reverse Length (bp) Annealing T (°C)
exon 1 5’-AAGTGAGGGAAGCCAAACTT-3’ 5-CAGTTCAACGTTTCACAATC-3’ 391 53
exons 2-3 5’-GTTAATAGTCCTAACAGAGTAAC-3’ 5 -TCTGTTGTTTGGTGCCATTA-3’ 705 53
exon4 5’-ATGATTGTGAATCACCAGGA-3’ 5’-GAGAACAGATACAAAGAACTC-3’ 280 53
exon 5 5’-CTATTTGTCTCCTTGCCACA-3’ 5’-CTTTTCCAACCTTAGTAGGG-3’ 240 53
exons 6-7 5’-GTCATTGCTTTGAAGCATGG-3’ 5’-AGAAAACAAAGGTAGGTTCC-3’ 704 53
exon 8 5’-GTAAGTTGATATAATAGAGG-3’ 5’-TGAGTCTTCTCCGCAGTCA-3’ 472 50
exons 9-10 5’-TACATGAGCACCTACGTATT-3’ 5’-GTTAGGCAAGTAAACATAGC-3’ 364 50
exon 11 5’-CAGTATGAAATATCTTCAAC-3’ 5’-ATATCTGAATTGGTTACCAT-3’ 369 50
exons 12-13 5’-CCTCTTTTGTAAAATAGTAAC-3’ 5-ATTTCCTTTTAACTATAGCC-3’ 438 50
exon 14 5’-CAACTCACTTGAGTCAGAATT-3’ 5’-TGGTCAACAGAGATGCTAAT-3’ 286 53
exon 15 5’-ATGTGCTCACTTATTTACTAG-3’ 5’-GAATAGGGCTTTAAAGACAT-3’ 270 53
exon 16 5’-GCTAAGTGAGTAGAAGTGGT-3’ 5’-AGCCATATTGAAGCACATGC-3’ 254 53
exons 17-18 5’-CGAACTATTTGCATTACTAT-3’ 5’-TGATGGAATTAAACTATACC-3’ 399 50
exons 19-21 5’-CGAATCCTCCCTGTGTTTCA-3’ 5’-CCCATTTGTGGTGCTAGCATT-3’ 651 53
exons 19-21i 5’ -TTCAGGGTGAGGCTGGTATT-3’ 5’-TAACCAGATCTGTTGCAGTA-3’ nd* nd
exon 22 5-GTTCAAATGACGTCCTCTCT-3’ 5-TGTCTTGCCTTTCTTCTGTC-3’ 253 50
exons 23-24 5’-ACCTAACAACTGACTTCTTT-3’ 5’-TTTGACCATTTCTTTACTCC-3’ 481 50
exons 23-24i 5’-CATACTATATATATAGCATGC-3’ 5’-TCAAGGATAGGCCAACAT-3’ nd nd
exons 25-27 5 -GTTATTGCCCTTTGAGGATT-3’ 5’-TGACAGTCAGATATGCCGTG-3’ 679 50
exons 28-29 5’-CTATAAGCCATGTTTGAGGT-3’ 5’-ATTGCTCTATAACCTGCTGA-3’ 553 53
exons 30-31 5-AACCAGACTAAGTATCCAAG-3’ 5 -TGTTGCTTTAGGAATCCATCT-3’ 565 53
exon 32 5’-GGCTGATTTTCACTGAAGAT-3’ 5-GACTGTCCCATATGACATAT-3’ 166 53
exons 33-34 5’-GAGTTATCCCCAAAGAGGCT-3’ 5-GCTACTGTCTGTATGGGGTT-3’ 450 50
exon 35 5’-CTCTGCACATTTCCTGCTTA-3’ 5’-CCTATAGGGAATGAGCAGCT-3’ 290 50
exon 36 5’-TCAACTCCTTCCATCTGAAG-3’ 5’-CCATTAGAACACTTAGGACT-3’ 335 53
exons 37-38 5’-TCTCAGCACCAGCAATCTAA-3’ 5’-GCTCTTTCTGAAGTGTATGA-3’ 552 53
exons 39-40 5’-GAGAAACTTACACATTGCTAC-3’ 5’-GTGATCTCTGAAGGCTACCA-3’ 565 53
exon 41 5’-TTCCCATAGCAGGCATAGTT-3’ 5-AAGAACTTTGCTATGTGGCC-3’ 370 53
exons 42-43 5’-AATTATATTGCCCTGCTGAG-3’ 5’-GAAGGAAATAGACAAACAAG-3’ 380 53
exon 44 5’-CTTCCAATAATTGCATGCATAC-3’ 5’-TCCTACACTGTAGAATGAGT-3’ 247 53
exons 45-47 5'-TGGGGGATTTTTTAGCTGAT-3’ 5’-AGTGGATGCATTGCGTCTCT-3’ 869 50
exon 48 5’-CTTGGACTAGCAATGTATTCTT-3’ 5’-CCCATTCTAATCTAAGCAGC-3’ 441 53
exon 49 5’-GCAGACACATTAGCAGTCAA-3’ 5’-GCATGCCATCACTTTCAGTA-3’ 434 53
exon 50 5’-ACACATACTACATGAATCCC-3’ 5'-ACATTCCCTGCAATGAATCA-3’ 480 53
exon 51 5’-CTTGTTAAGTCAGAGTTGTC-3’ 5’-TACAATCTGTGTTTCTGACC-3’ 653 53

Abbreviations: bp: base pairs; T: temperature; i: internal sequencing primer. * sequencing primers



Supplementary Table 2: Primers used for the amplification of the COL3A1 ¢cDNA, according to the cDNA accession number NM_000090.3.
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Amplicon Primer F Primer R Length (bp) Annealing T (°C)
1 5'- GGCAGGGAACAACTTGATGGT -3’ 5'- GGCATGATTCACAGATTCCAGG -3’ 518 62°C
2 5’- GGAGAATGTTGTGCAGTTTGCC -3’ 5’- TCCATCGAAGCCTCTGTGTCC -3’ 566 62°C
3 5’- ACCTCCAGGTATCAAAGGTCC -3’ 5’- GCCTTTACCACCAGGACTACC -3’ 451 62°C
4 5’- GGACAAAGAGGAGAACCTGGA -3’ 5’- CTGGTCGACCACTTTCTCCTT -3’ 595 62°C
5 5’- GGTCCTGCTGGAGAGCGTGG-3 5’- CCAGGGCCACCTCGTTCTCC-3’ 289 62°C
6 5’- GACCAGGAAGTGATGGGAAAC -3 5’- CTCCTCTTTCTCCAGGCATTC -3’ 569 62°C
7 5’- TGTGGACCTCCTGGATTGGCA- 3’ 5’- ATCCTTGCCTGGAGAACCGCT- 3’ 598 62°C
8 5’- AAAGGTGAACGTGGCAGTCCT -3’ 5’- ACCAGGAGAGCCATTTTCACC -3’ 544 62°C
9 5’- GCTGGTGAACCTGGAAGAGAT -3’ 5’- GAGCCCTCAGATCCTCTTTCA -3’ 511 62°C
10 5’- CAAAGATGGAACCAGTGGACA -3’ 5’- AAGTTCAGGATTGCCGTAGCT -3’ 589 62°C
11 5’- AACATGCATAAGTGCCAATCC -3’ 5’- GTCACTTGCACTGGTTGACAA -3’ 589 62°C

Abbreviations: bp: base pairs; T: temperature.

Supplementary Table 3: Minor criteria according to patient status.

Status
All patients
Index cases Relatives Index vs relatives
N=215 N=148 N=67 Pp-value

Acrogeria 116 (61%) 88 (67%) 28 (48%) *

Gingival recession 21 (14%) 17 (15%) 4 (9%) ns
Chronic joint subluxation 71 (37%) 50 (38%) 21 (33%) ns
Tendon/muscle rupture 18 (10%) 15 (11%) 3 (5%) ns
Talipes equinovarus (clubfoot) 29 (15%) 24 (18%) 5(8%) ns
Early-onset varicose veins 52 (28%) 39 (29%) 13 (22%) ns
Carotid cavernous fistula 15 (8%) 14 (10%) 1(2%) *

Pneumothorax 17 (9%) 14 (10%) 3 (5%) ns
Familial sudden death® NA 39 (28%) NA ko
Median nb of minor criteria 2[1-3] 2[1-3] 1[0-2] * 3k

% index-cases only, NA : not applicable; percentages were calculated on the basis of available data for each item, p-values stratified for index status:

* <.05; **<.01; ***<.001; percentages were calculated on the basis of available data for each item
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Supplementary Table 4 : Clinical events of patients from the 5 groups. The variants are identified according to the reference sequence of the COL3A1

gene NG_007404.1.
Supplementary Table 4a : Clinical details of index patients presenting with Gly and splice/in/del variants

LOVD ID Major Criteria At least 1
submission  Sex Group c. Variation VariI:tion Vascular Digestive Uterine Thin Easy Characteristic facial Minor
number fragility  fragility fragility Skin brsuises appearance Criterion

AN_004703 M 1 c.530G>A p.(Gly177Asp) + - NA + + + +
AN_002962 F 1 c.539G>A p.(Gly180Asp) + + + + + + +
AN_002926 F 1 c.547G>A p.Gly183Ser + + + + + + +
AN_002931 F 1 c.548G>A p.(Gly183Asp) + + - + + + +
AN_002945 F 1 €.556G>A p.Gly186Ser + + - NA NA NA +

FZ?:ZE zl M1 C.575G>A p.(Gly192Asp) - ¥ NA + ¥ ¥ "
AN_004704 F 1 c.575G>A p.(Gly192Asp) + - - + + + +
AN_004702 M 2 c.582+5G>A p.(?) + - NA + + + +
AN_002948 F 1 €.638G>A p.(Gly213Asp) + - - + + + +
AN_002921 F 1 €.647G>C p.Gly216Ala + - + + + + +
AN_002902 F 1 Cc.665G>A p.Gly222Asp + + + + + + +
AN_002912 M 2 c.690+1G>T p.Pro214_Gly231del + + NA + + + +
AN_002944 M 1 €.692G>A p.Gly231Glu + - NA - - - -
AN_004760 M 2 c.744+1G>A p.(?) + - NA + + + +
AN_004762 F 1 C.755G>T p.Gly252Val + - + + + + +
AN_002936 F 1 c.755G>T p.Gly252Val + + + + + + +
AN_004707 F 1 c.755G>T p.Gly252Val + - - + + NA +
AN_004709 F 1 c.826G>A p.(Gly276Ser) + + - + - + +
AN_004710 F 1 €.826G>A p.(Gly276Ser) + - - + + + +
AN_002963 F 1 c.836G>A p.(Gly279Asp) + + - + + + +
AN_002917 F 1 c.836G>T p.Gly279Val + + - + + + +

EZ:L:n(:tlj F 2 c.898-1G>C p.(?) + + - + + ¥ "
AN_002955 M 1 €.926G>T p.Gly309Val NA + NA + - + +
AN_004761 M 2 c.951+1G>A p.Pro301_Gly318del + - NA + + + +
AN_002915 F 2 c.951+1G>A p.Pro301_Gly318del + + - + + + +
AN_002943 F 2 c.951+4A>G p.Pro301_Gly318del + + + + + + +
AN_002984 F 2 c.951+6T>C p.(?) + + - + - + +
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rerceal M2 ainsocias P2 L ‘ ’
AN_004711 F 1 c.970G>A p.(Gly324Ser) + + - + - - +
AN 002951 M 2 €.996+1G>A p.Ala319_Gly333del - + NA + - + -
AN_002966 M 2 €.996+5_996+8del p.Ala319_Gly333del - + NA + + + +
AN_002969 F 1 ¢.1106G>A p.(Gly369Glu) + - - + - + -
AN_002929 F 2 c.1149+1G>A p.(?) + - - + + + +
AN_002940 F 1 c.1187G>T p.Gly396Val + - + + + + +
AN 002909 M 2 c.1194+1G>A p.(?) + + NA + + + +
AN_002913 F 1 ¢.1241G>T p.(Gly414Val) + - - + + + +
AN_002946 F 2 €.1294-2A>G p.(?) + + - + + + +
AN 002956 M 1 ¢.1304G>A p.Gly435Asp + - NA + + + +
::'reé”;tlj M 1 c.1330G>A p.(Gly444Arg) + - NA + + + +
AN_004714 F 2 c.1347+1G>A p.(?) - - + + +
AN_002901 F 2 c.1347+1G>A p.(?) + - + + + + +
AN 004758 M 2 .1347+1G>A p.(?) + - NA + + + +
AN_002939 F 1 c.1358G>A p.(Gly453Asp) - + - + + - +
AN_004715 M 1 c.1457G>T p.(Gly486Val) + + NA + + + +
AN_002911 F 1 c.1466G>A p.Gly489Glu + NA + + + + +
AN_002964 F 1 c.1511G>T p.(Gly504Val) + - - + + + +
AN_002916 M 2 ¢.1609-8_1619del p.Met538_Gly555del + + NA + + + +
AN 002906 M 1 c.1618G>A p.Gly540Arg + + NA NA + . _
AN_002919 M 1 .1618G>A p.Gly540Arg + - NA + + + +
AN_002961 F 1 €.1654G>C p.(Gly552Arg) + + - + + + +
AN_004766 M 2 €.1662+1G>A p.Met538_Gly555del + - NA - + - +
AN_002937 F 2 c.1662+1G>A p.Met538_Gly555del + - - + + NA +
AN 002938 M 2 c.1662+1G>A p.Met538_Gly555del + - NA + + + +
AN_004767 F 2 .1662+1G>A p.Met538_Gly555del NA + - NA NA NA NA
AN_002918  F 2 c.1662+1G>A p.Met538_Gly555del + + - + + + +
AN_004768 M 2 c.1662+1G>A p.Met538_Gly555del - + NA + + + +
AN_004759 M 2 €.1662+1G>A p.Met538_Gly555del - + NA + + + +
AN_002982 F 2 c.1662+1G>C p.Met538_Gly555del - - - + + + +
AN_002967 M 1 c.1672G>C p.(Gly558Arg) + - NA + + + +
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AN_004718 F 1 €.1691G>A p.(Gly564Asp) + - - - + + +
AN_004716 F 1 c.1744G>A p.(Gly582Ser) + - + + + + -
AN_002903 M 2 c.1761+1G>A p-(?) + - NA + + + +
AN_004717 F 2 c.1761+4A>T p.(?) - — - + + + +
AN_004720 M 1 c.1763G>T p.(Gly588Val) + + NA + - + -
AN_002954 F 1 c.1835G>A p.(Gly612Asp) + - - - - + -
AN_004721 F 1 .1853G>T p.(Gly618Val) - + - + - + +
AN_004722 M 1 c.1916G>A p.(Gly639Glu) + + NA + + - +
AN_004763 M 2 c.1923+1G>A p.Pro608_Pro625del - - NA + + - -
AN_002959 M 1 €.1969G>C p.Gly657Arg + + NA NA - NA -
AN_004723 M 2 €.1977+5G>A p.Leu643_Gly660del - - NA + + + +
AN_002905 F 1 c.2042G>T p.Gly681Val + - - + + + +
AN_004725 F 1 c.2042G>T p.Gly681Val + - - + + + +
AN_002904 F 1 €.2095G>C p.Gly699Arg + + - + + + +
AN_004724 M 1 c.2104G>A p.(Gly702Ser) + + NA + + + +
AN_004726 F 2 ¢.2134_2160del p.Pro712_Gly720del + + - + + + +
::':;e”;tl; M 1 €.2150G>A p.(Gly717Asp) + + NA + + + +
AN_002928 F 1 €.2222G>A p.Gly741Asp + + - + + + +
AN_004727 F 1 €.2231G>A p.Gly744Asp - - - + + + +
AN_002923 F 1 c.2231G>T p.Gly744val + - - + + + +
AN_004728 F 2 €.2283+5G>A p.(?) - - - + + + +
AN_004764 M 1 c.2285G>A p.Gly762Asp + - NA NA NA NA NA
AN_002930 F 1 c.2285G>A p.Gly762Asp + - - + + + +
AN_002947 F 1 €.2285G>T p.Gly762Val + - - + + + +
AN_004729 F 1 €.2285G>T p.Gly762Val + + + NA + NA +
AN_004731 F 1 €.2293G>C p.(Gly765Arg) + - - + + - +
AN_004730 M 2 €.2337+1G>A p.(?) - - NA + + + +
AN_004733 M 1 €.2438G>A p.(Gly813Asp) + - NA - - - -
AN_004736 F 2 c.2446-2A>G p.(?) + - - + + + +
AN_004735 F 1 c.2492G>A p.(Gly831Asp) + - - + + + +
AN_002922 F 2 €.2553+1G>A p.GIn817_Gly852del + - + + + + +
AN_002907 M 1 c.2671G>A p.(Gly891Arg) + NA NA + + + +
AN_002965 F 1 €.2690G>A p.(Gly897Asp) - + - + + + +
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AN_002979 F 1 c.2735G>A p.(Gly912Asp) - - + + + + +
AN 002949 M 1 .2735G>T p.(Gly912Val) + + NA + + + +
AN_002970  F 1 €.2753G>T p.(Gly918Val) + - - - + - +
AN_002910 M 1 c.2807G>A p.Gly936Asp + + NA + + + +
AN 004738 M 1 €.2869G>A p.(Gly957Ser) - + NA + + + +
AN_004737 M 1 c.2915G>A p.(Gly972Asp) + + NA + + + +
AN_002908 F 1 €.2924G>T p.(Gly975Val) - - - + + + -
AN_002983  F 2 €.2931+1G>T p.(?) - - - + + + +
mooe w2 GRSl Cmetweser tt WA NA A A ,
AN_002953 M 1 c.2951G>A p.Gly984Glu NA + NA NA NA + NA
AN_002941 M 1 c.2959G>A p.Gly987Ser + - NA + + + +
AN_004741 M 1 c.2959G>A p.Gly987Ser + - NA + - + -
AN_004740 M 1 c.2960G>A p.(Gly987Asp) + - NA + + + +
AN 004739 M 2 €.3039+1G>A p.(?) + - NA + + + +
AN 002957 M 2 €.3039+5G>A p.(?) + - NA + + + +
AN_002935 F 1 ¢.3050G>A p.Gly1017Glu + + - + + + -
AN 002978 M 1 ¢.3113G>A p.(Gly1038Asp) + - NA - - - +
AN_002981 F 1 c.3122G>A p.(Glyl041Asp) + - - + + + +
AN_004743 M 1 c.3166G>A p.(Gly1056Ser) + - NA - - - -
AN 002942  F 2 €.3202-2A>G p.(?) + - - + + . +
AN_002960  F 2 €.3255+5G>A p.(?) - - + + + + +
AN_002925  F 2 C.3417+5G>A p‘A'aﬂz;;Pmll“ - + + + + + +
AN_002933 M 2 c.3441_3485dup p‘(LySHSOE)G ly1164du - NA NA 4 . +
AN_004746 F 1 c.3446G>A p.(Gly1149Asp) + - + + - + -
AN_002934 F 1 c.3482G>A p.Gly1161Glu - - - + - + +
AN_004745 M 2 c.3486_3489delinsT p.(Pro1163del) + - NA + + + +
AN_002968 F 1 c.3509G>A p.(Gly1170Asp) - - - + + + +
AN_004748 M 2 ¢.3533_3553del p-Prol178_Gly1185 - NA + . . +
delinsArg
AN_004749 F 1 ¢.3544G>C p.(Gly1182Arg) + - + + + + +

According to Villefranche nosology :

+

Presence of diagnosis criterion

— Absence of diagnosis criterion

NA Not applicable
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Supplementary Table 4b : Clinical events of patients presenting with haploinsufficiency (Group 3).

LOVD D Age at 1st Status
submission & Sex c. Variation p. Variation Location Brief Description of the phenotype
Work-Up (IC/R)
number
AN_004757 51 Ic M _ _ Exons 1 to 51 Left mternal c:?rotld.artery dI.SSECtllon, superior mesent(_erlc artery
dissection, bilateral dissection of the renal arteries
Thin ski i i left int | ti t i ti tth
AN_004708 54 Ic E c811CT o.(Arg271%) Exon 11 in skin, varicose veins, left in errTa' caro |f:I'ar gry dissection at the age
of 52 yrs old. Positive familial history.
AN_004719 53 Ic F c1786C>T 0.(Arg596*) Exon 25 Thin skin, atrophic s.cars. Aortic dissectcif)n at th.e. agg of 54. Vascular
complication of surgery. Positive familial history.
AN_004747 48 Ic M €3710CoA b.Ser1237* Exon 48 Abdomln:?ﬂ' aortic d'lssecFlon :?\t thg age of 43 y'rs f)ld, t?llateral dissection of
the iliac arteries, diverticulitis, characteristic facial appearance.
B 19 R . .3710C>A 0.Ser1237* Exon 48 No vascular issue. Characteristic facial appearance. Serious ankle sprain at
the age of 13 yrs old.
B 45 R M .3710C>A 0.Ser1237* Exon 48 Dissection of the right iliac artery. Easy bruises, characteristic facial
appearance.
Thoracic aortic dissection at the age of 23, dissection of the right carotid
* ’
AN_004751 23 IC F ¢.3710C>A p-Ser1237 Exon 48 and vertebral arteries, haemothorax, clubfoot. Positive familial history.
B 52 R M €.3710C>A 0.Ser1237* Exon 48 Thoracic aortic dissection ?t .the age of 52 years old. Easy bruises,
characteristic facial appearance.
AN_002976 33 Ic £ .382341G>C 0.(?) Intron 48 Dissection of the righ.t interpal .carot'id artery at th.e. age of 21. Suggestive
minor criteria. Joint hypermobility.
B 60 R r .3823+1G>C 0.(?) Intron 48 Characterlstlc faual appearance. Skin frgglllty, easy bruises, double
dissection of the coronary arteries at the age of 45.
AN_002972 a1 Ic M CA01141G>A p.[Gly1275Valfs*2,V Intron 49 Aortic abdom.lnal ane.u.rysm at .the age of 4.1year.s old, .dlss.ectlon of the
al1292_GIn1337del] celiac and iliac arteries. Suggestive minor criteria.
p.[Gly1275Valfs*2,V Aneurysms of the celiac and iliac arteries. First delivery complicated by
44 R F A4011+1G>A Intron 49 .
- ¢ al1292_GIn1337del] ntron perineal tear, second pregnancy by postpartum hemorrhage.
p.[Gly1275Valfs*2,V . . . .
4011+1G> .
_ 65 R F c.40 G>A al1292_Gln1337del] intron 49 Aneurysms of the celiac, splenic and renal arteries
AN_002952 45 Ic . CA134CSA o.(Tyr1378%) Exon 50 Skin fragility. Easy bruises. Characteristic facial appearance. Rupture of

the femoral artery.




Supplementary Table 4c : Clinical events of patients presenting with non-gly missense variants located in the triple helix (group 4).

90

LOVD ID . . . EA
. . Age at 1st Status . . Bioinformatic . . . i
submission Work-U (IC/R) Sex c. Variation p. Variation rediction” population Location Brief Description of the phenotype
number P P frequencyb
AN_004765 45 IC F c.812G>A p.(Arg271Gln) stis:::htﬁ] 0.04% Exon 11 Isolated mesenteric artery aneurysm
Deleterious/ Humeral artery thrombosis, dissection of the right
AN 297 47 IC F .812G>A .(Arg271aGl .049 E 11
002975 c8 p-(Arg n) Polymorphism 0.04% xon internal carotid artery at the age of 47 years old.
Tolerated/ Dissection of the left internal carotid artery at the age
AN_004713 44 IC F c.1165A>T p.(Asn389Tyr) Polvmorbhism 0.02% Exon 17 of 44 years old, skin hyperelasticity. Mother with an
¥ P internal carotid artery dissection.
Tolerated/ Skin fragility & hyperelasticity, easy bruises, atrophic
_ 49 R F ¢.1165A>T p.(Asn369Tyr) Polvmorbhism 0.02% Exon 17 scars. Joint hypermobility. Mother and sister with an
¥ P internal carotid artery dissection.
Tolerated/ Skin fragility & hyperelasticity, easy bruises. Joint
_ 70 R F c.1165A>T p.(Asn369Tyr) Polvmorohism 0.02% Exon 17 hypermobility. Dissection of the internal carotid artery
v P at the age of 53 years old. Positive familial history.
Deleterious/ Dissection of the right iliac artery at 48 years of age,
AN_002927 60 IC M c.3245G>A p.Arg1082GIn Disease 0.01% Exon 44 surgery for acute coronary syndrome at 6 years old,
causing renal & splenic arteries aneurysms
Deleterious/
AN_002971 22 IC M c.3511G>A p.(Glu1171Lys) Disease 0% Exon 47 Aneurysms of the splenic and renal arteries
causing

?Bioinformatics predicitions were applied using SIFT and Mutation Taster softwares; ° frequency data for the European American population were extracted from
Exome Sequencing Project.
Supplementary Table 4d : Clinical events of patients presenting with N-term variants (group 5, part 1).

LOVD ID . . . EA EA
. Age at 1st Status . . Bioinformatic . . . i
submission Sex c. Variation p. Variation . .. a population population Brief Description of the phenotype
Work-Up (IC/R) prediction b
number frequency frequency
Deleterious/ Skin fragility, easy bruises, atrophic scars,
AN_004701 2 IC M c.130G>A p.(Vald4lle) Exon 2 Disease 0.02% joint hypermobility. Patent ductus
causing arteriosus.
Myocardial infarction caused by a

AN_002958 58 IC F 202 _207delGACGAT  p.(Asp68_Asp69del) Exon 2 - 0% spontaneous coronary artery dissection

(AIV branch) without other arterial lesion.
Characteristic facial appearance.

?Bioinformatics predicitions were applied using SIFT and Mutation Taster softwares; ° frequency data for the European American population were exctracted from
Exome Sequencing Project.
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LOVD ID . . . EA
.. Age at 1st Status L. . Bioinformatic EA population . . ..
submission Sex c. Variation p. Variation . .. a b population Brief Description of the phenotype
Work-Up (IC/R) prediction frequency
number frequency
Deleterious/ Dissection of the hepatic artery at the age of
AN_004754 54 IC F c.3607G>A p.(Ala1203Thr) Exon 48 . 0% 53 years old. Joint hypermobility. Skin
polymorphism . .
fragility & hyperelasticity.
Dissection of the iliac artery at the age of
AN_002932 51 IC F c.3772C>T p.Pro1258Ser Exon 48 .Deleterlous'/ 0% 42years old, m.yocardl.al infarction, rlght renal
Disease causing artery stenosis & lesions of the carotid and
vertebral arteries. Suggestive minor criteria.
_ 21 R M c.3772C>T p.Pro1258Ser Exon 48 .Deleterloust/ 0% Asymptomatic. No vascular investigation.
Disease causing
Dissection of the right internal carotid artery.
Deleterious/ Joint hypermobility. 1% Cousin with bilateral
AN_004753 43 IC F c.3775G>A p.(Ala1259Thr) Exon 48 . . 0% dissection of the internal carotid artery,
Disease causing s . .
mother with dissection of the mesenteric
artery, familial history of sudden death
Deleterious/ Skin fragility, easy bruises, joint
AN_004752 17 IC F c.3808C>A p.(Pro1270Thr) Exon 48 . . 0% hypermobility, severe menometrorrhagia.
Disease causing . .
Characteristic facial appearance.
Deleterious/ 0% Joint hypermobility. No vascular
- 45 R F c.3808C>A p.(Pro1270Thr) Exon 48 Disease causing 0 investigation.
Del - T - on. - -
AN_002920 48 IC F c3818A>G  p.lys1273Arg Exon 48 Deleterious/ 0.03% lac artery dissection. Suggestive minor
Disease causing criteria.
Del i P h hage. N i
~ 55 R F c3818A>G  p.lys1273Arg Exon 48 Deleterious/ 0.03% ostpartum hemorrhage. No symptomatic
Disease causing arterial lesion.
AN_002950 45 IC F c3818A>G  p.lys1273Arg Exon 48 Deleterious/ 0.03% Bilateral dissection of internal carotid
Disease causing arteries. Aneurysms of the splenic artery.
Deleterious/ Uterine rupture and peripartum hemorrhage
AN_004756 38 IC F c.3938A>G p.(Lys1313Arg) Exon 49 0.26% at the age of 38 years old. No symptomatic

Disease causing

arterial lesion.

Bioinformatics predicitions were applied using SIFT and Mutation Taster softwares; b frequency data for the European American population were exctracted from

Exome Sequencing Project.
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Supplementary Table 5: Overall prevalence of minor diagnostic criteria according to the Villefranche nosology, and according to the type of variant.

Gly Splice/ Haplo Triple Helix ~ C/N terminal Gly vs respectively:
missense Ins/Del/Dup insufficiency VUS VUS splice, haplo, TH, CN
N=127 N=55 N=14 N=7 N=12 p-values
Acrogeria 73 (65%) 39 (78%) 3(27%) 0 (0%) 1(10%) ns, *, ¥* ek
Gingival recession 7 (8%) 13 (33%) 1(11%) 0 (0%) 0 (0%) *** ns, ns, ns
Chronic joint subluxation 37 (33%) 23 (45%) 3(23%) 2 (33%) 6 (50%) ns, ns, ns, nNs
Tendon/muscle rupture 8 (7%) 8 (16%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (18%) ns, ns, ns, nNs
Talipes equinovarus (clubfoot) 16 (14%) 11 (23%) 1(10%) 0 (0%) 1 (10%) ns, ns, ns, ns
Early-onset varicose veins 31 (27%) 19 (41%) 2 (20%) 0 (0%) 0 (0%) ns, ns, ns, ns
Carotido-cavernous fistula 11 (9%) 4 (8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) ns, ns, ns, ns
Pneumothorax 12 (10%) 5 (10%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) ns, ns, ns, ns
Familial sudden death® 25 (34 %) 9 (22 %) 3(38 %) 1 (20 %) 1(13%) ns, ns, ns, ns
Median number of minor criteria 2[1-3] 2[2-4] 1[1-2] 1[0-1] 1[0-2] kR Rk ok

% index-cases only only, p-values stratified for index status: * <.05; **<.01; ***<.001; percentages were calculated on the basis of available data for each item.
Supplementary Table 6 : Distribution of residues substituting a Glycine residue according to three classes reflecting their destabilizing effect on collagen

assembly

Supplementary Table 6a :

Observed and expected* distribution of substituting residues: index-cases only
Observed Expected p-value Class

Ala 1 9.1 0.021 under

Ser 11 20.5 0.640 under

Cys 0 7 - -

Arg 11 12.9 0.666 equal

Val 18 8.1 0.056 over

Glu 9 3.8 0.090 over

Asp 29 15.5 0.027 over

Trp 0 0.3 - -

Stop 0 1.7 - -

Total 79 79

*calculated from the corrected expected numbers
given in Persikov et al. 2004

Supplementary Table 6b :

Observed and expected* distribution of substituting residues: all patients
Observed Expected p-value Class

Ala 2 14.6 0.003 under

Ser 23 32.9 0.178 under

Cys 0 11.3 - -

Arg 19 20.8 0.890 equal

Val 27 13.0 0.025 over

Glu 15 6.2 0.077 over

Asp 41 24.9 <0.001 over

Trp 0 0.5 - -

Stop 0 2.7 - -

total 127 127

*calculated from the corrected expected numbers
given in Persikov et al. 2004
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Supplementary Table 7 : Mean features of patients with Gly substitutions according to the substituting

residues
Asp/Val/Glu Arg Ser/Ala A/V/Gvs S/A

N=83 N=19 N=25 p-value
Index cases 56 (83%) 11 (57%) 12 (48%) 0.077
Male gender 28 (33%) 10 (52%) 11 (44%) 0.348
Caucasian ethnicity 79 (98%) 18 (95%) 25 (100%) 0.730
Median age at genetic diagnosis 34[24-45] 36[28-40] 37[32-41] 0.143
Median age at last follow-up visit 36[28-40] 39[27-48] 39[30-45] 0.687
Sudden death family history 32 (40%) 6 (35%) 14 (56%) 0.174
Characteristic facial appearance 67 (87%) 11 (73%) 14 (59%) 0.003
Thin translucent skin 69 (90%) 15 (100%) 18 (81%) 0.240
Acrogeria 49 (64%) 13 (92%) 11 (50%) 0.219
Extensive bruising 63 (78%) 12 (22%) 13 (16%) 0.012
>1 major complication 42/48 (88%) 14 (75%) 9/9 (100%) 0.311
>1 vascular complication 57 (71%) 14 (87%) 18 (75%) 0.497
>1 digestive complication 29 (36%) 8 (47%) 7 (28%) 0.449
>1 obstetrical complicationt 10 (19%) 2 (25%) 4 (33%) 0.286
Median age of 1* major complication 29[22-36] 29[22-36] 32[28-41] 0.272
Median number of major criteria 3[2-4] 3[2-4] 3[1-4] 0.257
Median number of minor criteria 2[1-3] 2[1-3] 2[1-2] 0.178

t females only, quantitative variables are given in medians [interquartile range]; percentages were

calculated on the basis of available data for each item.
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I 5.3 Discussion

Cette publication rapporte les données de 215 patients atteints de SEDv moléculairement prouvé.
Il s’agit de la plus large série européenne publiée (Tableau 3-1). Les données démographiques sont
comparables a celles des cohortes nord-américaines (Pepin et al. 2014; Shalhub et al. 2014): 17% des
patients avec SEDv ont présenté une complication avant I'age de 20 ans et 71% avant I'age de 40 ans,
I’age médian étant de 29 ans. En revanche les modalités d’inclusion des patients et I'exhaustivité des
données cliniques different entre la cohorte nord-américaine et celle rapportée ici. Au vu des données
démographiques : un age moyen 6 ans plus jeune, et la proportion plus élevée de cas index sans
complication majeure (30% versus 10% dans notre cohorte), les tests génétiques pour COL3A1 sont
effectués plus précocement et plus fréqguemment devant une histoire familiale compatible ou un
examen clinique évocateur en Amérique du nord (Pepin et al. 2014). Sur les 630 cas index rapportés par
Pepin et al. 572 présentent une mutation du géne COL3A1 et 58 un diagnostic biochimique (procollagéne
de type Il anormal apreés culture de fibroblastes). Par ailleurs, parmi les 601 apparentés, 321 présentent
une mutation du géne COL3A1 ou un diagnostic biochimique, et 280 une histoire clinique compatible :
transmission obligatoire d’aprés I'arbre généalogique, ou complication majeure compatible avec un SEDv
a type de rupture artérielle, dissection, ou anévrisme, perforation digestive, ou rupture d’organe creux.
Enfin, les données cliniques, et de suivi, sont obtenues a partir du formulaire qui accompagne le
prélevement sanguin pour le test génétique. Dans notre centre, I'ensemble des cas index et des
apparentés sont examinés cliniquement puis suivis régulierement avec contréle d’'imagerie méme en
I'absence de symptome. Les 215 patients (146 cas index et 69 apparentés) rapportés présentent tous
une mutation dans la séquence du géne COL3AL. Ceci explique I’exhaustivité des données cliniques, tant
chez les cas index que leurs apparentés et les fréquences plus élevées de complications majeures :

artérielle, digestive ou obstétricales (Frank et al. 2015a).
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Cing groupes de mutations ont été définis: groupe 1: les mutations responsables d’une
substitution glycine de la triple hélice ; groupe 2 : les mutations des sites d’épissage, les insertions, les
délétions sans décalage du cadre de lecture ; groupe 3 : les mutations responsables d’haploinsuffisance ;
groupe 4 : les mutations responsables d’une substitution d’un autre acide aminé que la glycine au sein
de la triple hélice ; groupe 5 : les mutations affectant les extrémités N et C terminales. Par rapport a la
problématique de la relation génotype-phénotype, cette étude apporte des éclairages intéressants
(Tableau 3-1).

Les complications digestives affectent 36% des patients du groupe 1 et 34% des patients du
groupe 2. En revanche, aucun patient (3ge médian 45 ans) des groupes 3, 4, et 5 ne présentent de
complications digestives. Dans une série de 54 patients SEDv avec haploinsuffisance aucune complication
digestive n’était rapportée également (Leistritz et al. 2011). En revanche Shalhub et al. ont retrouvé 2%
de complications digestives en cas d’haploinsuffisance contre 14% pour toute autre mutation (Shalhub et
al. 2014). Les collagénes | et Ill sont les collagénes majoritaires du colon mais leurs réles respectifs
semblent différents. Dans la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire du tube digestif,
I’épaississement de la paroi et la fibrose de celle-ci est essentiellement due a I'augmentation du
collagene de type lll, et dans une moindre mesure des collagéne de type V et | (Alexakis et al. 2004). En
réaction a I'inflammation de la paroi colique, une augmentation de la synthese du collagéne de type Il
semble ainsi plus importante que celle des autres collagénes. En revanche dans les cancers coliques, la
proportion de collagéne de type Ill diminue a 53% de la somme des collagenes | et lll, contre 65% dans le
tissu colique sain. Par ailleurs, les « cross-link » du collagéne de type | y sont fortement diminués (Bode
et al. 2000). A I'inverse, dans les diverticules coliques, formations sacciformes de la paroi colique, une
augmentation de la régénération du collagene de type lll est retrouvée comparativement au tissu
colique contréle (Bode et al. 2000). Ces diverticules peuvent étre observées dans la paroi colique des

patients atteints de SEDv. Il semble donc que I'impact des mutations du groupe 1 et 2, qui engendrent
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des anomalies qualitatives et quantitatives du collagene de type lll, soit supérieur au niveau de la
résistance de la colique que les conséquences es mutations des autres groupes et qui n’engendrent
probablement que des anomalies quantitatives et non qualitatives, comme dans I’haploinsuffisance
(groupe 3).

Concernant I’haploinsuffisance d’ailleurs, il est intéressant de noter que I'atteinte aortique
(anévrisme, dissection, rupture) est plus précoce et plus fréquente, 50 % des patients du groupe 3, qu’au
sein des autres groupes : 19% des patients du groupe 1, 13% des patients du groupe 2. Ceci est en accord
avec les données de la littérature (Shalhub et al. 2014) et suggére que la diminution quantitative du
collagene de type Ill dans la paroi aortique est probablement le mécanisme prépondérant de la fragilité
vasculaire de ce tissu.

En revanche il n’a pas été mis en évidence de modification du phénotype en fonction de la
position de la glycine substituée, en accord avec les données de la cohorte nord-américaine (Pepin et al.
2014) et en désaccord avec des données antérieures qui avaient retrouvé une sévérité supérieure a
mesure que I'on se rapprochait de I'extrémité C-terminale (Pope et al. 1996).

Néanmoins, 10% des patients de la cohorte présentaient des mutations des groupes 4 et 5, c’est a
dire des substitutions n’intéressant pas une glycine mais un autre acide aminé de la triple hélice ou des
mutations, insertions, délétions des domaines N ou C terminaux. Le phénotype des patients est moins
caractéristique, une moindre prévalence des complications artérielles, I'absence de complication
digestives et moins de critéres majeurs ou mineurs, a I'exception peut-étre d’une hyperlaxité articulaire
plus fréquente. Cette constatation a déja rapporté dans une famille avec SED hypermobile qui présentait
néanmoins une mutation de COL3A1 responsable d’une substitution au sein de I'extrémité N-terminale
du collagéne Ill. Les mutations rapportées dans ces groupes 4 et 5 sont plus que de simples

polymorphismes au vu des prédictions informatiques de pathogénicité et du phénotype avec peau fine
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et translucide pour plus de la moitié d’entre eux, des complications artérielles pour 63% des patients et,
une hyperlaxité articulaire.

Un versant non étudié dans cette étude est la pénétrance incompléte et la variabilité
phénotypique pour une méme mutation. De fait, 'analyse de parametre est difficile car la grande
majorité des mutations sont privées et seulement 7 % des substitutions glycines sont récurrentes.
Néanmoins, au sein d’'une méme famille il n’est pas rare d’observer des complications artérielles chez un
membre, digestives chez 'autre membre et aucune complication chez le 3°™. Gilchrist et al. ont pu
étudier au sein d’'une méme famille sur 5 générations, les phénotypes de 15 patients atteints de SEDv
avec substitution d’une glycine en position 571 par une sérine. Le seul critére partagé par tous les sujets
était les ecchymoses faciles. Dans cette étude nous n’avons pris en compte que les apparentés du
premier degré afin de ne pas biaiser les analyses par un poids trop important de certaines mutations du
fait d’'un nombre trop important apparentés dans certaines familles. L’étude des relations phénotypes en
lien avec un seul génotype est en cours dans notre centre et pourrait déboucher sur de nouvelles voies

physiopathologiques intéressant notamment les modifications post-traductionnelles du procollagéne de

type Il (Myllyharju and Kivirikko 2004).
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Gly Splice/Ins/Del Haploinsuf. MIN Haploinsuf. Gly Splice/Ins/Del  Haploinsuf. non-Gly  extrémités
substit. substit. substit. C/N
N=14 N=11 N=54 N=58 N=9 N=127 N=55 N=14 N=7 N=12

homme 36% 18% 46% 30% 78% 39% 45% 36% 29% 17%
age (ans) 24 32 44 40 48 34 25 46 45 45

(10-38) (14-50) (5-83) (8-70) (26-62) (27-42) (18-33) (38-52) (44-48) (38-49)
facies caractéristique 79% 73% 14% 66% 33% 80% 94% 64% 14% 30%
peau fine translucide 86% 100% 16% 62% 12% 90% 98% 92% 67% 56%
ecchymoses faciles 36% 18% 79% 56% 76% 94% 64% 43% 20%
complication artérielle 64% 55% 52% 100% 100% 74% 68% 93% 71% 55%
complication digestive 7% 0% 14% 2% 36% 34% 0% 0% 0%
complication utérine 7% 0% 1 0 22% 24% 22% 25% 25%
acrogérie 86% 0% 2% 65% 78% 27% 0% 10%
rétraction gingivale 8% 33% 11% 0% 0%
hyperlaxité articulaire 21% 18% 12% 48% 11% 33% 45% 23% 33% 50%
rupture 10% 0% 7% 16% 0% 0% 18%
tendineuse/musculaire
pied bot 14% 0% 10% 0% 14% 23% 10% 0% 10%
varices précoces 0% 9% 16% 0% 27% 41% 20% 0% 0%
fistule carotido- 7% 0% 7% 0% 9% 8% 0% 0% 0%
caverneuse
pneumothorax- 14% 9% 4% 24% 11% 10% 10% 0% 0% 0%
hémothorax
histoire familiale 36% 45% 60% 89% 34% 22% 38% 20% 13%

Tableau 5-1: Caractéristiques cliniques des patients atteints de SEDv en fonction du type d’altération génique COL3A1.
Gly substit. : substitution d’une glycine du domaine de la triple hélice pour un autre acide aminé ; Splice/Ins/Del : mutation du site d’épissage, insertion, délétion ; Haploinsuf. :
haploinsuffisance ; MIN : toute altération génique responsable d’une production mineure de la protéine collagéene type Il en opposition a I’haploinsuffisance (Shalhub et al. 2014);
non-Gly substit. : substitution au sein du domaine de la triple hélice affectant un autre acide aminé qu’une glycine; extrémités C/ N : altérations géniques des domaines N et C

terminaux. L’dge est exprimé en médiane (25

éeme éeme
-75

percentiles)
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6 Article 2 publié : Modification de la rigidité carotidienne au cours du cycle
cardiaque par ultrafastécho chez le volontaire sain et dans le syndrome
d’Ehlers-Danlos vasculaire.

Cet article a été publié:

Mirault T, Pernot M, Frank M, Couade M, Niarra R, Azizi M, Emmerich J, Jeunemaitre X, Fink M,
Tanter M and Messas E. Carotid stiffness change over the cardiac cycle by ultrafast ultrasound
imaging in healthy volunteers and vascular Ehlers-Danlos syndrome. J Hypertens. 2015 ;33 (9) :

1890-6

I 6.1 Objectifs du travail

Nous avons cherché a utiliser les nouvelles capacités d’évaluation tissulaire de I'imagerie
échographique ultrarapide pour I'évaluation de la rigidité artérielle locale sur une population de sujet
sains (pour les valeurs normales) et de sujets avec troubles caractéristiques de la rigidité de la parois
artérielle comme retrouvés dans le Syndrome d’Ehlers Danlos vasculaire (SEDv). Le principe directeur de
cette recherche est d'utiliser la précision temporelle, spatiale et locale de cette nouvelle technique, afin
d'obtenir des informations sur la non-linéarité et l'anisotropie de la rigidité artérielle locale, afin de
déterminer plus efficacement le phénotype vasculaire des patients souffrant SEDv, et de mieux évaluer
le pronostic local et global des patients a haut risque cardiovasculaire.

Les caractéristiques viscoélastiques de la paroi artérielle ont déja été étudiées par échotracking
par I’équipe de pharmacologie clinique du Pr. Boutouyrie de I'HEGP. Dans cette étude de référence, les
caractéristiques retrouvés étaient une épaisseur intima media diminuée, une contrainte circonférentielle
augmentée et une augmentation de I’élasticité de la paroi artérielle (Boutouyrie et al. 2004).

C’est donc les caractéristiques artérielles de ces patients et notre expertise sur ce type de maladie
qui nous a incité a choisir ce type de patient afin d’étudier les capacités de I'imagerie échographique
ultrarapide d’évaluer de fagon locale et instantanée les modifications des propriétés viscoélastiques de la

paroi artérielle dans cette pathologie.
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I 6.1.1 Objectif principal

L' objectif principal est |'établissement des valeurs normales de la VOP par imagerie ultrafastécho

sur un segment localisé de la paroi artérielle de sujets sains (segment carotidien).

I 6.1.2 Objectifs secondaires

L’évaluation de la répétabilité des mesures de VOP locale par ultrafastécho et VOP régionale par
Sphygmocor®. L'étude au cours du cycle cardiaque des VOP par ultrafastécho. La comparaison entre la

population témoin et les patients SEDv des paramétres analysables par ultrafastécho.

I 6.1.3 Type d'étude - Plan expérimental

Etude monocentrique interventionnelle ouverte chez 100 sujets volontaires sains et 30 patients
ayant un SEDv, des deux sexes et de 18 a 70 ans évaluables. Dix volontaires sains de chaque sexe et par
tranche d’age (5 tranches d’age : 18-30; 30-40; 40-50; 50-60 ; 60-70) seront inclus au CIC de I'HEGP
apres vérification des critéres d’éligibilité habituels pour ce type de population (bilan biologique normal,
signes vitaux normaux, pas de maladies systémiques ou de traitements en cours) et signature du
formulaire de consentement. Les 30 patients avec SEDv seront recrutés a partir du fichier du Centre de
Référence des Maladies Vasculaires Rares de I'HEGP et inclus aprés signature du formulaire de
consentement et vérification du diagnostic de la maladie selon les criteres suivants : Tout patient de 18 a
70 ans ayant un SEDv confirmé par la présence d’'une mutation pathogene sur le géne COL3A1 et ayant
un segment artériel carotidien indemne de Iésion sera potentiellement éligible pour étre inclus dans

|’étude.

l 6.2 Article




Original Article

Carotid stifiness change over the cardiac cycle by
ultrafast ultrasound imaging in healthy volunteers and
vascular Ehlers—Danlos syndrome

Tristan Mirault®®*, Mathieu Pernot““*, Michael Frank®®, Mathieu Couade®9, Ralph Niarra®,
Michel Azizi®, Joseph Emmerich®®, Xavier Jeunemaitre®, Mathias Fink“9, Mickaél Tanter“, and

Emmanuel Messas®®

Objectives: Arterial stiffness is related to age and collagen
properties of the arterial wall and can be indirectly
evaluated by the pulse wave velocity (PWV). Ultrafast
ultrasound imaging, a unigue ultrahigh frame rate
technique (>10000 images/s), recently emerged enabling
direct measurement of carotid PWV and its variation over
the cardiac cycle. Our goal was to characterize the carotid
diastolic—systolic arterial stiffening using ultrafast
ultrasound imaging in healthy individuals and in vascular
Ehlers—Danlos syndrome (VEDS), in which collagen type I
is defectuous.

Methods: Ultrafast ultrasound imaging was performed on
common carotids of 102 healthy individuals and 37
consecutive patients with vEDS. Results are

mean =+ standard deviation.

Results: Carotid ultrafast ultrasound imaging PWV in
healthy individuals was 5.6 +1.2 in early systole and
7.34+2.0m/s in end systole, and correlated with age
(r=0.48; P<0.0001 and r=0.68; P<0.0001,
respectively). Difference between early and end-systole
PWV increased with age independently of blood
pressure (r=0.54; P<0.0001). In patients with VEDS,
ultrafast ultrasound imaging PWV was 6.0+ 1.5 in
early systole and 6.7 +1.5m/s in end systole. Carotid
stiffness change over the cardiac cycle was lower than
in healthy people (0.021 vs. 0.057 m/s per mmHg;
P=0.0035).

Conclusion: Ultrafast ultrasound imaging can evaluate
carotid PWV and its variation over the cardiac cycle. This
allowed to demonstrate the age-induced increase of the
arterial diastolic—systolic stiffening in healthy people and a
lower stiffening in VEDS, both characterized by arterial
complications. We believe that this easy-to-use technique
could offer the opportunity to go beyond the diastolic
PWV to better characterize arterial stiffness change with
age or other collagen alterations.

Keywords: arterial stiffness, pulse wave velocity, ultrafast,
ultrasound, vascular aging, vascular Ehlers—Danlos
syndrome

Abbreviations: cfPWV, carotid-femoral pulse wave
velocity; PP, pulse pressure; PWV, pulse wave velocity;
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ufPWV, ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity;
VEDS, vascular Ehlers—Danlos syndrome

INTRODUCTION
3 ortic or carotid-femoral pulse wave velocity

(cfPWV) has been shown to correlate well with

cardiovascular risk factors and mortality [1-5]. Con-
sidered the gold standard for measuring arterial stiffness,
European guidelines integrate cfPWV for the management
of arterial hypertension [6,7]. The method relies on the
measure of the transit time of the pulse wave between
carotid and femoral arteries in early systole, that is, at DBP.
Its accuracy is limited by errors made at that distance [8,9]
and the timing algorithm used [10], even though efforts at
standardization have been made [7,11,12]. But ¢fPWV can
only provide the weighted average PWV over the distance
between the two measurement sites, whereas stiffness is
not uniform along the arterial tree. This context has fostered
the development of new technologies to evaluate arterial
stiffness at a local stage [13]. Local PWV of carotid, aorta,
radial, or femoral arteries have thus been measured using
different methods on different devices: transit time of the
pulse wave between two sites using ultrasound imaging
[14,15] or MRI [16,17]; compliance estimation from early
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systolic flow and artery area or diameter using ultrasounds
[18—20] or MRI [17]; and distensibility from artery area and
pulse pressure (PP) using echotracking [21,22] or MRI
[16,17,23]. However, each technique presents limitations
[13,20]. The equipment is expensive and a fairly high level
of technical expertise is often required. All of this may
hamper the use of local PWV in clinical practice. Ultrafast
ultrasound imaging has recently emerged as a unique ultra-
high frame rate technique enabling visualization of rapid
events. Embedded into a conventional vascular Doppler
ultrasound apparatus, ultrafast ultrasound imaging can be
easily used to determine, with a good repeatability, the
carotid PWV by switching from the B mode to the ultrafast
ultrasound imaging mode [24,25]. During the last decade,
ultrafast ultrasound imaging was proposed as a new tech-
nique to overcome the trade-off between frame rate and the
number of scanlines, an important limitation in conven-
tional ultrasound imaging. Ultrafast ultrasound imaging
uses plane wave transmits with different inclinations [26]
and a sampling rate of over 10000 frames/s, which allows
tracking of the pulse wave in real time and thereby
measures the PWV [25]. Tt can measure the velocity of
the pulse wave generated not only at the aortic valve
opening (early systole) but also at the aortic valve closure
(end systole) [24]. These two waves have been well
described by Hermeling et al. as a forward compression
wave (early systole) and forward expansion wave (end
systole) propagating at different velocities [19,22,27,28].
In addition, systolic PWV may be more suited to quantify
changes in arterial stiffness with age than diastolic PWV [21].
Therefore, our goal was to use ultrafast ultrasound imaging
to study the carotid PWV change over the cardiac cycle, and
the impact of modifying factors such as age or a collagen
modification. cfPWV was used as an internal reference
marker of aortic stiffness [29]. We choose to apply ultrafast
ultrasound imaging in a broad-age range healthy popu-
lation and on patients affected by the vascular Ehlers—
Danlos syndrome (VEDS). vEDS is a rare vascular disease
resulting in mutations in COL3A41, the collagen type III
gene. Mainly present in the arterial wall, collagen type III
alterations induce crosslinking defects, disorganized fibrills,
including collagen type I fibrils, with highly variable
diameters, reduce the intima—-media thickness, increase
carotid wall stress, and expose patients to arterial dissec-
tions or rupture [30,31].

METHODS
Study population

This observational study recruited 117 healthy volunteers
equally distributed by sex and age class (18—29; 30—39; 40—
49; 50-59; 60-70 years) and 37 consecutive patients with
VvEDS, with confirmed mutation in the COL3A41 gene, from
the French National Reference Center for rare vascular
diseases. Volunteers were recruited from the database held
by the Center for Clinical Investigations of our hospital and
through the website Volterys (www.volterys.fr) that offers
an anonymous interface between the investigator and the
volunteers. Our institutional local medical ethics committee
approved this study and all participants gave written
informed consents. This study has the ClinicalTrials.gov
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identifier NCT01096264. Supplemental material details
inclusion and exclusion criteria are available at http://links.
Iww.com/HJH/A488 and http://links.lww.com/HJH/A489.

Protocol procedure

After 10 min of recumbent rest, peripheral blood pressure
was recorded from the left brachial artery using an auto-
mated Omron 705CP oscillometric device (Omron Health-
care, Kyoto, Japan). Central aortic blood pressure was
provided by the SphygmoCor Vx system (AtCor Medical
Pty Ltd., Sydney, Australia). Ultrasound examinations, ultra-
fast ultrasound imaging and SphygmoCor, were then per-
formed successively on the same day and in the same
examination room at the Center for Clinical Investigations.
The patient was settled in supine position (back slightly
raised) with electrodes placed for ECG recording. Supple-
mental material details procedures and calculations for each
PWV are available at http://links.lww.com/HJH/A488 and
http://links.Iww.com/HJH/A489.

Statistics

The results were presented with their mean =+ standard
deviation and median (25th—75th percentiles) and
described with an analysis of variance and covariance.
The correlation between the measurements was evaluated
with the Spearman correlation test. Repeatability of
measurements by ultrafast ultrasound imaging and Sphyg-
moCor devices was assessed using analysis of covariance to
calculate the measurement error (standard deviation of the
within-patient variance), using mixed model repeated
measurements adjusted for age, sex, and blood pressure
level. The risk of first kind was set at 5% for all statistical
tests. We used SAS software version 9.2 (SAS Inc., Cary,
North Carolina, USA) for all statistical analyses.

RESULTS
Healthy population

Study population

Among the 117 healthy volunteers recruited, 15 were
excluded because of high blood pressure, ECG abnormal-
ities or biological perturbation, with dyslipidemia and
toxin-positive test. The population had an equilibrated
sex ratio (51% women), a wide age range, normal SBP
and DBP, and heart rate (Tables 1 and 2). The SphygmoCor
cfPWV value was 7.6+1.7m/s and considered normal
(50th percentile) according to the reference values for
arterial stiffness [11].

Acquisition, repeatability, and agreement of pulse
wave velocity measurements

Ultrafast ultrasound imaging was successful in all patients
for ultrafast ultrasound imaging PWV (ufPWV) early and
end systole in both carotids. The ufPWV mean time acqui-
sition was 1.2min. Repeatability of the carotid ufPWV
measured by ultrafast ultrasound imaging was comparable
to the measurement of cfPWV by SphygmoCor (0.81 vs
1.30; P<0.0001 for ufPWV early systole vs cfPWV, and
1.07 vs 1.30; P<0.0001 for ufPWV end systole) using
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TABLE 1. Population characteristics and pulse wave velocity values

Mean + standard deviation

Median (25th-75th)

Age (year) 4434145 45.0 (33.0-56.0)
Weight (kg) 70.04+12.1 69.8 (60.0-77.9)
BMI (kg/mz) 24.0+29 24.0 (22.0-25.4)
LDLc (mmol/l) 3.2+07 3.2 (2.6-3.6)
Peripheral blood pressures
SBP (mmHg) 123.0+11.6 122.0 (115.0-129.0)
DBP (mmHg) 70.5+38.1 70.5 (64.5-75.5)
Pulse pressure (mmHg) 52.5+7.7 51.5 (47.0-58.0)
Central blood pressures
SBP (mmHg) 109.9+15.5 108.0 (101.0-118.0)
DBP (mmHg) 69.9+8.7 70.0 (64.0-76.0)
Pulse pressure (mmHg) 40.0+11.4 38.0 (33.0-43.0)
Heart rate (bpm) 63.5+10.0 63.3 (56.0-70.0)
PWV
cfPWV (m/s) 7.6+£1.7 7.3 (6.5-8.2)
ufPWV early systole (m/s) 56+1.2 5.6 (4.7-6.3)
ufPWV end systole (m/s) 73+£20 7.1 (6.0-8.7)

(25th-75th), 25th to the 75th percentile; cfPWV, carotid-femoral pulse wave velocity; LDLc,

intraindividual variance square adjusted on age, sex, and
central blood pressures. Although the different paths and
site of measurement for PWV, we found a good agreement
between ultrafast ultrasound imaging and SphygmoCor,
with a mean difference of 1.4+2.2m/s (Bland—Altman
analysis) (Fig. 1.

Ultrafast ultrasound imaging values of carotid pulse
wave velocity

Carotid ufPWV did not differ between left and right com-
mon carotid artery, with a difference of 0.15+1.47 m/s
(P=0.348) in early systole and 0.29+2.68m/s
(P=0.319) in end systole. Mean right and left carotid
ufPWV was 5.6 £ 1.2m/s in early systole and significantly
increased to 7.3 £ 2.0m/s in end systole (P < 0.0001) (Table
1. Neither sex nor BMI was correlated to ufPWvV.

Influence of age on carotid pulse wave velocity

UfPWV early systole (r=0.476; P<0.0001), ufPWV end
systole (r=0.682; P<0.0001), and cfPWV (r=0.609;
P <0.0001) were correlated to age. The plot of PWV values
with age shows that ufPWV early-systole increased by
0.04£0.01m/s per year and ufPWV end systole by
0.09£0.01m/s per year (Fig. 2a). Similarly, cfPWV

TABLE 2. Clinical characteristics according to age

low-density lipoproteins cholesterol; ufPWV, ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity.

increased by 0.07 +0.01 m/s per year. Like cfPWV, ufPWV
significantly increased with age classes even after adjust-
ment for blood pressures (Table 3).

Influence of age on diastolic-systolic arterial
stiffening

The difference between the two ufPWV (APWV) was cor-
related to age (r=10.575; P < 0.0001) and increased signifi-
cantly with age classes (P < 0.0001) even after adjustment
for central (P=0.0042) or peripheral blood pressures
(P=0.0001). But PP, which is known to increase with
age, could confound the increase in APWV with age. In
order to normalize the diastolic—systolic stiffening, we
therefore calculated the APWV/PP. This ratio correlated
to age (r=0.535; P < 0.0001) and steadily increased within
age classes (P=0.0023; P=0.0003) using central or per-
ipheral PP, respectively (Table 4, Fig. 2b and ©).

Influence of vascular Ehlers—Danlos syndrome on
ultrafast ultrasound imaging parameters

Patients with VEDS were 38.6 £ 13.5 years old and weighted
59.2 £11.7 kg, both lower compared with controls. But sex
ratio, heart rate, SBP, and DBP did not differ, neither the
SphygmoCor cfPWV nor the ufPWV: 6.0 +1.5m/s in early

[18-29] n=20 [30-39] n=20

Male, n (%) 10 (50) 10 (50)
BMI (kg/mz) 23.1+£19 22.8+2.7
LDLc (mmol/l) 2.5+0.5 3.0+0.6
Peripheral blood pressures

SBP (mmHg) 121.7+7.1 118.6+10.9

DBP (mmHg) 66.3+7.0 68.4+7.0

Pulse pressure (mmHg) 55.4+5.6 50.3+6.8
Central blood pressures

SBP (mmHg) 107.5+9.8 104.0£17.5

DBP (mmHg) 69.1+7.2 65.3+8.7

Pulse pressure (mmHg) 38.4+9.3 38.7+15.6

Heart rate (bpm) 64.3+10.5 63+12.4

[40-49] n=21 [50-59] n=20 [60-70] n=21 P value
10 (47.6) 10 (50) 10 (47.6) 0.9996
23.8+3.2 25.0+2.8 25.0+2.9 0.0286
3.2+0.6 3.5+0.7 3.6+0.8 <0.0001
121.2+15.1 1240+11.2 129+104 0.0356
71.8+8.9 72.7+7.9 73.3+7.7 0.0194
49.5+8.9 51.3+7.5 56.1+7.5 0.0099
112.4+13.6 110.7 +£16.1 114.1£17.8 0.2989
70.9+8.7 70.2+6.9 73.7+£9.9 0.0534
41.5+8.1 40.54+12.8 40.4+10.4 0.9260
65.8+10.5 61.0+8.4 62.5+8.3 0.6263

Results are mean + standard deviation. LDLc = low-density lipoproteins cholesterol.
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FIGURE 1 Bland-Altman diagram demonstrating good agreement between ultra-
fast ultrasound imaging and SphygmoCor. Mean bias — cfPWV (Sphygmo-

Cor) — ufPWV (ultrafast ultrasound imaging) — and 95% Cl is 1.38 (-2.89; 5.65).
cfPWV, carotid-femoral pulse wave velocity; Cl, confidence interval; ufPWV, ultra-
fast ultrasound imaging pulse wave velocity.

systole and 6.7+£1.5m/s in end systole. However, the
APWV/PP ratio was lower than in healthy individuals, even
after adjustment for age and weight (0.021 vs. 0.057 m/s per
mmHg; P=0.0035) (0.014 vs. 0.039m/s per mmHg;
P=0.0014) using central or peripheral PP (Table 5).

DISCUSSION
Main findings

In this study, we presented the use of ultrafast ultrasound
imaging, a new ultrasound-imaging technology for local
carotid stiffness assessment in a broad age-range healthy
population. Ultrafast ultrasound imaging allowed visualiza-
tion in real time and measurement of a carotid PWV of
5.6+ 1.2m/s in early systole, at the DBP. The intrapatient
precision of ultrafast ultrasound imaging local PWV
measurement was in the same order of magnitude as cfPWV
measured by SphygmoCor. As expected, PWV increased
with age, at 0.04 £0.01 m/s per year, for the ufPWV early
systole. cfPWV showed the same relationship with a slope
of 0.07 +0.01 m/s per year in that study. Moreover, ultrafast
ultrasound imaging technology allowed measuring a car-
otid PWV of 7.3 £2.0m/s from the second pulse wave in
end systole. This PWV also increased with age, at
0.09 £ 0.01 m/s per year. As reflected by this steeper slope,
the difference between PWYV in end systole and PWV in
early systole — APWV — increased with age even after
adjusting for PP. Consequently, we showed that not only
stiffness but also diastolic—systolic stiffening of the carotid
arterial wall increased with age, independently of blood
pressure. The diastolic—systolic stiffening of the carotid is
also impacted in a genetic vascular disease impairing the
collagen type III, a major component of the arterial wall.

Technique validation

The ufPWV determined by ultrafast ultrasound imaging is
the local wave speed at the site of measurement, carotid in
this study, whereas cfPWV determined by SphygmoCor
corresponded to a weighted average of PWV over the
distance between carotid and femoral measurement sites.
Because PWV varies with distance along an artery due to
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FIGURE 2 Influence of age on local carotid pulse wave velocity. (a) Dependence of
ufPWV early or end systole with age is different. (b) and (c) Delta PWV over pulse
pressure increases with age (APWV = ufPWV end systole — ufPWV early systole).
cfPWV, carotid-femoral pulse wave velocity; PPc, central pulse pressure; PPp, per-
ipheral pulse pressure; ufPWV, ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity.

taper or changes in the distensibility, and from vessel to
vessel across bifurcations [32,33], cfPWV was therefore
expected to be different from ufPWV. However, the
PWYV determined by each method — cfPWV by SphygmoCor
and ufPWV by ultrafast ultrasound imaging — were in good
agreement in this healthy population and ultrafast ultra-
sound imaging repeatability similar to SphygmoCor. More-
over, in accordance with the previous studies, we showed
that cfPWV increased with age even after adjustment on
blood pressures, with values over age classes comparable
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TABLE 3. Values of pulse wave velocity according to age

[18-291 n=20 [30-39] n=20 [40-49] n=21 [50-59] n=20 [60-70] n=21 P value P*value P'value
cfPWV (m/s) 6.4+0.8 7.1+£11 7.4+1.2 7.8+1.2 93422 <0.0001 <0.0001 <0.0001
ufPWV early systole (m/s) 4.5+0.7 57+0.8 5.6+0.8 57+0.9 6.2+1.4 <0.0001 0.0003 0.0002
ufPWV end systole (m/s)  5.3+1.3 7.0+1.9 78+1.4 81+14 92421 <0.0001 <0.0001  <0.0001

Results are mean = standard deviation. P*, P value adjusted on central SBP, central DBP, and central pulsed pressure; P, P value adjusted on peripheral SBP, peripheral DBP, and
peripheral pulse pressure; cfPWV, carotid-femoral pulse wave velocity; ufPWV, ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity.

TABLE 4. Normal values of carotid ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity increase over the cardiac cycle

All ages n=102

[18-29] n=20

[30-39] n=20

[40-49] n=21 [50-59] n=20 [60-70] n=21 P value

0.030+0.023
0.014+0.019

APWV/PPc (m/s per mmHg)
APWV/PPp (m/s per mmHg)

0.057 £0.048
0.039+0.033

0.033£0.051
0.029 £0.040

0.059 +£0.040
0.047 £0.029

0.078 £0.054
0.051+£0.024

0.087 £0.041
0.057£0.029

0.0023
0.0003

Results are mean + standard deviation. APWV, difference between ufPWV end systole and ufPWV early systole; PPc, central pulse pressure; PPp, peripheral pulse pressure; ufPWV =

ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity.

to published reference values, making cfPWV an internal
reference marker of the present study [11,29,34-36].

Carotid artery stiffens with aging

Recently, the Rotterdam study showed an increase in aortic
PWV and a decrease in carotid distensibility with age [36].
Previously, cfPWV by SphygmoCor was compared with
carotid PWYV derived from the carotid distensibility through
the Bramwell-Hill equation [32]: cfPWV increase was
0.105£0.017m/s per year vs. 0.090 +0.007 m/s per year
for carotid PWV [35]. Carotid also stiffened with aging in our
study, but with lower slopes for cfPWV and ufPWYV in early
systole. The younger age of our population probably
explained that difference as the relationship between
cfPWV increase and age has been described to fit a full
quadratic equation [11]. Blood pressure acts as a stress on
the arterial wall and increases with age. Although this could
explain the rise of PWV with age, PWV correlation with age
was still valid after adjustment for blood pressure in our
study as in the previous results [11]. The Baltimore Longi-
tudinal Study of Aging even showed that arterial stiffening
preceded increases in SBP [5].

Diastolic—systolic arterial stiffening

One of the major interests of ultrafast ultrasound imaging is
to provide the velocity of the pulse wave generated not only
at the aortic valve opening (early systole) but also at the
aortic valve closure (end systole) [24]. These two waves
propagate at different levels of blood pressure and it is
known that arteries are less distensible at increased pres-
sure [19]. Thus, in addition to carotid stiffness, in this study,
we measured the arterial stiffening during the cardiac cycle
in response to the blood pressure increase. The 30% incre-
ment between ufPWYV early systole and ufPWV end systole
that we observed is comparable to the 41% reported by
Hermeling et al. [21].

Increase of diastolic—systolic arterial stiffening
with age

The carotid APWV derived from carotid distensibility was
already reported to correlate with age [21,28]. In our study,
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the dependence with age was over two-fold higher for
ufPWV end systole than for ufPWV early systole and we
evaluated this stiffening through the APWV/PP to counter-
act the impact of blood pressure increase. This ratio clearly
correlated to age independently of blood pressure and
steadily increased within age classes. Arteries become pro-
gressively less distensible as collagen fibers are recruited
over the cardiac cycle [37]. With aging, fatigue and fracture
of the elastin fibers and deposition of collagen arise in the
vascular media, causing stretch of the wall with a transfer of
stress from the more extensible elastin to the stiffer collag-
enous fibers [38]. This might account for the progressive gap
between ufPWV end systole and ufPWYV early systole with
aging, and emphasizes the independent role of age on the
biomechanical properties of the arterial wall [5,306].

TABLE

5. Vascular Ehlers-Danlos syndrome patients
characteristics and pulse wave velocity values

Mean +
standard

deviation

Gender female, n (%) 26 (70.3) 0.0534

Age (year) 38.64+13.5 0.0384

Weight (kg) 59.2+11.7 <0.0001

BMI (kg/m?) 220435 0.0008

Peripheral blood pressures
SBP (mmHg) 1225+11.4 0.8163
DBP (mmHg) 69.7+8.4 0.6144
Pulse pressure (mmHg) 52.8+7.2 0.8512

Central blood pressures
SBP (mmHg) 108.5+15.8 0.8210
DBP (mmHg) 70.3+9.7 0.9995
Pulse pressure (mmHg) 38.3+8.3 0.7408
Heart rate (bpm) 67.44+10.8 0.0603

PWV
cfPWV (m/s) 79+14 0.3508 0.0028
ufPWV early systole (m/s) 6.0+1.5 0.0580  0.1069
ufPWV end systole (m/s) 6.7+1.5 0.0759 0.0424
APWV/PPc (m/s per mmHg) 0.021+£0.046 0.0010 0.0035
APWV/PPp (m/s per mmHg) 0.014+£0.031 0.0018 0.0014

P value from comparison with control values. P*, P value adjusted on age and weight;
cfPWV, carotid-femoral pulse wave velocity; PPc, central pulse pressure; PPp, peripheral
pulse pressure; ufPWV, ultrafast ultrasound imaging pulse wave velocity; APWV,
difference between ufPWV end systole and ufPWV early systole.
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Lower diastolic-systolic arterial stiffening in
patients with vascular Ehlers—-Danlos syndrome
The rise of arterial stiffness at higher blood pressure is
characteristic of the nonlinear (or hyperelastic) stress—
strain relationship of the arterial wall, and the slope of this
increase is linked to the arterial wall microstructure organ-
ization and to its content, such as the ratio of collagen/
elastin [37,39]. It appeared interesting to look at that slope
using ultrafast ultrasound imaging in the VEDS, in which
arterial wall collagen type III is abnormal. Patients with
VEDS presented a lower increase of PWV during the cardiac
cycle compared with healthy individuals, and still after
adjustment for age and weight. This result witnessed a lack
of arterial stiffening whereas blood pressure heightens in
patients with vEDS. Comforting this result, a previous study
found a 27% higher carotid distensibility in patients with
VEDS, and thus a higher strain than controls [30].

Study limitations

One limitation is the absence of comparison with another
local carotid PWV measurement device. The aim of this
study was not to compare ultrafast ultrasound imaging to
other tools measuring local carotid stiffness but to evaluate
the influence of modifying factors (age, collagen altera-
tions) on local carotid PWV change over the cardiac cycle,
and to use cfPWV, the gold standard technique, as an
internal reference marker. Second, the range of carotid
PWV corresponded well to carotid PWV measurements
by other techniques either in early or late systole
[14,15,18,21]. Third, another study is currently recruiting
patients with untreated hypertension testing ultrafast ultra-
sound imaging and echotracking (NCT01743352). Another
limitation in our study was the use of PP to normalize the
diastolic—systolic stiffening. Indeed, ufPWV early systole
reflects the pulse wave propagation velocity at DBP, but
ufPWV end systolic is concomitant to the dicrotic notch,
which is slightly lower than the SBP [19,25]. Therefore,
using PP gives an approximation of the APWV/PP. Never-
theless, our results confirm those published by Giannattasio
et al. [22] showing evidence of an increased diastolic—
systolic stiffening with age, when measuring the slope of
carotid diameter correlated to blood pressure. We are also
aware that using the brachial PP as a surrogate for the
carotid PP may be erroneous [40], but we provide evidences
that APWV/PP using peripheral PP showed the same
relationship with age as PWV/PP using central PP. In this
study, central aortic blood pressure measured by Sphyg-
moCor was used as local pressure at the site of ultrafast
ultrasound imaging measurements [41]. We did not choose
the applanation tonometry for local pressure evaluation as
it may be unreliable [40,41].

Perspectives

Ultrafast ultrasound imaging is an embedded conventional
vascular Doppler ultrasound apparatus that clinicians can
easily use to visualize and noninvasively determine the
carotid PWV. ufPWV uses neither the Bramwell-Hill model
assumptions nor the additional tonometric measurement
for the local PP evaluation, and is not influenced by error in
distance assessment between measurement sites. Thus, the
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measure of brachial PP and carotid PWV does not require a
high level of technical expertise and is achievable at
patient’s bedside by any clinician. By measuring arterial
stiffness at different blood pressure levels, ultrafast ultra-
sound imaging goes beyond the ‘classic’ PWV in diastole
and characterizes more precisely the biomechanical prop-
erties of the arterial wall and the impact of vascular aging or
genetic defect. Obviously, other studies with a larger popu-
lation, long-term follow-up on healthy volunteers, and
patients with cardiovascular risk factors or with treated
high blood pressure are needed to assess the potential
cardiovascular prognosis of these new ufPWV parameters

[29].
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Supplementary material

Inclusion and exclusion criteria

The population consisted of VEDS patients from our institution and healthy subjects of Caucasian origin
with no tobacco history, a weight between 60 and 100 kg, and a body mass index between 18 and 30
kg/m2. Brachial blood pressure was checked as normal (below 140 mm Hg for the systolic and 90 mm Hg
for the diastolic blood pressure after 10 min of recumbent rest), electrocardiogram did not present any
abnormalities, and laboratory tests (blood tests, urine analysis and toxins research) were within normal
range.

Subjects were excluded: if pregnant; having allergy to ultrasound gel or skin lesions (severe eczema,
wounds, etc. ...), which prevents the application of the ultrasound probe on the region of interest;
subjects not affiliated with French social security health benefits; refusal, lack of language skills or mental
inability to sign consent; acute or chronic systemic disease; alcohol abuse; medication; current smoking;
ingestion of excessive amounts of common tea, licorice, coffee, chocolate and/or beverages containing
caffeine (>5 cups/day, about 500 mg of caffeine/day); and subjects in the exclusion period on the
national register of persons undergoing biomedical research.

Protocol procedure

Ultrafast ultrasound imaging (UF) and SphygmoCor were performed successively on the same day and in
the same examination room to measure two different types of PWV:

- a local carotid PWV (ufPWV) using the UF device

- a regional carotid to femoral PWV (cfPWV) using the SphygmoCor device.

Ultrafast ultrasound imaging of local carotid PWV (ufPWV)

Ultrasound data recording

The ultrafast ultrasound imaging system Aixplorer used in this study is developed by the SuperSonic

Imagine company (Aix-en-Provence, France). It is equipped with a linear array probe (128 elements, 8
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MHz central frequency, pitch 0.2 mm, 28 mm elevation focus). It is well-known that frame rate limitation
of conventional ultrasound imaging scanner is due to the trade-off between frame rate and the number
of scan-lines (focused beams). In order to obtain both a very high frame rate and a large field of view, the
Aixplorer prototype used the concept of ultrafast plane wave imaging (Figure S1) (Montaldo et al. 2009;
Tanter and Fink 2014). In its original form, it added coherently sub-images obtained by beam forming of
the backscattered echo from plane waves transmitted with different inclinations. This system is
programmable per channel both to receive (128 channels) and to transmit (256 channels). It allows
switching between the following sequences: conventional B-mode imaging and Ultrafast imaging
sequence. Plane wave transmit enables the reconstruction of a complete frame from a single
transmit/receive event. Beam forming is performed in our study using receive-only dynamic focusing. It
enables an imaging frame rate equal to the pulse repetition frequency (transmit rate). This concept has
been used to reach frame rates of up to 20 kHz in order to enable the imaging of shear wave propagation
in the body. The precision of the PWV measurement is determined by the frame rate of the system
(Hermeling et al. 2007). In this study, this sequence was used to image the arterial pulse wave in arteries
with a frame rate of 1,000 images/s (Figure S2). The acquisition of 2D ultrasound images was triggered
on the R wave through the ECG-coupled imaging system, and the total acquisition duration was one
second and half. Acquisitions required no apnea from the patient. Quality acquisitions were validated
with instant viewing of the movie of the pulse wave propagation on the computer connected to the
ultrasonic device (Movie S3). For each site (right and left CCA), measurements were repeated three times.
The median value of the three measurements was used for ufPWV calculation of one subject, whereas
the three measurements for each subject were taken into account for repeatability evaluation.
Calculation of carotid PWV

Tissue particle velocities are typically on the order of few mm/s (Figure S2 B), whereas the propagation

speed of the arterial pulse wave is typically m/s. For all plane transmit insonifications, radiofrequency
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(RF) ultrasonic backscattered echoes are beam formed to obtain a stack of two-dimensional images in
the 1Q space, with a demodulation frequency equal to the transmit frequency (8 MHz). A frame-to-frame
conventional axial velocity estimation is performed using an 1Q cross-correlation algorithm (Pernot et al.
2007). Finally, a movie of the axial velocity is obtained with a frame rate of 1,000 Hz (Movie S3).
Automatic segmentations of the anterior and posterior arterial walls were performed for each frame
(Figure S2 A). Anterior and posterior wall velocities were subtracted in order to remove the global
motion of the artery. A space-time representation of the arterial wall velocity is presented in Figure S2 B.
In a single cardiac cycle, it was found that estimation of radial velocity exhibits two acceleration peaks
(Figure S2 B lower frame) corresponding to two propagating waves: the first wave corresponds to the
beginning of the systole (after aortic valve opening), the second wave corresponds to the end of the
systole (after aortic valve closure). These two waves propagate in the same direction (from the aortic
arch toward the brain). Between these two incident waves, early reflection waves can also be detected
propagating backward (Figure S2 D). Khir et al. reported the same three characteristics using the wave
intensity waveform (Khir et al. 2001): ‘the first positive peak occurring at the start of systole represents
the initial, forward compression (dP > 0) wave generated by the contraction of the ventricle. The second
positive peak occurring at the end of systole indicates a forward expansion (dP < 0) wave dominating the
flow at this time of the cardiac cycle. This indicates that it is a forward wave generated by the inability of
the ventricle to contract quickly enough to keep up with the momentum of the blood in the arteries
generated by the earlier part of systole, which is the predominant cause of the halt of blood flow at the
end of systole (Parker et al. 1988). In mid-systole there is a period when the wave intensity is negative,
indicating that backward, reflected waves are dominating the forward waves.” Conventionally (Hermeling
et al. 2008) a linear regression of the first and the second acceleration peaks was performed successively
to compute the wave velocities based on the space-time representation (Figure S2 C). Therefore two

PWV were provided: one in early-systole and one in end-systole.
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Measurement of aortic PWV (cfPWV) by SphygmoCor

Device

cfPWV was measured by a conventional method using SphygmoCor and more particularly its application
pulse wave velocity SphygmoCorVx system dedicated to the calculation of aortic PWV.

Measurement protocol

Pressure sensors (high fidelity applanation tonometers) were placed successively on two arterial sites
distant (carotid and ipsilateral femoral sites) and recorded the passage of the pulse wave on each site.
Measurements were performed according to the recent guidelines (Boutouyrie et al. 2009; Reference
Values for Arterial Stiffness' Collaboration 2010; Wilkinson et al. 2010). For the purpose of the study,
three measurements of cfPWV for each subject were performed. Each measurement was displayed by
the device as a mean + standard deviation of 10 PWV recordings after obtaining a well-shaped arterial
pulse wave. One of three measurements with the lowest coefficient of variation was allocated as the
subject’s cfPWV, whereas the three measurements for each subject were taken into account for
repeatability evaluation.

Calculation of aortic PWV (cfPWV)

cfPWV calculation was derived from the ratio of the transit time over the distance between the two sites
(carotid and femoral, relative to ECG R wave). The transit time was assessed as the time difference
between two characteristic points on carotid and femoral waveforms detected by the “intersecting
tangent algorithm”. This type of algorithm presents the advantage of not underestimating PWV in case
of low-rise time of the waveform, as does the Complior system by using the point of maximal upstroke
during systole in its algorithm (Millasseau et al. 2005). The carotid to femoral (cf) distance calculation
was the direct distance measurement between the carotid and femoral sites corrected by a scaling factor

of 0.8 (Reference Values for Arterial Stiffness' Collaboration 2010).



105

Figure S1. Ultrafast Ultrasound Imaging Principle
(Left panel) Conventional imaging with 128 focusing lines in emission and reception
(Right panel) Ultrafast ultrasound imaging acquisition with one plane wave emission and focusing only

on reception
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Figure S2. Carotid Arterial Pulse Wave Velocity Computing Using Ultrafast Ultrasound Imaging

(A) Automatic segmentations of the anterior and posterior arterial walls were performed for each frame.
(B) Tissue velocity along the arterial wall as a function of time. The three plots show at one location of
the wall (from top to bottom): displacement, velocity and acceleration of the arterial wall. The latter
displays the two acceleration peaks corresponding to the two propagating waves. (C) Calculation of the
PWV derived from the slope of the acceleration peak. (D) Magnification of the dotted outline square in B
showing the visualization of the early reflection waves, propagating backward between the 2 incident
waves.
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I 6.3 Discussion

Cette étude est la premiere a apporter des valeurs de VOP carotidienne mesurée par ultrafastécho
dans une population de sujets sains, répartis sur 5 classes d’age entre 18 et 70 ans. L'ultrafastécho est
capable de visualiser et mesurer localement la VOP non seulement au début de la systole myocardique,
lors de I'ouverture de la valve aortique mais également lors de la fermeture de la valve aortique, en fin
de systole cardiaque. La premiére onde de pouls est celle classiquement mesurée par le Sphygmocor®
entre la carotide et la fémorale. L’augmentation de la VOP avec I’age est un phénomeéne bien connu
(Asmar et al. 1995; Laurent 2012; Najjar et al. 2008; Paini et al. 2006; Reference Values for Arterial
Stiffness' Collaboration 2010) et retrouvé ici avec l'ultrafastécho et le Sphygmocor® entre 0,04 et
0,07m/s/an. Par ailleurs, 'augmentation de la VOP persiste méme aprés ajustement sur les valeurs de
pression artérielle confirmant la nature intrinséque des modifications biomécaniques de la paroi
artérielle avec I'dge et non simplement un effet de I'augmentation des chiffres tensionnels (Laurent
2012; Sutton-Tyrrell et al. 2005). En effet avec le vieillissement, une faiblesse, des fractures des fibres
d'élastine et des dépobts de collagene augmentent dans la média des vaisseaux, responsable d’un
transfert de la contrainte pariétale imposée par la pression artérielle des fibres d'élastine davantage
extensibles aux fibres de collagene plus rigides (Armentano et al. 1991; Zieman et al. 2005).

L'ultrafastécho permet de mesurer une seconde VOP en fin de systole alors que la pression
artérielle est proche de la pression systolique. Cette seconde VOP est plus rapide, témoignant d'une
rigidification de la paroi artérielle face a la contrainte qu’est la pression artérielle. Ainsi, nous avons pu
mesurer 'augmentation plus importante avec I'age de la seconde VOP méme apres ajustement sur la
variation de pression au cours du cycle cardiaque. Ceci renforce I'idée de I'apparition de modifications
structurelles de la paroi artérielle avec I'age altérant ses propriétés biomécaniques et son élasticité.

Cette variation de la rigidité artérielle au cours du cycle cardiaque en raison du comportement non-
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linéaire (ou hyperélastique) de la paroi artérielle est d'un intérét majeur pour caractériser plus
précisément les propriétés biomécaniques de la paroi artérielle.

Dans cette étude, les patients SEDv présentaient clairement une augmentation plus faible de la
VOP pendant le cycle cardiaque, a savoir entre le début et la fin de la systole. Ce résultat est le témoin
d'un manque de rigidification artérielle tandis que la pression artérielle augmente chez les patients vEDS.
Il est compatible avec le role clé des collagénes de type | et Il dans les propriétés biomécaniques
artérielles et leur relation avec les fibres élastiques fibres (Wagenseil and Mecham 2009).

Des études antérieures ont montré que la paroi artérielle des artéres élastiques se comporte
comme "deux phases" matériaux constitués de deux éléments étroitement associés différent de
résistance a la traction et module d'élasticité. Le module d'élasticité de l'aorte a des pressions
physiologiques est inférieure a celle du collagéne seul, mais supérieure a celle de I'élastine seule (Bergel
1961; Roach and Burton 1957). Le collagéne a une résistance a la traction relativement élevée et un
module d'élasticité d'environ 1 X 10° dynes / cm?, tandis gue I'élastine a une résistance a la traction
relativement faible et un module d'élasticité d'environ 3 X 10° dynes / cm” (Burton 1954).

Au cours du cycle cardiaque, les arteres deviennent progressivement moins extensibles car de plus
en plus de fibres de collagéne sont recrutées. A ce stade tout augmentation supplémentaire de la
contrainte envers la paroi s’accompagne d’une augmentation tres faible de son rayon, ce qui représente
la relation contrainte-déformation non linéaire de la paroi artérielle (Berry and Greenwald 1976; Roach
and Burton 1957; Wolinsky and Glagov 1964). En raison de cette nature non linéaire, une seule
constante, comme le module d'élasticité de Young pour les matériaux linéaires, n’est pas suffisant pour
décrire les propriétés biomécaniques de la paroi artérielle. En revanche en mesurant des VOP a des
niveaux de pression différents par ultrafastécho, on peut calculer des modules élastiques
supplémentaires. Ainsi, le comportement de la paroi artérielle lorsque les fibres de collagene sont plus

ou moins recrutées peut étre évaluée.
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Dans le SEDv, nous avons mis en évidence un schéma différentiel par rapport aux témoins avec
aucune différence a faible contrainte pariétale (pression diastolique en début de systole), mais une
rigidification moindre lors de I'augmentation de la pression artérielle. Ceci suggére que la résistance a la
traction des fibres de collagéne serait compromise dans le SEDv résultant en un manque de rigidité de la
paroi artérielle au fur et a mesure du recrutement des fibres de collagene. Cela explique I'exces de
contrainte mécanique des parois vasculaires dans le SEDv, une distension artérielle plus importante a
chaque systole qui peut aboutir a une rupture artérielle une fois le point de rupture atteint.

Enfin, il est intéressant de mentionner que 32 des 37 patients SEDv recevaient un traitement par
céliprolol. Le défaut de rigidification était toujours observable malgré une rigidité artérielle accrue et une
distensibilité réduite sous céliprolol dans I'’étude BBEST (Ong et al. 2010).

Basée sur les résultats présentés dans cette étude, une approche thérapeutique pourrait consister a
trouver un moyen de renforcer les fibres de collagene. La réticulation du collagéne se référe a la capacité
des fibrilles de collagene de former des liaisons covalentes avec les fibrilles adjacentes. Plusieurs voies
peuvent conduire a la réticulation. Par exemple, la glycosylation observée au cours du diabéte peut
conduire a la formation de liaisons supplémentaires entre les fibrilles de collagéne engendrant un
vieillissement vasculaire accéléré.

La plupart des efforts scientifiques visent a réduire la réticulation du collagéne dans les vaisseaux,
(Brodeur et al. 2014; Steppan et al. 2012) tandis que chez les patients SEDv nous nous attendrions a effet
bénéfique d’une réticulation accrue. En ophtalmologie, la réticulation du collagéene a été délibérément
augmentée dans les affections de la cornée a l'aide de la riboflavine et une exposition rapide de la
cornée aux ultraviolets A, avec de bons résultats (Kymionis et al. 2013; Touboul et al. 2014).

Une autre approche pourrait étre de cibler les lysyl-oxydases (LOX), qui catalysent les liaisons
covalentes des chaines latérales entre collagene et élastine. Ces enzymes peuvent stabiliser la matrice

extracellulaire. Les développements de thérapies ciblées vers I'augmentation de I'activité des LOX risque
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de se heurter aux risques tumoraux. En effets, les LOX sont également impliqués dans la prolifération

cellulaire, I'invasion tumorale et les métastases cellulaires (Nishioka et al. 2012).
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7 Article 3 soumis: Ultrafastécho offre un nouvel aper¢u du phénotype
vasculaire des souris haploinsuffisantes pour le collagéne de type lll.

Cet article a été soumis pour publication:
Mirault T, Papadacci C, Dizier B, Goudot G, Tanter M, Jeunemaitre X, Boisson-Vidal C,
Emmerich J, Pernot M, Messas E. Ultrafast ultrasound imaging gives new insight into vascular

phenotype of collagen type Il haploinsufficient mice. Ultrasound in Medicine and Biology, 2015.

I 7.1 Objectifs de travail

L'analyse de la moindre rigidification au cours du cycle cardiaque observée dans I'étude
précédente, chez les patients atteints de SEDv nous a amené a rechercher un modele expérimental afin
d’analyser ces nouvelles données. Un modele préclinique a I'avantage de pouvoir mieux contrdler les
biais et d’étudier les propriétés biomécaniques de la paroi artérielle. Il a également I'avantage de
permettre I'analyse de différentes approches thérapeutiques selon les hypothéses générées par nos
études physiopathologiques.

Le seul modele pré-cliniqgue a notre disposition était un modeéle murin invalidé pour le géne
COL3A1 (Liu et al. 1997). Les souris COL3A1 hétérozygotes présentent une diminution du contenu en
collagéne Il de la paroi vasculaire mais pas de phénotype de rupture. Les souris COL3A1 homozygotes -/-
ne sont pas viables pour la majorité. L'équipe INSERM du Pr Xavier Jeunemaitre a démontré que ce
modele murin d’haploinsuffisance en collagene de type Ill des dissections et ruptures aortiques plus
élevées lorsque que soumis a une perfusion d’angiotensine 2 (Faugeroux et al. 2013). Un autre modele
de souris porteuse d’'une mutation du géne Col3al, responsable d’une substitution glycine dans la triple
hélice, par mutagéneése insertionnelle (Knock-In) était toujours en développement lors du début de mes
travaux. Ce modele devrait avoir un phénotype plus proche du phénotype humain et sera certainement

un meilleur modele d’étude de la physiopathologie du SEDv. Néanmoins, nous avons décidé d’appliquer
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la technologie ultrafastécho sur ces souris Col3al hétérozygotes afin de mesurer la VOP aortique,
comparativement a des souris sauvages. L'intérét du plan expérimental choisi, était d’avoir une mesure
sanglante par cathéter artériel de la pression artérielle tout le long du cycle cardiaque simultanément a
I'enregistrement par ultrafastécho. L'électrocardiogramme a permis de synchroniser la captation
échographique sur chaque QRS. La fréquence d’'images d’ultrafastécho est tellement élevée qu’elle a
permis un échantillonnage suffisant durant les 150 millisecondes du cycle cardiaque chez la souris pour
une mesure fiable de la VOP au niveau de |'aorte abdominale. Enfin, nous avons pu établir une relation
entre la rigidité de la paroi artérielle et la pression artérielle qui est la contrainte a laquelle la paroi est
soumise, en injectant en intraveineux de la phényléphrine, un vasoconstricteur périphérique artériel
sans effet sur I'aorte, afin d’augmenter graduellement la pression artérielle. Ce protocole a déja été
validé antérieurement dans un modele murin d’haploinsuffisance en L-WNK1 (Bergaya et al. 2011). Ainsi
a partir des équations de biomécaniques on comprend que la contrainte circonférentielle de la paroi

artérielle est proportionnelle a la pression qui s’exerce dessus (Figure 5-1).

Dimensions Contraintes Parametres
physiologiques
| O, F(1)
— Pri _ F@ _4Qu
g = i Bt T (rog —l"2) w = nr’3

Figure 7-1 Relations entre les dimensions de I'artére, les contraintes et les parametres physiologiques.

Les dimensions sont le rayon interne (ri) la longueur (1), I'épaisseur (t). Les contraintes sont la contrainte de cisaillement pariétal,
(tw), la contrainte longitudinale (o,), et la contrainte circonférentielle (o). Les paramétres physiologiques sont le débit sanguin
(Q), les forces d’étirement longitudinal [F(l)], et la pression artérielle (P). La viscosité du sang (u) intervient dans I’équation de la
contrainte de cisaillement pariétal. D’aprées (Wagenseil and Mecham 2009)
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Abstract

Determining non-invasively and in real-time, the arterial pulse wave velocity
(PWV), Ultrafast ultrasound imaging (UF) offers to study the arterial wall biomechanical
response to blood pressure change in collagen type lll-haploinsufficient (Col3a1+/-)
mice vs. wild type (WT). Acute arterial pressor responses to increasing dose of
intravenous phenylephrine in anesthetized mice were recorded. Tissue velocities of the
abdominal aorta arterial walls were imaged at 5400 frames/s using UF and computed to
provide PWV. Fifteen-month-old mice presented a higher PWV than 10-month-old mice
and a steeper increase of PWV with BP increment. Compared to their WT littermates,
Col3a1+/- mice presented a weaker increase of PWV with BP, an effect which was more
pronounced in older mice, and for BP over 110 mm Hg. This emphasizes the key role of
collagen fibers, which are recruited at high pressure to support passive wall tension,
restricting aortic distension by leading the vessel progressively less distensible.

Key words. Pulse wave velocity; Stiffness; Arteries; Collagen type lll; Ehlers-

Danlos syndrome vascular type; Genetics; Mice.
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Introduction

Genetically modified mice provide a tremendous resource for delineating contributions to
overall arterial stiffness or structural integrity by the different extracellular matrix proteins.
Seventeen different collagen types have been identified in the mouse aorta, with
collagens types | and Il being mainly responsible for imparting strength to the vessel
wall (Kelleher et al. 2004; McLean et al. 2005). Thus in mice, the complete and
ubiquitous inactivation of the Col3a1 gene (Col3a1 -/-), coding for collagen type lll, leads
to over 90 % perinatal mortality, with survivors dying rapidly from vascular rupture. The
haploinsufficient mice (Col3a1 +/-) are viable without reduced life span (Liu et al. 1997).
However, their aortic collagen content is reduced, and increase of blood pressure
mediated by angiotensin Il infusion triggers aortic dissection and rupture (Faugeroux et
al. 2013). In humans, mutations in the collagen type Ill gene (COL3A1) result in vascular
Ehlers-Danlos syndrome (VEDS) (OMIM #130050), whose patients present a propensity
towards spontaneous rupture of their large vessels. Collagen and elastin deposited by
smooth muscle cells in the medial layer are the components of the arterial wall that
account for the majority of the arterial stiffness. The pulse wave velocity (PWV), speed
measurement of a pressure wave generated at the aortic root and propagating along the
arterial wall, is correlated with the arterial stiffness (Callaghan et al. 1986). In a clinical
study on VEDS patients, aortic PWV was found similar to controls (Boutouyrie et al.
2004). In an ex vivo study, the distensibility of the aorta of Col3a1+/- mice and wild-type
did not differ at physiological pressures, but the rupture pressure of the abdominal aorta
was lower in old Col3a1+/- mice (21 months) compared to wild-type (Cooper et al. 2010).

This is consistent with other studies showing that, at high pressure, vessels become
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progressively less distensible as collagen fibers are recruited and become
circumferentially aligned, to support passive wall tension and restrict aortic distension
(Greenwald et al. 1997; Roach and Burton 1957; Wolinsky and Glagov 1964). As we
aimed to evaluate in vivo, the arterial stiffness of Col3a1+/- mice compared to control we
were looking for a technique that could assess PWV at high pressure. In vivo aortic
PWYV assessment in mice is available either with invasive technique like intravascular
tonometry (Wang et al. 2000) or noninvasive methods by magnetic resonance imaging,
(Gotschy et al. 2013) ultrasonic echo Doppler velocimetry (Humphrey et al. 2009) or
applanation tonometry (Leloup et al. 2014). However, all these techniques measure
PWV at diastolic blood pressure, which might not be high enough to figure out a
discrepancy between Col3a1+/- and wild-type mice biomechanical arterial properties.
New technology ultrafast ultrasound imaging (UF) offers the opportunity to test our
hypothesis. UF allows to track the pulse wave in real-time and thereby to measure the
PWV non-invasively, using plane wave transmits at multiple inclinations and an over
1,000 frames/s sampling rate (Tanter and Fink 2014). Moreover UF allows to measure
the velocity of the pulse wave generated not only at the aortic valve opening but also at
the aortic valve closure (Couade et al. 2011). These two waves have been well
described as a forward compression wave (ventricular early-systole) for the first one,
and a forward expansion wave (ventricular end-systole) for the second one, wich
propagates at a high blood pressure level (Giannattasio et al. 2008; Hermeling et al.
2010; Khir et al. 2001). In this paper we compare the stiffness of the abdominal aorta in
Col3a1+/- versus wild-type mice at different blood pressure levels. Furthermore, age is
an important factor impairing arterial stiffness. PWV increase with aging have been

reported in humans (Laurent 2012; Paini et al. 2006; Verwoert et al. 2014) but also in
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mice (Fleenor et al. 2013; Soucy et al. 2006; Wang et al. 2000). We therefore decided to

study mice of two groups of age.

Methods

Mice

This animal study has been approved by our local Institutional Care and Animal
Use Committee (IACUC) (Authorization Executive Order No. 01282.02) and conducted
in accordance with the relevant guidelines of the French Ministry of Research for
scientific experimentation on animals, European Communities Council Directives and
international ethical standards. Col3A1 deficient mice (strain C.129S4(B6)-
Col3a1™™2/J) (Liu et al. 1997) were re-derived (Jackson Laboratories, Bar Harbour, ME,
USA) and bred in our laboratory. We used adult female wild type (Col3a1+/+) (WT) and
collagen type lll-haploinsufficient (Col3a1+/-) littermates. We verified that they were age-
and weight-matched between groups for series of experiments. Mice of two classes of

age were used : 15 months (452 + 30 days) and 10 months (289 + 54 days).

In vivo pressure response study

Mice were anesthetized with pentobarbital sodique (60mg/kg i.p.) (CEVA Santé
animale, Libourne, France). The neck and the abdomen areas were shaved, and the
anesthetized mouse was placed in a supine position with its paws taped to electrodes
on a temperature-controlled with feedback control ECG board (Mouse Monitor S, Indus
instrument, Webster, TX, USA). A polyethylene catheter (intravascular portion PE-10:
0.61 mm/0.28 mm — outer diameter/inner diameter—; extravascular portion PE-50 :

0.97 mm/ 0.58 mm, Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) was inserted into the left
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common carotid artery and tightened. The catheter was connected to a pressure
transducer (RX104A Biopac Systems, Inc. Goleta, CA, USA) and a MP35 data
acquisition system and acknowledge software BioPack Student Lab Pro v3.7.2 (Biopac
Systems, Inc. Goleta, CA, USA). A venous catheter (PE-50, Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) was inserted into the right jugular vein and connected to a syringe
pump (Pump 11 Elite Programmable, Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) for
phenylephrine injection (AP-HP, Paris, France). Arterial blood pressure was gradually
raised with increasing dose of phenylephrine (0.01-700 pg/kg). For each dose, UF
imaging was acquired when the effect of phenylephrine begun to level off. We stopped

the infusion when systolic blood pressure reached 250 mmHg.

Protocol procedure for PWV measurements

Measurement Protocol: the vascular ultrasound probe was applied parallel to
the long axis of the abdominal aorta with imaging of the arterial wall along 4 cm length
(width of the probe). After switching the system to ultrafast ultrasound imaging mode,
the set of 2D ultrasound images was acquired during 200 milliseconds to measure the
local PWV. The acquisition was triggered on the R wave through the ECG coupled
imaging system. Quality acquisitions were validated with instant viewing of the movie of
the pulse wave propagation on the computer connected to the ultrasound device.

Ultrasound data recording: the UF system Aixplorer used in this study has been
developed by the SuperSonic Imagine company (Aix-en-Provence, France). It was
equipped with a linear array probe (128 elements, 15 MHz central frequency, pitch 0.125
mm). UF uses plane wave transmit, which enables the reconstruction of a complete

frame from a single transmit/receive event. Coherent plave compounding (Montaldo et
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al. 2009) with three emissions tilted at (-3°;0°;3°) were used to increase the imaging
quality. Beamforming has been performed using receive-only dynamic focusing with a
frame rate of 5,400 images/s.

Calculation of aortic PWV: for all plane transmit insonifications, radiofrequency
ultrasonic backscattered echoes were beamformed to obtain a stack of two-dimensional
images in the 1Q space, with a demodulation frequency equal to the transmit frequency
(15 MHz). A frame-to-frame conventional axial velocity estimation was performed using
IQ cross-correlation algorithm. Finally, a “movie” of the axial velocity was obtained with a
frame rate of 5,400 Hz. After automatic segmentations of the anterior and posterior
arterial walls for each frame, anterior and posterior wall velocities were subtracted in
order to remove the global motion of the artery. In a single cardiac cycle, estimation of
radial velocity exhibited two acceleration peaks corresponding to two propagating
waves: the first wave corresponding to the beginning of the systole (after aortic valve
opening), the second wave corresponding to the end of the systole (after aortic valve
closing). These two waves propagated in the same direction. A linear regression of the
acceleration peak was performed to compute the wave speed based on the space-time
representation. Therefore two PWVs were provided: one in early-systole and one in end-

systole.

Statistics

The results are presented as mean * standard deviation. We used the Student t-
test to compare continuous variables. Linear regression analysis was used with the

Enter method for independent variables. Statistical significance was considered at the
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0.05 level. All statistical tests were 2 sided. Analyses were carried out using IBM SPSS

Statistics for Mac Version 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Results

Two PWYV for one arterial biomechanical property: stiffness.

We could visualize the first and second pulse wave along the arterial wall of the
aorta (Figure 1). We checked out that for a same level of arterial pressure (arterial
pressure £ 10 %), first and second PWV were in good agreement as shown by the
Bland—Altman plot (Figure 2). Besides, strong co-linearity was found in a regression
analysis between the two PWYV and the arterial pressure on this data set with a variance
inflation factor of 8.367 for both PWV. Similarly, regression analysis on the whole data
set with PWV (first and second PWYV pooled together) as the dependent variable, and
arterial blood pressure and PWV type as the independent variables, showed that arterial
blood pressure was associated with PWV (p < 10™), in that model with a R? of 0.485, but
not with the type of PWV (p = 0.09). Thus, first and second PWYV evaluate the stiffness
of the arterial wall and differ only because of the level of the stress that applies to the

wall, i.e. the arterial blood pressure. We thereby pooled the two PWYV for further analysis.

PWYV increases with age

The 15-month-old mice presented a significantly higher PWV than the 10-month-
old group: respectively 5.8 + 1.8 m/s vs. 4.8 + 1.3 m/s (p < 10™*) for the WT mice and 5.4
+ 1.1 vs. 41 £ 0.6 m/s (p < 10 for the Col3a1+/- mice (Table 1). Moreover, the
increase of PWV with arterial blood pressure was steeper in the older WT mice: 0.045 +

0.004 vs. 0.029 £ 0.002 m/s/mm Hg (p = 0.001) respectively (Table 2, Figure 3).
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Similarly, 10-month-old Col3a1+/- mice presented PWV that correlated with arterial
blood pressure (R = 0.573, p < 10™) with a slope of 0.010 + 0.001 m/s/mm Hg.
Interestingly, that trend was not found in the older Col3a1+/- mice where PWV did not
correlate with the arterial blood pressure (p = 0.541) (Table 2). Figure 3 and Table 3
show that in these mice, PWYV initially correlated with arterial blood pressure when below
110 mm Hg (R = 0.341, p = 0.031) but not above 110 mm Hg (R = 0.179, p = 0.382). It
is worth to note that in WT mice, arterial stiffening with age is unmasked at a high level
of blood pressure: the slope of PWV increase with arterial blood pressure is higher in the
older mice when blood pressure is above 110 mmHg (p = 0.038) and not significantly

different when below 110 mmHg (p = 0.764) (Table 3).

Weaker increase of PWV with arterial blood pressure in Col3A1+/- mice

Increase of PWV with arterial blood pressure also differed between genotypes.
Figure 3 and Table 2 show clearly that the slope of PWV increase with arterial blood
pressure was significantly steeper for wild type mice compared to Col3a1+/- mice (p <
10™) either in the 10-month-old mice or the 15-month-old mice. Plot of PWV with arterial
blood pressure showed an inflexion of the relationship after 110 mm Hg in the wild-type
mice (Figure 3). Interestingly, linear regression analysis of the relationship between
PWV and arterial blood pressure showed no linear correlation according to age or
genotype for pressures below 110 mmHg, whereas PWV increase with arterial blood
pressure is significantly weaker in older Col3a1+/- mice than WT mice for pressures

above 110 mmHg (p < 10™) (Table 3, Figure 3).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Mirault et al. Page 10 of 19

Discussion

Applying UF, a new technology that can image locally the propagation of the
pulse wave, and thereby calculate its velocity, we could measure non-invasively the
abdominal aortic PWV on anesthetized mice. We used phenylephrine, a peripheral
artery vasopressor agent, and invasive arterial blood pressure monitoring to assess the
relationship between PWV and arterial blood pressure. Fifteen-month-old mice
presented a higher PWV than 10-month-old mice and a steeper increase of PWV with
arterial blood pressure increase. Compared to WT, Col3a1+/- mice had a weaker
increase of PWV with arterial blood pressure, this effect being more significant in older
mice and for pressure above 110 mm Hg.

One of the major interests of UF is to provide two values of PWV over the cardiac
cycle, thus at a different level of blood pressure which represents here the stress for the
arterial wall. In this study, we could record the propagation of a first wave, propagating
at the diastolic blood pressure, and a second wave concomitant to the dicrotic notch on
the pressure curve (Figure 1). This is consistent with previous studies describing these
two waves as a forward compression wave generated at the aortic valve opening (early-
systole) and forward expansion wave at the aortic valve closure (end-systole)
(Giannattasio et al. 2008; Hermeling et al. 2010; Khir et al. 2001; Parker et al. 1988).
The increase of arterial stiffness over the cardiac cycle reveals the non-linear behavior
of the arterial elasticity, as "two-phase" materials consisting of two closely associated
components of different tensile strength and elastic modulus. The modulus of elasticity
of the aorta at physiological pressures is less than that of collagen alone but greater

than that of elastin alone (Bergel 1961; Berry and Greenwald 1976). Collagen has a
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relatively high tensile strength and a modulus of elasticity of about 1 X 10° dynes/cm?
whereas elastin has a relatively low tensile strength and a modulus of elasticity of about
3 X 10® dynes/cm? (Burton 1954). During the cardiac cycle arteries become
progressively less distensible as collagen fibers are recruited. Additional increase in wall
strain is therefore accompanied by little further change in radius, accounting for the
nonlinear stress-strain relationship of large arteries like aorta (Berry and Greenwald
1976; Roach and Burton 1957; Wolinsky and Glagov 1964). In this study Col3a1+/- mice
presented clearly a lower increase of PWV with arterial blood pressure increment than
WT. It is consistent with the aforementioned key role of collagen type | and lll in arterial
biomechanical properties and their relationship with elastic fibers (Wagenseil and
Mecham 2009) and the reduction of collagen content of the aortic wall in Col3a1+/- mice
(Cooper et al. 2010; Faugeroux et al. 2013). The present findings suggest that the high
tensile strength of the collagen fibers would be impaired in Col3a1+/- mice resulting in a
lack of stiffening of the arterial wall as collagen fibers are recruited. Going beyond, once
the fracture point is reached, arterial distension and arterial rupture should occur. This
was readily observed in Col3a1+/- mice when challenged by angiotensin Il infusion to
increase the blood pressure secondary. The aortic diameter and the rate of thoracic
aorta rupture increased much higher compared to WT (Faugeroux et al. 2013).

We observed a PWV increase with age, which is in accordance with numerous
studies in humans (Laurent 2012; Paini et al. 2006; Verwoert et al. 2014) and in mice
(Fleenor et al. 2013; Soucy et al. 2006; Wang et al. 2000). Age-related artery stiffening
is mediated in part by structural changes that include increased collagen type |
deposition, reductions in elastin and modifications of these proteins by glycation and

proteases (Lakatta and Levy 2003). Interestingly we found that with aging, Col3a1+/-
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mice presented weaker arterial stiffening to blood pressure increase. This interaction
between aging and collagen content corroborates data from Cooper et al., who found a
lower aortic rupture pressure in old —and not in young— Col3a1+/- mice vs. WT, and a
fragmentation of the internal elastic lamina in the aortic wall of Col3a1+/- mice
worsening with age (Cooper et al. 2010). Different mechanisms may elicit this interaction
between aging and collagen type Il haploinsufficiency. Thus, the increased collagen
type | deposition usually observed and increased ECM turnover might do more harm

than good in Col3a1+/- mice.

Limitations

We keep in mind that conclusions should stay assumptions in this study, which presents
several limitations. We choose not to perform histological study of the tested mice,
because several publications have already pointed out the features of the different
genotypes we used (Cooper et al. 2010; Faugeroux et al. 2013; Liu et al. 1997), and
also to head off making the procedure more cumbersome. Finally, the aim of the study
was to check the ability of UF to provide PWV at high blood pressure, a condition

necessary for testing our hypothesis.

Conclusion

We showed that Col3a1+/- mice, i.e. collagen type lll haploinsufficient, present a weak
arterial stiffening while blood pressure increases. This emphasizes the key role of
collagen fibers recruited at high pressures to support passive wall tension, leading the
vessel progressively less distensible and restricting aortic distension. Further studies are

needed to investigate whether therapeutic agents could improve this arterial fragility.



10
11

12
13
14

15
16

17
18

19
20
21

22
23

24
25
26
27

28
29
30

Mirault et al. Page 13 of 19

Conflict of interest

Dr. Tanter is co-founder of SuperSonic Imagine. Other authors have no conflict of

interest directly relevant to the content of this article.

Funding Sources

This work was partially supported by the 2010 SHIRE Human Genetic Therapies price

awarded to Dr Mirault.

References

Bergel DH. The static elastic properties of the arterial wall. J Physiol (Lond)
1961;156:445-457.

Berry CL, Greenwald SE. Effects of hypertension on the static mechanical properties
and chemical composition of the rat aorta. Cardiovasc Res 1976;10:437—-451.

Boutouyrie P, Germain DP, Fiessinger J-N, Laloux B, Perdu J, Laurent S. Increased
carotid wall stress in vascular Ehlers-Danlos syndrome. Circulation 2004;109:1530—
1535.

Burton AC. Relation of structure to function of the tissues of the wall of blood vessels.
Physiol Rev 1954;34:619-642.

Callaghan FJ, Geddes LA, Babbs CF, Bourland JD. Relationship between pulse-wave
velocity and arterial elasticity. Med Biol Eng Comput 1986;24:248-254.

Cooper TK, Zhong Q, Krawczyk M, Tae HJ, Muller GA, Schubert R, Myers LA, Dietz HC,
Talan MI, Briest W. The haploinsufficient Col3a1 mouse as a model for vascular
Ehlers-Danlos syndrome. Vet Pathol 2010;47:1028-1039.

Couade M, Pernot M, Messas E, Emmerich J, Hagege A, Fink M, Tanter M. Ultrafast
imaging of the arterial pulse wave. Irbm 2011;32:106-108.

Faugeroux J, Nematalla H, Li W, Clement M, Robidel E, frank M, Curis E, Ait-Oufella H,
Caligiuri G, Nicoletti A, Hagege A, Messas E, Bruneval P, Jeunemaitre X, Bergaya
S. Angiotensin || promotes thoracic aortic dissections and ruptures in Col3a1
haploinsufficient mice. Hypertension 2013;62:203-208.

Fleenor BS, Sindler AL, Marvi NK, Howell KL, Zigler ML, Yoshizawa M, Seals DR.
Curcumin ameliorates arterial dysfunction and oxidative stress with aging. Exp
Gerontol 2013;48:269-276.



—
O O o ~N O O A OWON -

-
WN -

EEGEN
(6) BN

IR
~N O

EEGEN
© oo

N NN
N —-~O

NN
W

N NN
~N O O

WNN
O O o

W ww
WN -

w
N

35
36

Mirault et al. Page 14 of 19

Giannattasio C, Salvi P, Valbusa F, Kearney-Schwartz A, Capra A, Amigoni M, Failla M,
Boffi L, Madotto F, Benetos A, Mancia G. Simultaneous Measurement of Beat-to-
Beat Carotid Diameter and Pressure Changes to Assess Arterial Mechanical
Properties. Hypertension 2008;52:896—902.

Gotschy A, Bauer E, Schrodt C, Lykowsky G, Ye Y-X, Rommel E, Jakob PM, Bauer WR,
Herold V. Local arterial stiffening assessed by MRI precedes atherosclerotic plaque
formation. Circ Cardiovasc Imaging 2013;6:916-923.

Greenwald SE, Moore JEJ, Rachev A, Kane TP, Meister JJ. Experimental investigation
of the distribution of residual strains in the artery wall. J Biomech Eng American
Society of Mechanical Engineers, 1997;119:438—444.

Hermeling E, Hoeks APG, Winkens MHM, Waltenberger JL, Reneman RS, Kroon AA,
Reesink KD. Noninvasive assessment of arterial stiffness should discriminate
between systolic and diastolic pressure ranges. Hypertension 2010;55:124-130.

Humphrey JD, Eberth JF, Dye WW, Gleason RL. Fundamental role of axial stress in
compensatory adaptations by arteries. Journal of Biomechanics 2009;42:1-8.

Kelleher CM, McLean SE, Mecham RP. Vascular extracellular matrix and aortic
development. Current topics in developmental ... 2004.

Khir AW, O'Brien A, Gibbs JS, Parker KH. Determination of wave speed and wave
separation in the arteries. Journal of Biomechanics 2001;34:1145-1155.

Lakatta EG, Levy D. Arterial and cardiac aging: major shareholders in cardiovascular
disease enterprises: Part I: aging arteries: a “set up” for vascular disease. Circulation
2003;107:139-146.

Laurent S. Defining vascular aging and cardiovascular risk. Journal of Hypertension
2012;30 Suppl:S3-8.

Leloup A, Fransen P, Van Hove CE. Applanation Tonometry is a Novel Technique for
the Noninvasive Assessment of Carotid-Femoral Pulse Wave Velocity as a Measure
of Arterial Stiffness in Mice. Hypertension 2014;64:195-200.

Liu X, Wu H, Byrne M, Krane S, Jaenisch R. Type lll collagen is crucial for collagen |
fibrillogenesis and for normal cardiovascular development. Proc Natl Acad Sci USA
1997;94:1852-1856.

McLean SE, Mecham BH, Kelleher CM, Mariani TJ, Mecham RP. Extracellular matrix
gene expression in the developing mouse aorta. In: Miner JH, ed. Advances in
Developmental Biology Elsevier, 2005. pp. 81-128.

Montaldo G, Tanter M, Bercoff J, Benech N, Fink M. Coherent plane-wave compounding
for very high frame rate ultrasonography and transient elastography. IEEE Trans
Ultrason Ferroelectr Freq Control 2009;56:489-506.



—
O © oo~ [ )& W N -

EEGEN
N —

GG QN
[0)3N6) RN V)

EEGEN
oo

NNN =
N -~ O ©

N
w

24

Mirault et al. Page 15 of 19

Paini A, Boutouyrie P, Calvet D, Tropeano A-l, Laloux B, Laurent S. Carotid and aortic
stiffness: determinants of discrepancies. Hypertension 2006;47:371-376.

Parker KH, Jones CJ, Dawson JR, Gibson DG. What stops the flow of blood from the
heart? Heart Vessels Springer-Verlag, 1988;4:241-245.

Roach MR, Burton AC. The reason for the shape of the distensibility curves of arteries.
Can J Biochem Physiol 1957;35:681-690.

Soucy KG, Ryoo S, Benjo A, Lim HK, Gupta G, Sohi JS, Elser J, Aon MA, Nyhan D,
Shoukas AA, Berkowitz DE. Impaired shear stress-induced nitric oxide production
through decreased NOS phosphorylation contributes to age-related vascular
stiffness. J Appl Physiol 2006;101:1751-1759.

Tanter M, Fink M. Ultrafast imaging in biomedical ultrasound. IEEE Trans Ultrason
Ferroelectr Freq Control 2014;61:102—119.

Verwoert GC, Franco OH, Hoeks APG, Reneman RS, Hofman A, V Duijn CM, Sijbrands
EJG, Witteman JCM, Mattace-Raso FUS. Arterial stiffness and hypertension in a
large population of untreated individuals: the Rotterdam Study. Journal of
Hypertension 2014;32:1606—1612.

Wagenseil JE, Mecham RP. Vascular extracellular matrix and arterial mechanics.
Physiol Rev 2009;89:957-989.

Wang YX, Halks-Miller M, Vergona R, Sullivan ME, Fitch R, Mallari C, Martin-McNulty B,
da Cunha V, Freay A, Rubanyi GM, Kauser K. Increased aortic stiffness assessed
by pulse wave velocity in apolipoprotein E-deficient mice. Am J Physiol Heart Circ
Physiol 2000;278:H428—-H434.

Wolinsky H, Glagov S. Structural basis for the static mechanical properties of the aortic
media. Circulation Research 1964;14:400—413.



10

11

12

13

14

15

16

17

Mirault et al. Page 16 of 19

FIGURES
Figure 1. First and second PWV with arterial blood pressure recording
(a) Tissue velocity along the arterial wall as a function of time. The blue pulse represent
the first pulse wave, the red pulse represents the second pulse wave. The two plots
below show at one location of the wall (b) tissue velocity (¢) wall displacement.

Concomitant (d) invasive arterial blood pressure and (e) electrocardiogram recordings.

Figure 2. First and second PWV show a good agreement
Bland—Altman plot of first and second pulse wave velocities (PWV) for the same value

of arterial blood pressure.

Figure 3. Change of PWV with arterial blood pressure differs according to age and
genotype

Scatter dot of aortic pulse wave velocity (PWV) and arterial pressure according to age
and genotype of the mice. Lines represent the linear regression and dotted line the 95%
confidence interval margins for PWV values when blood pressure is above 110mmHg.
Wild type 10-month-old mice, n = 3; Wild type 15-month-mice, n = 7; Col3a1 +/- 10-

month-old mice, n = 4; Col3a1 +/- 15-month-old mice, n = 5.
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1 Table1 PWYV according to age and genotype

Genotype wild type wild type Col3a1 +/- Col3al +/-

Age 15 months 10 months p 15 months 10 months p
Mice, n 7 3 5 4

PWV, m/s 58+1.8 48+1.3 <10" 54+1.1 41+0.6 <10™

Arterial pressure, mmHg 117.2+27.2 116.1+£325 0.769 104.7+47.0 114.8+359 0.138

2 Results are mean * standard deviation. PWV, pulse wave velocity. p, Age comparison

3 among each genotype.
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Table 2 Linear Regression Analysis of PWV with arterial blood

pressure
R p Slope, m/s/mmHg p(Age) p(Genotype)
wild type
P 0.696 < 10* 0.045 + 0.004 <10
15 months
4t 0.001
wi e
P 0.709 <10* 0.029 + 0.002 <10*
10 months
Col3al +/-
0.077 0.541 —0.002 + 0.003 —
15 months
0.0001
Col3al +/- A
0.573 <10 0.010 + 0.001 —
10 months

Results are mean = standard deviation. PWV, pulse wave velocity. p (Age), Comparison

between ages among each genotype. p (Genotype), comparison between genotypes

among each age.
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Table 3 Linear Regression Analysis of PWV with arterial blood

pressure

A. Arterial blood pressure below 110 mm Hg

R p Slope, m/s/mm Hg p (Age) p (Genotype)
wild type
0.377 0.009 0.018 + 0.007 0.831
15 months
. 0.764
wild type
0.296 0.016 0.022 + 0.009 0.181
10 months
Col3A1 +/-
0.341 0.031 0.021 +£0.009 —
15 months
0.335
Col3A1 +/-
0.140 0.396 0.006 + 0.008 —
10 months
B. Arterial blood pressure above 110 mm Hg
R p Slope, m/s/mm Hg p (Age) p (Genotype)
wild type
P 0.514 <10*  0.050 +0.009 <10*
15 months
] 0.038
wild type 4
0.650 <10° 0.030 + 0.004 0.093
10 months
Col3A1 +/-
0.179 0.382 -0.004 + 0.005 —
15 months
<10*
Col3A1 +/- .
0.788 <10° 0.021 £0.002 —
10 months

Results are mean * standard deviation. PWV, pulse wave velocity. p (Age), Comparison

between ages among each genotype. p (Genotype), comparison between genotypes

among each age.
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I 7.3 Discussion

Nous avons appliqué chez la souris la technologie ultrafastécho pour la mesure de la VOP locale
aortique dans un modele murin d’haploinsuffisance en collagene de type lll. Comme validation interne,
|’effet bien connu de I’adge sur la VOP a été recherché et on a pu observer comme chez ’'homme une
augmentation de la VOP dans le groupe plus agé. Ces données sont concordantes avec celles d’autres
équipes ayant utilisé une mesure de la VOP classique par rapport de la distance entre 2 sondes et le
temps de propagation entre ces 2 sites du flux aortique en début de systole (Fleenor et al. 2013; Soucy et
al. 2006). A ce titre, les travaux de Fleenor et al. sont tres intéressants sur le role important du stress
oxydatif dans le vieillissement artériel responsable d’'une inflammation, de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et pro-fibrosantes et sa réversibilité possible par un traitement par TEMPOL une
superoxyde dismutase mimétique exogéne, qui détruit les anions superoxydes (Fleenor et al. 2012). Le
traitement des souris par TEMPOL a diminué la production d’anions superoxydes, réduit la sécrétion de
cytokines proinflammatoires, réduit I'expression de collagene de type |, et surtout a normalisé leur VOP
aortique augmentée avec I'adge (Fleenor et al. 2012). Dans notre étude, les souris du groupe plus agé
présentent non seulement une VOP plus élevée que celles du groupe moins agées mais surtout une
augmentation de la VOP parallelement a 'augmentation de pression artérielle, plus rapide. Cette courbe
représentant la rigidification de la paroi artérielle avec I'augmentation de pression artérielle se divise en
2 parties : d’abord une augmentation faible de la VOP par rapport a I'augmentation de pression soit une
pente de 0,018m/s/mmHg ; puis au-dessus de 110mmHg, une augmentation plus forte de la VOP avec
une pente de 0,050m/s/mmHg. Ceci met en évidence le comportement non-linéaire de I'élasticité

artérielle.
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Figure 7-2:Relation Tension (T) (ou force) — Longueur (L) de fibres d’élastine (relation linéaire a allongement long), de fibres de
collagene (relation linéaire a allongement court) et relation telle qu’observée dans la paroi artérielle: comportement non linéaire.

D’apreés (Burton 1954)

Le comportement élastique de la paroi artérielle peut étre réduit a la somme de 2 matériaux : I'élastine

tres élastique, et le collagéne tres rigide (Figure 5-2). Le collagene de la paroi artérielle agirait comme un

filet contenant I'allongement des fibres élastiques et limitant 'augmentation du diamétre de I'artére.

Ainsi avec I'augmentation de pression artérielle, la premiére partie de la courbe décrite plus haut

correspondrait au recrutement des fibres élastiques et la seconde partie a celui des fibres de collagéne.

L'utilisation d’un modele murin d’haploinsuffisance en collagéne de type Ill prend tout son sens

ici. Nous avons mis en évidence au niveau de la paroi aortique des souris Col3al hétérozygotes, une
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moindre rigidification avec I'augmentation de la pression artérielle de la paroi par rapport aux souris
sauvages et ce d’autant plus prononcé avec I'dge. Une fragmentation des lames élastiques de la limitante
élastique interne de la paroi aortique a été décrit chez ces souris Col3al hétérozygotes avec une
aggravation des lésions avec 'dge (Cooper et al. 2010). Différents mécanismes physiopathologiques
pourraient expliquer cette interaction entre I'age et I'haploinsuffisance en collagene de type lll. Les
souris Col3al hétérozygotes présentent une augmentation de I'expression des métalloprotéinases de la
matrice (MMP) MMP-9 et MMP-2, enzymes qui dégradent I’élastine et le collagéne. L’adjonction dans
leur alimentation de doxycycline, un inhibiteur de MMP prévient I'apparition des lésions histologiques
décrites ci-dessous (Briest et al. 2011; Tae et al. 2012). Chez I'homme I'expression des MMP-9, MMP-2 et
d’autres sérines protéases a été retrouvée corrélée a la rigidité aortique, suggérant que le remodelage
de la MEC avec I'dge pourrait contribuer a I'augmentation de rigidité artérielle. On comprend alors que
I"augmentation d’activité des MMP avec I'dge se combine a I'activité des sérines protéases déja élevée
chez les souris haploinsuffisantes en collagene de type lll, et pourrait expliquer linteraction
age/génotype observée, avec une dégradation de la MEC de la paroi artérielle. Sur le plan quantitatif, les
souris Col3al hétérozygotes présentent une réduction du collagéne de type Ill dans la paroi de leurs
vaisseaux mais également une altération qualitative des fibres de collagene de type | avec lequel le
précédent collagene interagit. Ainsi le nombre de fibrilles de collagéne des souris Col3al hétérozygotes
représente le tiers de celui des souris sauvages et le diameétre moyen est réduit de moitié (Liu et al. 1997).
L'altération structurelle de la paroi artérielle, combinée a I'augmentation de I'expression des sérines
protéases concourent a une dégradation des propriétés biomécaniques de la paroi artérielle et une
moindre résistance a I'augmentation de la pression artérielle avec risque de rupture. Ces données
corroborent les conclusions de I'étude des relations génotype-phénotype avec un profil artériel sévere

des patients haploinsuffisants avec atteinte de |'aorte plus fréquente que pour les substitutions glycines
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et I'apparition des symptomes plus tardive que chez les patients avec substitution glycine (Frank et al.
2015a).

Une limitation de notre étude chez I'animal est de ne pas avoir effectué les descriptions des
lésions artérielles chez les souris Col3al hétérozygotes apres [|'établissement de la courbe
rigidité/contrainte. L'expérience est difficile a réaliser car la mise en place des cathéters artériels et
veineux chez les souris est délicate et nécessite une grande dextérité. Ensuite la sonde d’échographie
devait étre manipulée par un bras articulé stéréotaxique afin d’exposer un segment suffisamment long
de I'aorte abdominale sans interposition aérique afin de pouvoir acquérir un signal de bonne qualité.
Enfin I'augmentation de pression artérielle nécessite des plateaux d’équilibre de la perfusion de
phényléphrine allongeant le temps de I'expérience alors que l'appareil d’ultrafastéchographie était
réservé pour un temps précis. D’autre part les données de la littérature sont fournies sur le phénotype
artériel des souris Col3al hétérozygotes avec la description de I'augmentation des lésions histologiques
de la paroi artérielle (Cooper et al. 2010; Faugeroux et al. 2013; Liu et al. 1997; Smith et al. 2011), et
I"apparition de dissections et ruptures aortiques chez les souris soumises a une perfusion d’angiotensine
Il (Faugeroux et al. 2013).

Enfin, le modele murin Col3al hétérozygote est un modele d’haploinsuffisance en collagéne de type
lIl ce qui n’est pas le type de mutation retrouvé majoritairement dans le SEDv. Nous prévoyons donc
d’appliquer le méme plan expérimental aux souris Col3al Knock-In de I'équipe du professeur Xavier

Jeunemaitre afin d’étudier les propriétés biomécaniques de la paroi artérielle de ces souris.
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8 Travaux: Modele pré-clinique de SEDv par lignées isogéniques humaines de
cellules souches pluripotentes induites

I 8.1 Objectifs de travail

L'objectif de mes travaux effectués a l'université de Californie a San Francisco au sein du
laboratoire de génétique du Pr Robert Nussbaum a consisté a établir un modeéle cellulaire humain de
SEDv par I'édition génomique de cellules souches pluripotentes induites ou « induced pluripotent stem
cells » (iPS) (Miyaoka et al. 2014). L'introduction d’une substitution nucléotidique ciblée au sein du géne
d’intérét permet d’obtenir deux lignées cellulaires quasi-clonale, ne différant que d’une base. On parle
de lignées isogéniques. Pour cela, plusieurs techniques ont été développées ces derniéres années afin de
modifier, éditer, le génome d’une cellule, et ce spécifiguement au niveau du geéne d’intérét. La
technologie transcription activator-like effector nucleases (TALENs) (nucléases effectrices de type
activateur de transcription) (Miller et al. 2011) offre I'opportunité d’une édition du génome avec un
taux plus spécifique et moins d’effets collatéraux que la technologie CRISPR/Cas et une facilité d’emploi
supérieure aux doigts de Zinc. Utilisés a partir de en 2009, les TALENs, sont des enzymes de restriction
générées par assemblage d'un domaine de liaison a I'ADN, appelé TALE pour transcription activator-like
effector, a un domaine enzymatique ayant la capacité de cliver I'ADN (Figure 6-1). Les TALENs sont des
séquences d’acides aminés dont I'ordonnancement est spécifique d’une séquence nucléotidique,
équipée a leur extrémité d’une endonucléase. Les endonucléases sont des enzymes de restriction qui ont
la capacité de couper I'ADN au niveau d'une séquence spécifique. Toutefois, la cassure de I’ADN par
I’endonucléase ne s’effectue que par la présence de I'extrémité d’un autre TALENSs. Les endonucléases
fonctionnant par paire. Ceci rend ainsi I'action de ces endonucléases tres spécifiques puisqu’un TALENs
est complémentaire d’'une séquence nucléotidique a gauche de la césure, et un autre TALENs a droite, ce

qui correspond a une séquence d’environ 30 paires de bases. Les TALENs peuvent étre construits pour se
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fixer a quasiment n'importe quelle séquence ADN voulue (Boch 2011). Quand ces enzymes sont

transfectées dans les cellules, elles peuvent alors étre utilisées pour modifier le génome in situ.

TALE Nucleases (TALENs)

p 1 I o
/yqy A‘o‘_/
—1 I

Un module reconnait une seule base
5 GTGGCTCGET &CT T
3’ G TTG TCC TCGCTC

~14 paires de base par site de reconnaissance
TALENS séparées par ~16 paires de bases

Left TALEN - _
- I Dimérisation des endonucléases Fokl des TALENS
5 Greecicect &7 T I
3’ o G TTG TCC TCGCTC
Right TALEN
Cassure ADN double brin
¥
5 GIeeCTCGCT &CT T
3, G TTG TCC TCGCTC

Figure 8-1: Principe de liaison spécifique a I’ADN génomique des TALENSs (transcription activator-like effector nucleases) et
clivage ADN au site spécifique de la région d’intérét par des endonucléases (Fokl).(d’apreés http://www.bulldog-
bio.com/newsletters/NEPA21_CRSPR_barker.html/)

L’édition du génome sur cellules iPS a déja été utilisée pour générer un modele cellulaire
isogénique de maladie de Parkinson liée a une mutation de la Leucine rich repeat Kinase 2 (LRRK2). Mais
également pour corriger la mutation présente dans le gene LRRK2 de celulles iPS obtenues a partir d’un
patient avec une maladie de Parkinson liée a LRRK2 (Liu et al. 2012; Musunuru 2013; Reinhardt et al.
2013). Une fois le modéle cellulaire créé, I'objectif est de conduire la différentiation de ces cellules iPS
vers un phénotype de cellules musculaires lisses, cellules constitutives de la paroi artérielle. Un protocole

récemment publié permet, a partir de cellules iPS, de dériver des cellules musculaires lisses de 3 lignages
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embryologiques différents : neuroectodermique, mésodermique latéral, mésodermique paraxial
(Cheung et al. 2014).
Cette approche offre plusieurs intéréts (Musunuru 2013) (Figure 6-2):
i) un modele cellulaire isogénique permet de comparer les cellules avec la mutation a leur
parfait controle (absence de mutation).
ii) les cellules iPS peuvent étre cultivées en grand nombre pour les études in vitro

iii) les cellules iPS ont la capacité de se différentier dans tous les types cellulaires

Edition

Cellules iPS sauvages Cellules iPS patient

1 ) 5 ; [
genomique p ou iPS corrigées ou iPS mutées
ﬁ ‘\-
‘ Edition
génomique
Cellules iPS sauvages Cellules iPS mutées
Cellules Lo g
patient l Différentiation l
» y Edition o :
{ - \ génomique | —
Q8@ Gﬁ}
I
Cellules iPS patient Cellules iPS « corrigées » Comparaison
phénotypique

Figure 8-2: Différentes approches de production de lignées isogéniques de cellules iPS, et leur utilisation pour une meilleure
compréhension physiopathologique grdce a leur capacités a étre dérivées vers tous les types de tissus. D’apres (Musunuru 2013)

C'est donc une opportunité unique de pouvoir étudier I'impact des mutations COL3A1 sur les
fibroblastes, les cellules musculaires lisses vasculaires, les cellules musculaires utérines...par exemple. La
région d’intérét s’est portée sur la mutation c.547G>A dans I'exon 6, et responsable au niveau protéique
de la substitution d’une glycine du domaine de la triple hélice en position 183 par une Sérine:

p.Gly183Ser.
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I 8.2 Etapes

I 8.2.1 Etape 1: séquencage génomique ADN des lignées de travail

Afin de pouvoir, construire I'outil TALENs avec une liaison spécifique a la région d’intérét il faut
vérifier le séquencage ADN des cellules desquelles je souhaite modifier le génome. |l s’agit d’une lignée
de cellules iPS issues d’un témoin sain (WTC11) et de cellules classiques immortalisées de cancer du rein
HEK293T.

Aucun variant n’a été observé dans les résultats des séquencages de ’ADN génomique obtenu a

partir de cultures de cellules HEK293T ou de cellules WTC11 au sein de I'exon 6 du gene COL3A1.

I 8.2.2 Etape 2: conception des TALENS, construction et séquencage

Afin d’obtenir un clivage spécifique et localisé au locus souhaité sur I'exon 6 du géne COL3A1 des
TALENSs, le logiciel en ligne ZiFiT (http://zifit.partners.org/ZiFiT/ChoiceMenu.aspx) a été utilisé pour
choisir les séquences TALENs. L’assemblage des éléments qui composent la séquence correcte codant
pour les TALENs a été réalisée dans 2 plasmides : I'un codant pour le TALENs de gauche ou forward,
I'autre pour le TALENs de droite ou reverse. Le domaine de liaison a I'ADN se compose de séquences
identiques de 33 a 34 acides aminés répétées 15 a 20 fois, a I'exception des acides aminés 12 et 13. Ces
deux résidus forment une paire spécifique d'un nucléotide : Histidine-acide Aspartique (HD) pour la
cytosine, Asparagine-Glycine (NG) pour la thymine, Asparagine-lsoleucine (NI) pour I'adénine,
Asparagine-Asparagine (NN) pour la guanine. Ce couplage entre la complémentarité des paires
appropriées d’acides aminés avec les nucléotides et I'espacement régulier par de longues séquences
répétitives intercalées entre les paires, permet la reconnaissance spécifique d'une séquence ADN
sélectionnée. Le Golden Gate TALEN Kit d’Addgene a été utilisé pour cela (Cermak et al. 2011). Deux
paires de TALENs ont été congues et produite : une homodimérique (les endonucléases du TALENs

gauche et du TALENs droit sont les mémes, rendant possible les combinaisons gauche-gauche et droit-
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droit), une hétérodimérique forcant la complémentarité TALENs gauche avec TALENs droit pour que les
endonucléases soient actives (Cade et al. 2012; Doyon et al. 2011).
Les séquences des 4 plasmides codant pour la paire homodimérique et la paire hétérodimérique

présentent un alignement de 100% avec la séquence prédite.

I 8.2.3 Etape 3: Validation de I'efficacité des TALENs

Avant d’utiliser les TALENs sur les cellules iPS, il est apparu important de confirmer la capacité
des TALENs de cliver spécifiguement ’ADN de notre région d’intérét. Pour cela, les plasmides codant les
TALENSs ont été transfectés dans des cellules HEK293T avec la Lipofectamine 2000. La nucléase Surveyor
(Qiu et al. 2004) est une endonucléase qui clive 'ADN avec une haute spécificité aux sites ou une
substitution nucléotidique a eu lieu, ou toute autre perturbation de la séquence ADN. Les différents
fragments d’ADN sont ensuite visualisés par migration électrophorétique dans un gel d’agarose et
révélés au bromure d’éthidium.

Une activité pourvoyant des jonctions précises ou imprécises des extrémités (Nonhomologous
end-joining—NHEJ) était détectable avec le test Surveyor sur I’ADN génomique des cellules HEK293T que
ce soit avec les TALENs homodimériques ou hétérodimériques. La taille des fragments d’amplicon

correspond aux segments de part et d’autre de la base prédite ol doit s’effectuer la césure (Figure 6-3).
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Test Surveyor® sur cellules HEK293T transfectées par TALENs

Extraction d’ADN génomique extrait de cellules HEK293T
transfectées par Lipofectamine 2000 avec 500ng de Forward
et 500ng de Reverse TALEN (soit HomoDimérique soit
HétéroDimérique)

Etape 1

PCR de la région d’intérét
PHUSION® High Fidelity PCR
MasterMix avec Tampon HF 2X
Biolabs M0531S

25uL PHUSION 2X + 2.5ulL F[10uM] +
2.5uL R[10uM] +1puL ADN + 19uL
ddH,0

Protocole de PCR

98°C 5Smin

982C 10sec

632C 30sec X 39 cycles

72°C 10sec

72°C  10min

129C oo

Gel Agarose 1% - Bromure d’éthidium

Etape 2
Protocole de ré-hybridation
Taille attendue des amplicons (bp) 95eC  10min
320 704 146 704 146
959C>852C (—2.02C/sec)
852C 1min
852C>752C (—0.32C/sec)
752C 1min
Répétés ainsi jusqu’a 252C, puis 42Cee
Mélanger 9uL de solution d’ADN réhybridé a
0.66pL Surveyor Nuclease S et 0.33uL Surveyor
Enhancer S et incuber 2h a 42°C
ajouter 2uL de colorant 6X, lancer
I'électrophorése 200V avec TBE 1X
Gel 10-15% PAGE — Bromure d’éthidium

Présence de bandes supplémentaires
correspondant a la taille attendue des

Taille attendue des amplicons (bp) N
SRR LBl | fragments d’amplicon de part et d’autre de

la césure ADN réalisée par les TALENs

Figure 8-3: Test Surveyor afin de s’assurer que la paire de TALENSs transfectée effectue la césure ADN dans la région d’intérét

la colonne PHOX2B sert de contréle positif pour la technique. Il s’agit de la paire de TALENSs spécifique d’une région du géne
PHOX2B. COL3A1 HomoD est la paire de TALENs homodimérique construite pour cibler la région d’intérét dans I’exon 6 du géne
COL3A1. COL3A1 HétéroD est la paire de TALENs hétérodimérique construite pour cibler la région d’intérét dans I'exon 6 du gene
COL3A1. Ex6FWD et Ex7REV sont un couple d amorces encadrant 'exon 6 de COL3A1 (amplicon de 704 paires de base (bp)), de
méme #1FWD et #3REV sont un couple d’amorces encadrant la région d’intérét dans I'exon 6 (146 bp).

Les cellules HEK293T ont par la suite été transfectées avec les TALENs et une séquence d’ADN
simple brin de la région d’intérét comportant la mutation. La technique droplet digital PCR (ddPCR) a été

utilisée afin de détecter les celulles HEK293T porteuses de la mutation dans I’exon 6 du gene COL3A1.
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I 8.2.4 Etape 4: construction des plasmides contrdles pour la ddPCR

La quantification des rares événements de recombinaison homologue requiert une technique
tres sensible, en I'occurrence la ddPCR et des contrdles positifs. Le TOPO TA Cloning Kit d’Invitrogen a
été utilisé afin de transformer des bactéries TOP10 compétentes (Escherichia coli) avec le produit de PCR
obtenu par la méme pair de amorces que celle utilisée pour la ddPCR (#1F and #4R). Ceci a permis
d’obtenir un plasmide codant pour la séquence sauvage de la région d’intérét de I'exon 6 du géne
COL3AL. Pour le plasmide codant la séquence avec la mutation ponctuelle, un gBlock Gene Fragment
correspondant a un ADN double brin de 300 paires de base avec les séquences complémentaires des
primers (#1F and #4R) a ses extrémités et porteur de la substitution nucléotidique a été fourni par la
compagnie IDT. Le TOPO TA Cloning Kit d’Invitrogen a été utilisé afin de transformer des bactéries TOP10
compétentes (Escherichia coli) avec le produit de PCR obtenu a partir du gBlock Gene Fragment
correspondant a la séquence ADN mutée.

Les séquencages ont révélé une fidélité de 100% de la séquence des plasmides avec la séquence

ADN attendue.

I 8.2.5 Etape 5: Quantification des variants génétiques rares a I'aide de la ddPCR (BioRad®)

La ddPCR a été utilisée afin de pouvoir détecter une expression aussi faible que 0.01% de variant
génomique parmi les cultures cellulaires de cellules transfectées. Des sondes TagMan se lient
spécifiqguement a la séquence sauvage (sonde étiquetée avec fluorophore 6-FAM) ou a la séquence
présentant la mutation (sonde étiquetée avec fluorophore VIC). Les amorces pour la PCR et les sondes

sont congues sur mesure (Figure 6-4).
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ddPCR avec les plasmides contréles (mutant et sauvage)
sondes: 6-FAM sauvage et VIC mutant
Gradient de températures avec 4 paires d’amorces
#1 & #3 #1 & #4 #2 & #3 #2 & #4

63.0 62.1 60.5 58.1 55.1 53.0 51.2 50.0 63.0 62.1 60.5 58.1 55.1 53.0 51.2 50.0 63.0 62.1 60.5 58.1 55.1 53.0 51.2 50.0 63.0 62.1 60.5 58.1 55.1 53.0 51.2 50.0

FAM Ampinide
FAM Ampinide

0 um o awss eme smo tese
Evont Mumber

VIC Ampinude

VIC Ampiauce

0 s amw  me wen mow 0 um o awss ewe so e m7 anse 2 sem e
Evont Number Evont umbor Evont Number

Figure 8-4: Sélection de la paire d’amorces et de la temperature d’hybridation les plus adaptées afin d’obtenir les signaux des
sondes TagMan sauvage-6-FAM et mutée-VIC les plus intenses.

ddPCR ADN génomique HEK293T
transfectées ddPCR blancs (eau)

sondes: 6-FAM sauvage et VIC mutant 4 paires d’amorces

TALENs TALENs

eau Plasmides
. HomoD_heteap "o MAHIHIBH 284342 8 04
o ocET2Z g controles
A02 BO2 coz Doz 5000 2 Lo o 2
6800
3960
g 5400 g
fé 4000- E 2920
< ; 1880
s 2600 H
H T
1200- a
200 D PR TR TR
0 10792 21584 32376 43168 53960 ¥ o 13049 26098 39146 52195 65244

Evenl Number

Event Number

Conc:No Call VIC Pos:26087 Neg:27872
AR B2 o2 D02

HIQHIHI & H#A H2&HIH2& #4

Cone:1000000 VIC Pos:65243 Neg:0

E LN
g [ s e = I
o
>
o 10792 21584 32376 43168 53960
Event Number
H ’ TH ra o 13049 26098 39146 52195 65244
| Paire d’amorces utilisées: #2 & #3 Event Number

Figure 8-5: Résultats de la quantification de I’alléle sauvage et de I'alléle mute en digital droplet PCR (ddPCR)
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La premiere paire d’amorces choisie (#2 et #3), car donnant les intensités les plus fortes en FAM
et VIC, a généré des résultats faux-positifs, avec un signal VIC présent méme sans matériel génomique
dans I’échantillon amplifié (Figure 6-5).

Ceci nous a conduit au choix d’une nouvelle paire d’amorces permettant de mettre en évidence
la qualité des sondes, des contréles positifs, et I'efficacité de la transfection des cellules HEK293T avec

les paires de TALENSs et les séquence d’ADN simple brin de la région d’intérét comportant la mutation.

I 8.2.6 Etape 6: transfection des cellules iPS avec les paires de TALENs et ’ADN donneur

Les TALENs peuvent étre utilisés pour réaliser des modifications du génome par leur capacité a
induire des cassures double brin de I'ADN, auxquelles les cellules répondent par des mécanismes de
réparation de I’ADN. La réparation par jonction d'extrémités non-homologues (Non-Homologue End-
Joining, NHEJ) permet de reconnecter deux extrémités d'ADN résultant d'une cassure double brin. De
I'ADN peut étre introduit dans le génome en profitant de la NHEJ en prenant soin de fournir une source
d'ADN exogene (Miller et al. 2011). Ainsi, deux séquences ADN simple brin (forward, and complementary
reverse) et les 2 paires de TALENs (homodimérique et hétérodimérique) ont été utilisées afin d’évaluer
I'efficacité de chaque combinaison. La transfection a été réalisée selon 2 méthodes : I'électroporation
par le systeme Neon® d’Invitrogen® et la magnétofection avec le PolyMagNeo d’OzBiosciences.

L'utilisation du systém Neon® s’est accompagnée d’une forte mortalité des cellules transfectées.
Ce phénomene a été de nettement moindre ampleur avec la Magnétofection permettant de cultiver les
cellules iPS transfectées jusqu’a confluence, d’en extraire 'ADN génomique et déterminer ainsi la
présence ou non de celulles iPS porteuses de la mutation. La ddPCR a mis au jour que jusqu’a 0,3% des

cellules étaient porteuses de la mutation (Figure 6-6).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cassure_double_brin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Exog%C3%A8ne
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ddPCR sur ADN génomique d’iPS Magnéto-transfectée
Talens COL3A1 Hétérodimérique + ADN donneur FWD

Ch1-Conc 484 Pos 84365 Neg 152441 A
AO8 AOO BOS BOY CO8 CO9 DOS DO9 EOB E09 FOR FOO GOB GO9 HOB HO9 ouits AN oo ppn  Coneentration mutant

§ 2000 T T T = ™7 - neful) muté (%) lcopies/uL]
= qe Ace cocatheteradwd A8 17.5 0.152 0.036
g‘ 4000 Sk 808 OBAtheterodwd A 21.2 0.155 0.026
S PR arne - e A 5 ." = cos cozathereradwd B7 250 0.248 0.050
5 + . : 1 o8 OUATheterctwg BE 289 0.235 0.041
-4000 1 y t y £08 COUAtheterotwd B9 193 0.074 0.011
0 50000 100000 150000 200000 e coLzatheterodwd C8 22.8 0.079 0.017
Event Number o COUAtheterotwd €9 137 0.069 0.015
2000 HOS coathererodwd D7 23.3 0.158 0.055
Ch2 -Conc 0.181 Pos:39 Neg 236767 ADO COLAtheterodwd D8 35.2 0.293 0.129

A A 9 9 9 Fi F ¢
S 6000 1 s _m = DO R "m‘ 803 OUAtheterodwg D9 19.1 0.214 0.080
k] g ] cos couatheweradwa E7 175 0.071 0.012
E’. 4000 + Mutant 4 o cousthetero-tud F7 2'7\43' 0.283 0.051
< T ST el —— S R A A ) coatheteradwd G7  17.4 0.293 0.050
2000 000 .., . s A T — - . 3 R

o PP AP INE L VI, S LT 0% COUATheterodwd G9  19.6 0.142 0.028
+ 3. B o o - : c09 OUAtheterotwg H7 409 0.286 0.053
0 50000 100000 150000 200000 HO3 cousathetorndwa M9 20.3 0.146 0.025
Cot3Alhetero-fwd moyenns 0.181 0.042

Event Number

Sondes: 6-FAM sauvage (bieu) VIC mutant {vert) Amorces #1 & #4

Figure 8-6: Détermination du succes de I’édition génomique de cellules iPS par ddPCR. Les points verts correspondant au signal de
la sonde VIC, spécifique de la séquence de I'exon 6 du gene COL3A1 avec la mutation générée par la transfection de la paire de
TALENS (ici hétérodimérique) couplés a une séquence ADN porteuse de la mutation (séquence forward). Chaque point correspond
au résultat de la PCR au sein d’une gouttelette lipidique comportant ’ADN génomique d’une a trois cellules. Ainsi 'abondance de
celulles iPS porteuses de la mutation dans les puits de culture s’éléve en moyenne a 0,2%.

l 8.2.7 Etape 7: culture et enrichissement des cellules iPS porteuses de la mutation

L’'objectif est d’enrichir la culture cellulaire par passages successifs des cellules aprés sélection
des puits de culture les plus riches en ADN avec mutation. Le protocole utilisé a été publié en 2014 par
I’équipe de Bruce Conklin du Gladstone Institute de San Francisco, chez qui j’ai eu la chance de pouvoir
effectuer mes premiéres manipulations (Miyaoka et al. 2014).

Apres le succes de la transfection et I'obtention de cellules iPS exprimant la mutation au sein du
gene COL3A1, l'étape d’enrichissement a été laborieuse et infructueuse avec une progression
asymptotique vers une abondance relative de 0,3% en moyenne, et un maximum a 0,9%. Ce résultat
était inattendu puisqu’habituellement, au terme de 3 passages ou sous-sélections, la fréquence

d’expression de I'allele muté attendue est supérieure a 5% (Figure 6-7).
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Figure 8-7: Progression au cours des différents passages (round 1 a 5°) de I’enrichissement en cellules iPS exprimant la mutation
du gene COL3A1.
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I 8.3 Discussion

L’édition génomique est une technique d’avenir, permettant de générer des modeles cellulaires
avec invalidation de gene, avec substitution nucléotidique, avec insertion notamment d’une séquence
codant la green fluorescente protein (GFP), permettant ainsi de suivre la transcription d’un géne in vivo
(Oost 2013; Porteus and Fischer 2012; Ran et al. 2013; Sanjana et al. 2012). Les techniques les plus
utilisées actuellement sont les TALENSs et le systéme CRISPR/Cas9. Ce dernier a I'avantage d’étre plus aisé
a construire, mais est moins spécifique de la région d’intérét et pourvoyeur d’un plus grand nombre de
cassures ADN en dehors de la région d’intérét « off target activity» responsables de phénotypes
différents (Gori et al. 2015; Sato et al. 2015; Sprink et al. 2015). Le choix de la technologie TALENs a été
guidé par plusieurs raisons. TALENs est I'un des outils les plus largement utilisés dans le domaine de
|'édition du génome. Il permet l'intégration d’'une modification d’un gene ou l'inactivation génique d'une
maniére tres efficace et précise. Il s’agit d’'une technique trés attractive dont le taux de réussite est élevé
(Valton et al. 2014).

L’équipe de Bruce Conklin au Gladstone Institute a UCSF a une immense habitude de la confection
des TALENs et de I'édition génomique de cellules iPS (Miyaoka et al. 2014). Amanda Chan a |'expérience
de I'édition génomique de cellules iPS pour de nombreux genes. Elle obtient au terme de 3 passages ou

sélections (sib-selection), une fréquence d’expression de I'alléle muté supérieure a 5% (Figure 6-8).
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Figure 8-8: Progression au cours des différents passages (SS=sib selection 1 a 3) de I’enrichissement en cellules iPS apres
transfection de paires de TALENs avec ADN donneur (MUT). Résultats d’éditions génomiques de plusieurs génes et différentes
mutations.

Plusieurs hypotheses peuvent étre soulevées pour tenter de comprendre le plafonnement de
I’enrichissement a 0,3% que nous avons obtenu.

Nous avons tout d’abord remis en cause la technique de cultures des iPS, de transfection,
d’extraction de I'ADN génomique, d’analyse en ddPCR. En effet, quelques différences de milieu de
culture (Gibco E8 pour Amanda Chan, mTeSR pour nous), de technique de transfection (Electroporation
par Nucleofector 2b de Lonza, magnétofection d’OzBiosciences pour nous) existaient, et on sait
également qu’en fonction des lots de Matrigel qui servent a tapisser les fonds des boites de culture pour
I"'adhésion des colonies d’iPS, ces dernieres ont des facilités de prolifération différentes.

L'ensemble des étapes 6 et 7 ont donc été dupliquées dans le laboratoire de Bruce Conklin par
Amanda Chan qui a mis au point le protocole d’enrichissement (Miyaoka et al. 2014). La fréquence
maximale qu’elle a pu obtenir dans ses conditions standardisées de travail a été 0,701% aprés 5 sous-

sélections, donc similaire aux résultats initiaux que nous avions obtenus.
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Il apparait donc que les cellules exprimant la mutation ont un désavantage de sélection par
rapport aux cellules sauvages, empéchant leur enrichissement.

Nous avons donc cherché a analyser le niveau d’expression du gene COL3A1 dans les cellules iPS
sauvages. Cette expérience a été menée les derniers jours de présence au laboratoire de UCSF et je n’ai
pas pu effectuer de rt-PCR quantitative mais seulement une rt-PCR avec comme géne rapporteur la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Les cellules iPS expriment I’ARN messagé de

COL3A1. Le niveau d’expression est moindre que la GAPDH, mais bien présent (Figure 6-9).

N €1 2 N €1 % N €1 2o
\Q \\ \\ \\ \\ \\ Y \\ \\
A° QY QT QC QT QY QF QO

SIS IS 5

ARNm GAPDH
(436 paires de bases)

ARNm COL3A1
(112 paires de bases)

1000ng 10ng 0,1ng Quantité d’ARN

Figure 8-9: Expression de I’ARN messager (ARNm) de glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) et de chaine alphal
de procollagene de type Il (COL3A1) apres extraction de I’ARN total de 3 cultures de cellules iPS.

La prolifération et le maintien au stade indifférencié des cellules iPS nécessite de les cultiver sur
une matrice protéique : vitronectine, Matrigel, ou fibroblastes irradiés. Devant la transcription par les iPS
de COL3A1, il est possible que les iPS exprimant la mutation insérée dans I'exon 6 de COL3A1 présentent
un désavantage par défaut de prolifération secondaire a une production de collagéne de type Ill anormal,
soit stocké en intracellulaire, soit sécrété, mais délétére pour une croissance et une prolifération
cellulaire normale. Cette hypothese nouvelle générée par ces travaux fondamentaux préliminaires ouvre
guelques hypotheses intéressantes dans la physiologie cellulaire et la physiopathologie du SEDv.

La thérapie génique est une option séduisante pour la guérison des maladies d’origine génétique.

Toutefois, il n’y a pas de technologie d’emblée accessible pour le traitement d’anomalies géniques a
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effet dominant négatif comme dans le SEDv. Des approches d’inhibition par interférence ARN, diminuant
I’expression post-transcriptionnelle de genes a été testée dans le SEDv (Muller et al. 2012; Watanabe et
al. 2005). Muller et al ont transfecté des fibroblastes issus de patients atteint de SEDv, par de petits ARN
interférents (siRNA). lls ont pu observer une diminution de I'expression des ARNm mutants jusqu’a 90 %,
et la restauration de fibrilles de collagénes normales. Néanmoins cette suppression de I'expression de
I'allele muté, conduit a une haploinsuffisance (Muller et al. 2012). Watanabe et al. ont proposé de
combiner deux approches. La premiere a cherché a détruire les transcrits anormaux issus d’une mutation
d’un site d’épissage en 5’ du gene COL3A1, par des siRNA. La quantité d’ARNm muté a diminué jusqu’a
80%. La seconde approche a consisté a augmenter la production d’ARNm de COL3A1 par transfection
d’un vecteur exprimant la lysyl oxidase (LOX), qui on I’'a vu plus haut joue un réle dans la maturation
extracellulaire du collagene, et qui en intracellulaire est un activateur de transcription du promoteur de
COL3A1l. La combinaison des 2 approches a permis d’obtenir une quantité quasi normale d’ARNm de
COL3A1 (Watanabe et al. 2005). Par ailleurs, Deyle et al ont mis en ceuvre une approche d’invalidation
de l'allele muté dans I'ostéogénese imparfaite avec la correction des génes COL1A1 et COL1A2 par
transfection de lentivirus (Deyle et al. 2011). lls ont transfecté des cellules souches mésenchymateuses
(MSC) de patients afin d’invalider I'allele muté, puis ils ont produit des cellules iPS a partir de ces MSC
« corrigées ». L'obtention des MSC a été obtenue par différentiation des cellules iPS, et tant I'expression
gue la sécrétion de collagéne de type | étaient normalisées et comparables aux MSC de sujets controle,
par rapport aux MSC des patients atteints d’ostéogénése imparfaite (Deyle et al. 2011).

L'édition génomique pourrait permettre d’envisager corriger la mutation ponctuelle du gene
COL3A1 de patients atteints de SEDv. Ici, la correction n’aboutirait pas a une haploinsuffisance mais a
une restitution ad integrum de 2 alleles fonctionnels. Cette correction pourrait intervenir soit a partir des
cultures de fibroblastes de patients directement, puis induire les fibroblastes corrigés en cellules iPS, soit

induire des cellules iPS a partir de fibroblastes de patients et corriger ces iPS (Musunuru 2013) (Figure 6-
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2). Il s'agit de la perspective de continuation de ce travail, puisque nous possédons des fibroblastes
cutanés de patient avec la substitution p.Gly183Ser, en espérant que malgré le désavantage de

prolifération de cette mutation COL3A1 nous puissions dériver des cellules iPS a partir de ces fibroblastes.
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9 CONCLUSIONS

Bien que le SEDv soit une maladie artérielle trés rare, 'atteinte a un age jeune, la sévérité des
complications, leur morbidité, leur mortalité, I'absence de signes avant-coureurs incitent a développer
des thérapeutiques permettant de diminuer l'incidence des ruptures artérielles, digestives, ou utérines,
et de mieux les traiter lorsqu’elles surviennent. L’administration du Céliprolol, un bétabloquant, a permis
de diminuer les évenements artériels majeurs (Ong et al. 2010). Mais encore 20% des patients traités
présentent des complications. Une meilleure compréhension des aspects physiopathologiques du SEDv
est nécessaire afin de mieux appréhender les conséquences des mutations du géne COL3A1 par le
développement d’approches innovantes des modeles pré-cliniques et d’outils de caractérisation et de
suivi plus précis.

Ainsi nos travaux ont permis d’améliorer la connaissance phénotypique du SEDv et la relation
génotype-phénotype. Le phénotype des 215 patients présentant des mutations du gene COL3A1 était
parfaitement détaillé et il est apparu que les complications digestives n’étaient observées que chez les
patients dont les mutations concernaient une substitution glycine dans le domaine de la triple hélice,
I'atteinte d’un site d’épissage ou les insertions/délétions (Frank et al. 2015a). Par ailleurs, en cas de
mutation responsable d’une haploinsuffisance, I'atteinte aortique était plus précoce et plus fréquente,
gue dans les autres types de mutation. Sur le plan physiopathologique, ceci suggére que la diminution
guantitative du collagéne de type lll dans la paroi aortique, et non dans la paroi du tube digestif, est
probablement le mécanisme prépondérant de la fragilité de ce tissu. Par ailleurs, cela permet d’émettre
des hypothéses sur les roles différentiels du collagéne de type lll dans la paroi digestive ou la paroi
artérielle. Néanmoins, au vu de la variabilité phénotypique au sein de certaines familles, d’autres
facteurs indépendants du type de mutation existent et devront étre explorés afin d’améliorer nos

connaissances sur la relation génotype-phénotype. Sur le plan thérapeutique, une meilleure



134

caractérisation de cette relation permettra de mieux définir les critéres d’évaluation et d’objectifs de
futurs essais thérapeutiques.

Les complications artérielles au cours du SEDv surviennent sur des vaisseaux ne présentant pas de
disparité de calibre ou de modification visible de la paroi en imagerie. Afin de mieux caractériser les
propriétés biomécaniques de la paroi artérielle dans le SEDv nous avons eu recours a une technologie
ultrasonore innovante, permettant d’acquérir le signal échographique extrémement rapidement. Ainsi
des phénomeénes trées rapides, comme la vitesse de I'onde de pouls qui se propage le long de la paroi des
arteres apres chaque battement cardiaque, peuvent étre visualisés et mesurés en temps réel au niveau
du segment artériel étudié. Nous avons appliqué cette technologie dans un modeéle pré-clinique murin
d’haploinsuffisance en collagéne de type Ill, mais également sur des patients atteints de SEDv
moléculairement prouvés. Les résultats sont concordants, mettant en évidence des propriétés
biomécaniques artérielles différentes des témoins en fonction des valeurs de pression artérielle. La paroi
artérielle se rigidifie au cours du cycle cardiaque face a 'augmentation de pression artérielle générée par
la systole ventriculaire. Tant chez les souris haploinsuffisantes en collagéne de type Ill que chez les
patients atteints de SEDv nous avons observé une moindre rigidification de la paroi des artéres au cours
du cycle cardiaque (Mirault et al. 2015; Mirault et al. 2013). Cette caractéristique témoigne d’une
faiblesse de la MEC conférant sa rigidité a la paroi artérielle, liée ici au collagéne de type Il
guantitativement ou qualitativement altéré. L'utrafastécho nous a permis de mieux caractériser la paroi
artérielle des patients SEDv permettant d’envisager que par un suivi longitudinal, des modifications
précoces de ces nouveaux parameétres pourraient précéder la survenue d’une complication artérielle a
type de dissection, anévrisme ou rupture. Cela représenterait I'opportunité d’intensifier le traitement
avant la survenue d’une complication et de suivre de fagon plus rapprochée les patients. Bien

évidemment des études de suivi sont nécessaires afin d’étudier I’évolution de ces parameétres avec le
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temps, de mettre en évidence une corrélation avec la survenue des complications et de démontrer le
bénéfice de cette approche sur la morbimortalité des complications vasculaires.

Enfin, au-dela d’'une physiopathologie basée principalement sur les conséquences moléculaires sur
la MEC nos travaux préliminaires suggerent qu’il existe peut étre également des conséquences cellulaires
des mutations du gene COL3A1 en terme de prolifération et croissance cellulaires. L'approche par édition
génomique offre de multiples intéréts : le développement d’un modele cellulaire humain avec son
parfait témoin, et une perspective de thérapie génique. De nombreux écueils se dressent sur cette voie,
a commencer par |'obtention de lignées de cellules iPS isogéniques. Nos expérimentations se sont
heurtées a un désavantage des cellules exprimant la mutation au sein du gene COL3A1 par rapport aux
cellules sauvages. Ceci ne nous a pas permis d’isoler une population pure de cellules iPS mutées. Cet
effet n’était pas attendu pour des cellules souches qui nont pas un phénotype sécrétoire de protéines
de la MEC comme I'ont les fibroblastes. Néanmoins, il suscite des questionnements sur les conséquences
de la transcription d’'une chaine a de procollagene de type Il sur les cellules et sur I'impact de cet effet
cellulaire a I’échelon tissulaire. Enfin, I'avenir de la thérapie génique nécessite non seulement de pouvoir
corriger la mutation causale de la maladie, mais également de pouvoir cibler les tissus responsables des
complications cliniques chez I’homme.

Nos travaux ont donc permis d’éclaircir des aspects physiopathologiques du SEDv, de révéler des
caractéristiques entre le phénotype et le type de mutation du gene COL3A1 et des différences de
comportement de la paroi artérielle par rapport aux individus non atteints ; de définir des parametres
nouveaux d’évaluation de la rigidité artérielle ; d’aborder la problématique sur le versant cellulaire et
non pas seulement matriciel. De nombreuses zones d'ombre persistent, évidemment, mais elles

stimulent I'esprit a poursuivre la recherche sur cette maladie, tant sur le plan fondamental que clinique.
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