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* Service de Biophysique, CHU Saint-Antoine, 75012 Paris.

Summary. Calcitonin inhibition of the development of immun-arteriosclerosis.

Typical sclerotic lesions in the rabbit aorta can be induced by immunisation with
K-elastin. These lesions include fragmentation of the elastic fibers and diffuse calcium
deposition accompanied by an increase of the 5 M-guanidinium Cl-soluble structural
glycoprotein-containing fraction of the media and an increase of the hydroxyproline
(collagen) content of the 1 M MgCl, soluble aorta extract and guanidinium soluble
hydroxyproline (polymeric collagen).

In animals treated simultaneously with calcitonin, the morphological, and most of
the biochemical, modifications produced by K-elastin immunisation were absent.

Calcitonin administration abolished the increase of the guanidinium soluble protein
fraction and of the glycoprotein increase in the MgCl, and guanidinium extracts.

The distribution of the calcium salts in the aorta extracts was also modified by calci-
tonin administration ; the calcium content of the MgCl, and guanidinium extracts decreased
and that of the final residue (elastin) increased.

These results indicate that calcitonin influences the biosynthetic activity of the smooth
muscle cells of the media and exerts a protective action against the biochemical and mor-
phological modification produced by immun-arteriosclerosis.

Introduction.

Les lésions artérielles de type athéromateux se calcifient fréquemment aussi
bien chez I'homme que chez ’animal expérimental (Lansing, 1959 ; Ouzilou et al.,
1973 ; Robert, Kadar et Robert, 1974 ; Robert ef al., 1971).

En plus des dépdts calciques macroscopiquement apparents, on a pu mettre en
évidence une fixation diffuse du calcium dans I’élastine et qui augmente avec I'dge
indépendamment de I’artériosclérose qui est un phénoméne localisé (Lansing, 1959).
Les travaux récents (Urry, 1974 ; Urry et al., 1976) ont permis de confirmer la forma-



196 L. ROBERT et al.

tion de complexes entre les chaines peptidiques et I’élastine et le calcium et proposer
ainsi une explication a I'augmentation diffuse du calcium dans les grosses artéres.

Les facteurs influengant ces dépbts sont encore mal connus bien que les glyco-
protéines acides pourraient intervenir comme sites de nucléation (Goftte et al., 1963 ;
Robert ef al., 1971). Il est possible de créer des Iésions artérielles chez le lapin par
immunisation avec de I'élastine soluble (K-élastine) (Robert et Poullain, 1963) prove-
nant d’aorte de porc soumise d une « dissection chimique » (Moczar et Robert, 1970).
On peut remarquer par examen macroscopique et histologique la fragmentation et
la dégradation des fibres élastiques, accompagnée d’une dégénérescence cellulaire
et de nombreux dépéts calciques intra et extra cellulaires (Robert ef al., 1971). Ces
lésions rappellent a la fois des dépéts diffus constatés au cours du vieillissement et les
lésions décrites dans I'artériosclérose avancée.

Il semblait intéressant d’étudier des substances capables d’influencer le métabo-
lisme calcique pouvant ainsi modifier I'affinité du calcium pour le tissu mésenchyma-
teux. L’hormone de choix fut la calcitonine qui posséde une action hypocalcémiante
et parait capable d’influencer le métabolisme du calcium au niveau cellulaire (Milhaud
et al., 1975). Nous avons pu montrer récemment qu’un traitement simultané avec la
calcitonine des lapins immunisés avec la K-élastine les protége contre Vartériosclé-
rose (Robert et al., 1977). Nous résumerons ci-dessous ces résultats.

Matériel et méthodes.

Le tableau 1 indique le protocole de I'expérience. Des lapins d'une souche
consanguine (1) 4gés de deux mois ont ét€ utilisés. A la fin de I’expérience, les animaux
sont sacrifiés et les aortes sont examinées macroscopiquement, histologiquement,
puis soumises & une extraction chimique (Robert et al., 1977) (fig. 1).

TABLEAU 1

Protocole des expériences

Groupe d:?‘?:‘:jx Traitement (durée 1 mois)

I 4 Contréle recevant un régime normal du commerce (UAR 112)

1l 10 Injection IM de 5 mg de K-elastine 2 fois par semaine dans de
'adjuvant complet de Freund

1t 8 Méme traitement que groupe Il avec 2 fois par jour injection
IM de 0,16 UMRC de calcitonine de porc purifiée (Roussel-
Uclaf)

v 6 Injection de calcitonine 2 fois par jour comme pour groupe lll

(1) Service du Professeur Theret, Ecole nationale vétérinaire, 7 avenue du Général de Gaulle,
94701 Maisons-Alfort,
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FIG. 1. — Protocole d’extraction chimique.

Aortes coupées en petits fragments
lavées dans NaCl 0,9 p. 100

3 X 24 h extractions MgCli, IM
]

Extrait MgCl, Résidu
+ autoclave
5 fois a 110 °C

Extrait autoclave Résidu + guanidine 5M
0,1 M mercaptoéthanol
1 h autoclave 110 °C
Extrait guanidine Rélsidu
lavé eau-acétone
K-élastine

Résultats.

Le tableau 2 montre I'intensité des Iésions (évaluée macroscopiquement notée
par des croix de X & XXXX) ainsi que la valeur moyenne des |ésions (nombre moyen
de croix) pour les quatre groupes d’animaux (voir tabl. 1). Comme le montre le
tableau 2, I'immunisation avec la K-élastine induit régulierement des lésions calcifiées

TABLEAU 2

Observation macroscopique des agortes des 4 groupes de lapins *

Groupe | Groupe i Groupe Il Groupe IV
No© lapin lésion No [apin lésion N© fapin lésion No© lapin lésion
74 b4 " YX AN 49 XX 79 XX
57 XX 81 XX 23 X 59 P4
85 ¥ {X) .73 X 35 ¥ (>) 60 0
33 XA 41 XXX 30 0 66 XXX
42 YA 25 0 68 YK X
72 MM 31 ¥ 62 XX
7 XXX 36 >
70 XXX 24 b
21 X
34 P

Valeur moyenne des lésions
1.7 3.0 1.1 1.6

* Reproduit de Robert et al. (1971).
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de 'aorte chez le lapin. Le traitement simultané des animaux avec la calcitonine
a empéché le développement de ces Iésions. [l en est de méme en ce qui concerne
fes modifications biochimiques provoquées par I'immunisation avec la K-élastine
(tabl. 3). L'immunisation provoque une augmentation de la teneur en collagéne
(hydroxyproline) des extraits MgCl, et guanidine (glycoprotéines de structure). Ces
modifications ne sont pas observées chez les animaux traités simultanément avec la
calcitonine. Le traitement avec ia calcitonine seule produit par contre une baisse de la
teneur en élastine de la paroi.

La distribution du calcium dans les extraits macromoléculaires est aussi modifiée
par I'administration de calcitonine (tabl. 4) : la teneur en calcium de I'élastine aug-

TABLEAU 3

Composition des aortes de lapins

Protéines {(mg/g de poids frais) et hydroxyproline (mg p. 100 protéines).
Moyennes + écart type par rapport aux témoins.

Groupe Traitement Extrait Protéine Hydroxyproline
[ témoin MgCl, 32,7 + 7,7 0,45 4+ 0,15
Guanidine 55 + 4,0 1,20 -~ 0,87
Résidu 5,9 0,84
1l K-élastine MgCl, 30,7 + 8,6 1,60 - 0,22 #
Guanidine 8,4 -- 2,09 2,6 + 0,85%*
Résidu 3,33 4+ 1,09 0,64
111 K-élastine - MgCl, 29,0 + 10 0,75 + 0,28 *
Calcitonine Guanidine 2,95 4+ 0,65 0,60 4 0,28 *
Résidu 2,66 + 0,90 1,40
v Calcitonine MgCl, 258 + 7,0 0,60 + 0,35
Guanidine 3,0 + 04 1,2 +04
Résidu 1,98 + 0,70 * 0,76

* Valeurs significativement différentes (0,05 > p > 0,001).

TABLEAU 4

Teneur en calcium des extraits d’aorte des lapins des groupes Il et 111

Groupes Extrait MgCl, Extrait guanid. Ri'lli‘sjtif::)ﬂ Teneur globale
It 3,33 £ 0,38 3,83 + 0,53 3,96 & 0,62 11,12
K-élastine
4
calcitonine
i 2,84 + 0,66 * 2,87 £+ 0,60* 5,89 4+ 0,89 * 11,60
K-élastine

* Valeurs significativement différentes (0,05 > p > 0,001).
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mente et celle des extraits MgCl, et guanidine diminue. Bien que la teneur totale en
calcium ne semble pas varier, la réaction de Van Kossa est négative, ou beaucoup
moins fortement positive, dans les aortes du groupe |l (traitées par la calcitonine)
que dans les aortes du groupe Il (immunisées avec la K-élastine).

Discussion et conclusions.

Les résultats biochimiques et histologiques de cette premiére expérience laissent
a penser que la calcitonine pourrait agir sur la paroi artérielle la rendant moins
susceptible aux altérations produites par I'immunisation avec la K-éiastine. Ce trai-
tement engendre des modifications pathologiques et chimiques semblables & celles
rencontrées au cours de I'athérosclérose humaine (Ouzilou et al., 1973). Les dépdts
calcaires se constituent dans I'intima et dans la média, dans les cellules et dans la
matrice. Les fibres du collagéne et de I'élastine paraissent fixer le calcium d’aprés nos
études histochimiques et électromicroscopiques (Robert et al., 1971). Ces altérations
n‘ont pas été constatées chez les lapins immunisés et traités simultanément par la
calcitonine. Le dosage de la calcémie aprés I'injection de la calcitonine a révélé une
baisse fransitoire du taux de calcium. Néanmoins, la calcémie contrdlée tout le long de
I’expérience n’a pas varié chezles lapins d’une fagon significative. Il semble donc que
I’action de la calcitonine s’exerce plutét au niveau des cellules de la paroi : cellules
endothéliales et cellules musculaires lisses en modifiant leur susceptibilité aux modifi-
cations produites par lI'immunisation sur la Kappa-élastine. Comme d’autre part,
nous avons pu mettre en évidence des autoanticorps anti-élastine chez I'homme (Robert
et Robert, 1969). On pourrait envisager une action protecirice de cette hormone
sur la paroi artérielle contre ’action sclérogéne des facteurs auvto-immuns.

Cependant, le traitement avec la calcitonine seule apporte aussi des modifications
dans la composition de la paroi, telles qu’une augmentation de la fraction du calcium
total fixé dans I’élastine.

Ces résultats suggérent un rble régulateur possible pour la calcitonine dans le
métabolisme de la paroi artérielle et permet d’envisager I'vtilisation de cette hormone
pour le traitement de I'artériosclérose.

Réunion Groupe Développement INRA/Productions animales
Montpellier, 17-18 mai 1977.
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